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MENSAJE EDITORIAL

Agosto del 2019
Estimados lectores,

Estimados lectores, en esté nUmero continuamos con temas muy interesantes relacionados con
el aprovechamiento, utilizacién y mejora de plantas. Por ejemplo, nos exponen como es que a
partir de fuentes renovables como las plantas es posible desarrollar alternativas en la produccién
de energia a los combustibles de origen f6sil.

Nos daran idea de cémo es la produccién de Mezcal en el Estado de Guerrero y su perspectiva
para una produccién sustentablemente de la cadena productiva agave-mezcal, ya que actualmente
no se aprovecha desde el punto de vista integral.

Adicionalmente conoceremos cuales son los aspectos y aplicaciones mas importantes de los
fitorreguladores, sustancias activas producidas por las plantas que actan a baja concentracion
y le ayudan a las plantas regular diversos procesos fisiolégicos que tienen un impacto en los
productos que consumimos.

Por otro lado, se expondra como es que por medio de herramientas computacionales las
interacciones moleculares entre compuestos con la estructura de las proteinas podemos ahorrar
mucho tiempo de investigacion para la determinacién y obtencion de nuevos medicamentos para
diversas terapias actuales.

Por dltimo, conoceremos el panorama de cémo se asocian factores de riesgo como el virus de

papiloma humano y el estrés oxidativo con la infertilidad masculina, llevando a proponer terapias
integrales para restaurarla.

“LA TECNICA AL SERVICIO DE LA PATRIA”.

Dr. Victor Eric Lopez y Lépez
Editor en jefe

3 Frontera Biotecnolégica mayo - agosto 2019
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RESUMEN

La escasez de recursos se encuentra entre los mayores
retos a los que se enfrenta el planeta, con una creciente
demanda de energia proveniente del sector transporte. La
dependencia de los combustibles derivados del petréleo
como fuente principal de energia ha tenido un impacto
ambiental alarmante. Esta situacién haimpulsado la busqueda
y el desarrollo de alternativas renovables para nuevas formas
de energia, con un menor impacto al medio ambiente. Ante
esta situacién, las plantas se han convertido en una materia
prima de interés para la produccién de combustibles.
Gracias a la biotecnologia se han desarrollado herramientas
de ingenieria genética para manipular e introducir mejoras
en plantas. En el presente trabajo se abordan de manera
general algunos aspectos claves, a partir de los cuales es
posible obtener diversos biocombustibles como el biodiesel
y bioetanol utilizando plantas como materia prima.

Palabras clave: Bioetanol, biodiesel, fermentacién, plantas
transgénicas, cultivos energéticos.

Abstract

The scarcity of resources is a great challenge on the planet,
with an increasing energy demand from the transport
sector. The dependence on oil-derived fuels as the main
source of energy has had an alarming environmental impact.
This situation has driven the search and development of
renewable alternatives for new energy forms, with a lower
impact on the environment. Faced with this situation, crops
have become a raw material of interest for the production
of fuels. Thanks to biotechnology, genetic engineering
tools have been developed to manipulate and introduce
improvements in plants. In the present work, some key
aspects are addressed in a general way, from these crops
is feasible to obtain various biofuels, such as biodiesel and
bioethanol using plants as raw material.

Keywords: Bioethanol, biodiesel, fermentation, transgenic
plants, energy crops.




INTRODUCCION

Es bien sabido que las plantas son fuente de alimentos y
oxigeno, sin embargo, existen varios productos que pueden
ser obtenidos a partir de ellas, por ejemplo, biocombustibles
que son una alternativa para el consumo de combustibles
derivados de petréleo.

El consumo de biocombustibles tiene un menor impacto
ambiental y para su produccién pueden utilizarse residuos
renovablesy de bajo costo como materia prima. Pero, (Cémo
es que una planta puede ser una fuente de biocombustibles?

Las plantas son capaces de convertir energia luminosa
(fotones) en energia quimica, utilizando el CO, del medio
ambiente pueden sintetizar azlcares simples como la
glucosa. Los azlcares son la unidad basica para la formacion
de estructuras complejas como celulosa y hemicelulosa.
Estos polimeros se asocian a lignina y proteinas que en
conjunto forman la pared celular, dando estructura y rigidez
a las plantas. Los azlcares contenidos en las plantas pueden
ser extraidos y convertidos en biocombustibles como
butanol y etanol (Figura 1). Otro biocombustible de interés
es el biodiesel, de igual forma puede ser obtenido a partir de
plantas que acumulen grandes cantidades de lipidos.

De forma natural las plantas solo se encargan de producir lo
necesario para sostener los procesos biolégicos que llevan
a cabo y no es suficiente para producir biocombustibles
comercialmente. Es necesario incrementar el contenido
de carbohidratos y lipidos en plantas, asi como mejorar su
capacidad de crecimiento en areas no arables.Este escrito
tiene como objetivo mostrar algunos de los avances que ha
tenido el diseno de plantas genéticamente modificadas en la
mejora de la produccién de biocombustibles.

Cultivos
energéticos Levadura
Destilacion

207
oo o
Pretratamiento
|:||:||:||:| |:||:| mmm) Biocombustibles

Figura |. Proceso de producciéon de biocombustibles de segunda
generacién a partir de cultivos energéticos.

Fermentacién

|. DESARROLLO EN EL CRECIMIENTO
DE PLANTAS

México tiene un extenso territorio que cuenta con diversos
climas, tipos de suelo y ecosistemas ideales para cultivar
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una inmensa variedad de plantas. Las plantas destinadas a la
produccién de biocombustibles,son conocidas como cultivos
energéticos, son una opcién para evitar el uso de plantas de
consumo humano. Los cultivos energéticos requieren ser
robustos y tolerantes a condiciones desfavorables, como
la escasez de nutrientes, sequias, temperaturas extremas,
entre otras. Estas condiciones impiden que los cultivos
alcancen su maximo crecimiento y desarrollo, por lo tanto,
diversos grupos de investigaciéon se dedican a identificar
mecanismos en plantas que permitan superar diversos
estreses.

Un mecanismo es la respuesta de defensa que tienen plantas
como maiz a condiciones de sequia para lograr superar este
estrés. El maiz lleva a cabo una serie de reacciones quimicas
en las que una enzima llamada ZmNAGK se encarga de
mejorar la capacidad de retencién de agua, aliviar el dafo
por el exceso de oxigeno e incrementar la acumulacién de
nutrientes, dando como resultado una mayor tolerancia a la
falta de agua (Liu, et. al, 2019). Otras estrategias que utilizan
plantas del desierto es la acumulacién de un azlcar llamado
trehalosa que funciona como osmoprotector de estructuras
celulares. La trehalosa permite mantener casi integras
proteinas y membranas, de esta forma la planta entra en un
estado de dormancia y les permiten re-enverdecer al estar
nuevamente en contacto con agua (Agrega, et. al, 2018).

Las plantas también se apoyan de los microorganismos
que habitan el suelo para generar simbiosis, donde
ambos generan condiciones favorables de crecimiento.
Investigaciones actuales han demostrado que las raices de
especies de avena exudan acidos organicos aromaticos que
son compuestos quimicos que les permite atraer cierto tipo
de bacterias (Zhalnina, et. al, 2018). Este descubrimiento
proporciona bases técnicas para manipular el entorno de
la raiz en la planta y fomentar su crecimiento y desarrollo.
Las estrategias previamente mencionadas en conjunto
pueden incrementar los rendimientos de cosecha en
cultivos energéticos al permitirles adaptarse a regiones no
favorables para su crecimiento. Otra situacién que no debe
omitirse es la discusién del uso de tierras para cultivo como
una limitante ética social. Lo anterior puede evitarse usando
cultivos mejoradores de suelo, por ejemplo el betabel que
crece en suelos con bajos requerimientos hidricos (Gracida
y Diaz, 2014).

Frontera Biotecnolégica mayo - agosto 2019 6
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ll. INCREMENTO EN EL CONTENIDO
DE CARBOHIDRATOS O FACILITAR
ACCESO

Dentro de las ventajas que tiene el uso de biocombustibles
es que el CO, del ambiente es utilizado por las plantas
como materia prima, por lo tanto, tienen un menor
impacto ambiental. EI complejo de proteinas encargado
de la captacién del CO, en plantas se llama Rubisco. Este
sistema no es tan eficiente como se desea, en ocasiones
actéia de forma lenta, llegando a perder energia y disminuir
la produccién de azicares. Rubisco también se encuentra
en otras especies como las cianobacterias, donde ha
demostrado ser mas rapido. La integraciéon del complejo
de Rubisco eficiente en plantas ha demostrado un aumento
en la asimilacion de CO,, debido a que es mas especifica
y mejora el aprovechamiento de la energia, por lo tanto,
aumenta la produccién de azlcares (Lin, et. al, 2014).
Este tipo de investigaciones dan lugar al disefio de cultivos
energéticos con mayor contenido de azlcares para su
fermentacién en biocombustibles. El acceso a los azlcares
en plantas requiere de un pretratamiento, donde se busca
romper los polimeros como celulosa y xilano que conforman
la pared celular. Estos componentes representan la mayor
parte de la materia vegetal disponible. A diferencia de la
celulosa, es mas complicado extraer los monémeros del
polimero xilano, debido a que algunos de sus componentes
generan uniones mas fuertes con lignina. Genes especificos
como XAXI, miembro de la familia llamada GTé6| de
glicosiltransferasas, el cual se encarga de la sintesis de xilano,
han sido identificados. En plantas de arroz genéticamente
modificadas, donde el gen XAXI ha sido inactivado, la
disponibilidad de los aztcares del polimero xilano fue mas
sencilla. Ello conlleva a la ruptura de las cadenas poliméricas
dando como resultado el incremento de azlcares libres de
un 60%. Esta ruptura es conocida como sacarificacién, es un
proceso clave parala produccién de biocombustibles, debido
a que representa mas del 30% del costo de produccion.
Este mismo fendmeno se observé en plantas de Arabidopsis
deficientes en xilano, mostrando el mismo comportamiento
en el aumento del rendimiento de sacarificacién. Estos
hallazgos proveen nuevos conocimientos sobre el control
de la sintesis del xilano, mismos que pueden generar
incrementos en los rendimientos de produccién de
biocombustibles asi como disminuir sus costos (Chiniquy,
et. al, 2018). Otras investigaciones estan dirigidas a descifrar
la regulacién de sintesis de cada polimero de azicares
individualmente, observando que proteinas conocidas como
factores de transcripciéon se encargan de esta regulacién
bajo ciertas condiciones de estrés. Aprender a controlar
la composicién de la pared celular secundaria, permitiria
maximizar el contenido de celulosa y hemicelulosa en las

7 Frontera Biotecnolégica mayo - agosto 2019

plantas para contar con una mayor cantidad de azlcares
para la produccién de biocombustibles. No todos los
polimeros vegetales contienen azlcares, por ejemplo, la
lignina ademas de dificultar la ruptura de la materia vegetal
genera componentes téxicos no deseados. Controlando el
porcentaje de lignina al limite minimo que puede contener
una célula vegetal y al mismo tiempo preserven la estructura
de los vasos que las plantas utilizan para el transporte y
reparto de nutrientes, repercutiria de manera positiva en
procesos de pretratamientos y sacarificacion de materia
vegetal (Petersen, et. al, 2012).

I1l. INCREMENTAR EL CONTENIDO
DE LiPIDOS

El biodiesel es otro biocombustible que puede ser obtenido
a partir de aceites vegetales (triglicéridos) presentes en
las semillas. Para satisfacer la demanda de estos aceites es
necesario aumentar el rendimiento de este tipo de cultivos.

Uno de los enfoques biotecnolégicos para aumentar la
produccién de aceites en las semillas es aumentar la accién
de ciertos factores de transcripcién, proteinas que controlan
la actividad de los genes; en este caso relacionados con la
produccién de los aceites. El interés en estos factores nace
de su capacidad para controlar multiples genes al mismo
tiempo, por lo que se les conoce como factores maestros.
Uno de estos factores es ledfy cotyledon | (LECI), el cual
actta en el desarrollo del embrién de la planta, y controla
genes involucrados en la produccién de acidos grasos. Este
gen se insertd en la planta modelo Arabidopsis thaliana y en
Camelina sativa (cultivo energético). En ambas plantas se
obtuvo un incremento de mas del 20% en el contenido de
aceites en las semillas, sin observar ninglin efecto adverso
en el crecimiento de la planta, lo cual resalta la aplicacién
potencial del aumento de actividad de LECI para mejorar
la produccién de triglicéridos. Estrategias como estas
prometen el disefo de varios cultivos con una mayor
produccién de aceites, como una solucién a la creciente
demanda de biocombustibles (Zhu, et. al, 2018).

REFLEXION

Los biocombustibles son la uUnica fuente alternativa de
combustibles liquidos y a pesar de la introduccién de autos
eléctricos alin contintia la demanda de los sectores terrestre,
aéreo y maritimo. En conjunto estos grandes avances en el
disefio de plantas genéticamente modificadas permiten a los
cultivos energéticos adquirir caracteristicas de resistencia,
acumulacién de azlcares vy lipidos, asi como fijar mayores
cantidades de CO, son indispensables para escalar a nivel
industrial la produccién de biocombustibles a partir de
plantas.



Las plantas entonces se estan convirtiendo en modelos
multifacéticos dignos de estudiar mas a detalle (Figura 2).
Se espera que los biocombustibles provean el 26 % de la
demanda de combustible total del sector transporte para
el 2050, del cual el 90 % corresponda a bioetanol de
segunda generacién. En México se han realizado cambios
significativos en las politicas publicas, para aumentar el
desarrollo e implementacién de biocombustibles. En ellas se
contempla incluir leyes para el uso de cultivos energéticos,
promocién del uso de bioetanol y biodiesel, asi también
de la venta de gasolina mezclada con gasolina (Carrillo,
et. al. 2019). Sin embargo, la carrera por el dominio en la
produccién de biocombustibles no esta definida y no sera
hasta dentro de un par de afios que veremos los primeros
efectos de estas politicas.

Agradecimientos: Los autores agradecen el apoyo otorgado
por el proyecto UAQ-FOPER (2019-00617).

Mayor sintesis de
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Mayor fijacion de CO2
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composicién de
azucares y lignina
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mayor contenido

de lipidos Atraccion de
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Figura 2. Avances en el diseno de plantas genéticamente modificadas
para mejorar la produccién de biocombustibles.

REFERENCIAS

Agreda, K.A., Cabrera, |.L., Medrano, R.R., Garzon, |.A,,
Xoconostle, B. 2018. Trehalose provides drought tolerance
to genetically-modified maize in open field trials. Pakistan
Journal of Agriculture Science. 55 (4): 1009-1020.

Carrillo, N., Rostro, M.J., de la Cruz, R, Ruiz, H.A. Igbal,
H.M.N., Parra, R. 2019. Current status and future trends of
bioethanol production from agro-industrial waste in Mexico.
Renewable and Sustainable Energy Reviews. 102: 63-74.

Chiniquy, D.M., Sharma, V,, Schultink, A., Baidoo, E. K,
Rautengarten, C., Cheng, K., Carroll, A., Ulvskov, P, Harholt,

ISSN: 2448-846 |

J., Keasling, ].D., Pauly, M., Scheller, H.V,, Ronald, PC.
2012. XAXI from glycosyltransferase family 61 mediates
xylosyltransfer to rice xylan. Proceedings of the National

Academy of Sciences of the United States of America. 109
(42): 17117-17122.

Gracida, J.N., y Pérez-Diaz, B. 2014. Factores previos
involucrados en la produccién de bioetanol, aspectos
a considerar. Revista Internacional de Contaminacién
Ambiental. 30 (2): 213-227.

Lin, M.T., Occhialini, A., Andralojc, PJ., Parry, M.AJ. y
Hanson, M.R. 2014. A faster Rubisco with potential to
increase photosynthesis in crops. Nature. 513 (7519): 547-
550.

Liu, W.,, Xiang, Y., Zhang, X., Han, G, Sun, X., Sheng, Y.,
Yan, J., Scheller, H.V. y Zhang, A. 2019. Over-Expression
of a Maize N-Acetylglutamate Kinase Gene (ZmNAGK)
Improves Drought Tolerance in Tobacco. Frontiers in Plant
Science. 9:1-12.

Mortimer, J.C. 2019. Plant synthetic biology could drive a
revolution in biofuels and medicine. Experimental Biology
and Medicine. 244:323-331.

Petersen, PD., Lau, J., Ebert, B., Yang, F, Verhertbruggen,
Y., Kim, J.S., Varanasi, P, Suttangkakul, A., Auer, M.,
Loque, D., y Scheller, V. 2012. Engineering of plants with
improved properties as biofuels feedstocks by vessel-
specific complementation of xylan biosynthesis mutants.
Biotechnology for Biofuels. 5:84.

Taylor-Teeples, M., Lin, L., de Lucas, M., Turco, G., Toal,
W.,, Gaudinier, A., Young, N. F, Trabucco, G.M., Veling,
M.T., Lamonthe, R., Handakumbura, PP, Xiong, G., Wang,
C., Corwin, J., Tsoukalas, A., Zhang, L., Ware, D., Pauly,
M., Kliebenstein, D.J., Dehesh, K., Tagkopoulos, I., Breton,
G., Pruneda-Paz, |.L., Anhert, S.E., Kay, S.A., Hazen, S.P, y
Brady S.M. 2015. An Arabidopsis gene regulatory network
for secondary cell wall synthesis. Nature. 517: 571-575.

Zhalnina, K., Louie, K.B., Hao, Z., Mansoori, N., da Rocha
U.N., Shi, S., Cho, H., Karaoz, U., Loqué, D., Bowen, B.P,
Firestone M.K., Northen, T.R,, Brodie, E.L. 2018. Dynamic
root exudate chemistry and microbial substrate preferences
drive patterns in rhizosphere microbial community assembly.
Nature Microbiology 3: 470-480.

Zhu, Y., Xie, L., Chen, G.C,, Lee, M.L., Loque, D., y Scheller,
H.V. 2018. A transgene design for enhancing oil content in
Arabidopsis and Camelina seeds. Biotechnology for Biofuels.
[ 1:46.

Frontera Biotecnolégica mayo - agosto 2019 8



(] r
3 J'

v AN
[* &
'] L ' 4*
r £
a ¥ u - t__ o
¥ S b _— - .
L il -

g L
T

F |"f i x r & .J_-"- b

4 T | il f o
'r,h - T i = LT o L= _'_}-" e il il
i . e F gt 3 ,_.:' s ’ i W
’. . \'...tl'.. i P - = __,r-"'-.'.
B _'.h F = |

o =

& PRODUCCION DE MEZCAL
=Y Jso SUSTENTABLE DEL

MAGUEY EN LA ZONA
CENTRO-MONTANA BAJA
DEL ESTADO DE GUERRERO,

MEXxICO.

Pavel Sierra-Martinez
Unidad de Investigacion Especializada en Microbiologia-Facultad de Ciencias Quimico
Biologicas, Universidad Autonoma de Guerrero. pavelsierrab@hotmail.com

'éntera Biotecnolégica maye
- *



RESUMEN

La explotacién de la materia prima en la cadena productiva
maguey—mezcal debe transformarse en el aprovechamiento
integral y sustentable de la planta para la generacién de
bienes y/o servicios muiltiples, ello se lograra una vez que el
productor y la sociedad en general conozcan la importancia
del agave en la naturaleza y la contrasten con el beneficio
que de él se obtiene contabilizando lo que al mismo tiempo
se desperdicia durante el proceso. El Laboratorio de Analisis
de la Calidad del Mezcal ha realizado estudios de diagnéstico
sobre la calidad del mezcal que se produce y comercializa
en la zona centro-montana baja del estado de Guerrero,
sobresaliendo que la calidad fisicoquimica, con base a la
NOM-070-SCFI-1994, es muy buena, pero con areas de
mejora en algunos parametros como en el contenido de
metanol y acidez total, que sin llegar a ser de concentraciones
exorbitantes, se ha atendido conjuntamente con los
productores obteniendo resultados alentadores. El costo
del producto por materia prima sera muy caro mientras no
se estandaricen métodos de aprovechamiento integral, para
lo cual fue necesario hacer un andlisis de balance de materia
a lo largo del proceso de producciéon de mezcal.

Agave,

Palabras clave: Maguey, Mezcal, Guerrero,

sustentable
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Abstract

The exploitation of the raw material in the maguey - mezcal
production chain must be transformed into the integral and
sustainable use of the plant for the generation of multiple
goods and / or services, this will be achieved once the
producer and society in knows the importance of the agave
in nature and the contrast with the benefit obtained from it,
accounting for what is at the same time wasted during the
process. The Mezcal Quality Analysis Laboratory has carried
out diagnostic studies on the quality of the mezcal produced
and marketed in the central-lower mountain area of the
state of Guerrero, highlighting that the physico-chemical
quality, based on the NOM-070- SCFI-1994, is very good,
but with areas of improvement in some parameters such as
methanol content and total acidity, which without reaching
exorbitant concentrations, has been attended together with
the producers obtaining encouraging results. The cost of
the product for raw material will be very expensive until
standardization methods are used, for which it was necessary
to make an analysis of the material balance throughout the
mezcal production process.

Key words: Maguey, Agave, Mezcal, Guerrero, sustainable
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INTRODUCCION

En el estado de Guerrero existen aproximadamente 450
fabricas de mezcal, atendidas por poco mas de 600 maestros
mezcaleros, con 9 plantas envasadoras distribuidas en 6
regiones del estado, seglin los datos mas recientes publicados
por el Consejo Estatal de Mezcal-Mezcal Guerrero
(CEMMEZCAL) y la Asociacién de Productores de Mezcal
(PROMEG) del estado de Guerrero, respectivamente
(http://www.mezcaldeguerrero.com/mezguerrero.html,
https://novedadesaca.mx/guerrero-600-productores-
mezcal/). Respecto a la capacidad de produccién de mezcal
en los ultimos afos, ésta se ha mantenido en una produccién
aproximada de 1,400,000 litros cada ano, no obstante hay
un pronunciamiento desde INFORURAL en 2017 que
refiere que la produccién ascendié a 1,700,000 litros, cifra
que nos promete que la industria maguey-mezcal ha ido en
aumento, no obstante que solo el 23% de la produccién
esté certificado. EI Comité Sistema Producto maguey-
mezcal del estado de Guerrero, a través de su presidente,
destaco que en 2017 Guerrero aln esta en segundo lugar
de produccién de mezcal después de Oaxaca, con una
produccién importante pero aun desorganizada, teniendo
su agrupacién la conviccién de que repuntard en corto
plazo al primer sitio, lo cual representa un verdadero
reto considerando que la brecha de produccién entre los
estados de Oaxaca y Guerrero es muy amplia, Oaxaca ha
mantenido una produccién que representa mas del 80% en
los Ultimos 7 afios y Guerrero solo ha llegado a aportar solo
el 3.5% del total de mezcal producido en el pais. De las 20
marcas presentes en el estado, solo 12 han cumplido con los
requisitos para su registro y de estas solo 3 tienen acceso
a un mercado internacional (https://www.inforural.com.mx/
guerrero-produce-un-millon-700-mil-litros-de-mezcal-al-
ano/; Consejo Regulador de Mezcal, 2017; Pérez H. E., et al.
2016). Es posible que se encuentren ligeras inconsistencias
en los datos de la literatura, pero en termimos generales
este es el panorama mas acertado sobre el estatus de
produccién de mezcal en el estado de Guerrero. En cuanto
al desarrollo industrial no siempre es positivo, sobre todo
cuando no se han tomado las previsiones pertinentes que
tienen que ver con el uso sustentable de los recursos
naturales en coordinacién con los beneficios obtenidos,
es por ello que se consideré necesario realizar un analisis
del como la industria que produce un mezcal de calidad en
sabor y que cumple con la normativa, conlleva al desarrollo
social utilizando al méximo la materia prima.

VINCULACION CON EL SECTOR
ProbucTivo MAGUEY-MEZCAL

Particularizando la produccién al interior del estado, las
regiones productoras por orden de importancia en volumen
producido son: En la region Centro-Montana baja del estado,
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los municipio productores son: Zitlala, Chilapa, Mochitlan,
Tixtla de Guerrero, Leonardo Bravo, Eduardo Neri y
Chilpancingo de los Bravo. En la regién Tierra Caliente en
las sierras de Zirandaro, Coyuca de Catalan, Ajuchitlan y San
Miguel Totolapan. En la regién Norte, se fabrica en Pachivia
y Xalostoc, del municipio de Ixcateopan de Cuauhtémoc,
y en Apetlanca del municipio de Cuetzala del Progreso
(http://www.mediatecaguerrero.gob.mx/gastronomia/
mezcal-guerrerense/). Lo anterior no significa, de ninguna
manera que no exista produccién en comunidades de
otros municipios, es mas, se produce mezcal de excelente
calidad sensorial en pequenas cantidades de forma artesanal
e incluso ancestral, pero que por sus bajos volimenes de
produccién, por fortuna o desafortunadamente, no han
logrado trascender sus fronteras locales privando al mundo
de esta bebida espirituosa.

El equipo de trabajo del Laboratorio de Analisis de la Calidad
del Mezcal de la Universidad Auténoma de Guerrero,
ha realizado investigaciones referentes a la calidad del
producto terminado en mas de 100 lotes diferentes, por lo
menos, en 6 municipios de la zona centro-montana baja del
estado de Guerrero, encontrando que la gran mayoria del
mezcal producido y comercializado en el mercado local, es
de amplia aceptacién sensorial y cumple con los parametros
referidos por la NOM-070-SCFI-1994. Se concluyé que los
parametros de mayor significancia en cuanto a la dificultad
del proceso de aprobacién por la norma antes referida
fueron la acidez total y el contenido de metanol, no obstante
que fue encontrado en el menor nimero de muestras, se
precisa sefalarlo por ser estos unos de los mas recurrentes
en el proceso de elaboracion de mezcal en Guerrero y
mayormente regulado por el Consejo Regulador del Mezcal
(Pérez H. E., et al. 2016), siendo también complicada su
eliminacién o disminucién en el producto una vez que ya se
encuentra ahi. La Figura |, nos muestra un resumen de lo
aqui senalado.

= LOW ® NORMAL & HIGH

Higher alcohols

Total acidity (mg/100 mL)

(me/ 100 mL)

Methanol
(mg/100 mL)

Dry extract
Ale. Vol % (o

Low <36 Low <0.2 Low <100 Low <100
Normal .0-170

Normal 36-55
High >55

Normal 100-200
High >a400

Normal 0.2-10.0
High >10.0 High >170

Figura |. Distribucién porcentual de las muestras analizadas de acuerdo
a los parametros de calidad establecidos en la NOM-070-SCFI-1994.
(Sierra-Martinez P, et al. 2019)

Normal 100-300
High >300

El trabajo de estrecha vinculacién y asesoria directa
con los productores nos ha permitido obtener datos de
proceso significativos para la toma de decisiones en los
que la confianza y el entendimiento del estudio, por parte
del productor, nos posiciona como un asesor para sugerir,
respetuosamente, alguna modificacién al proceso.



Por citar un caso, mencionaremos que se han realizado
cinéticas muy puntuales de cuantificacion de metanol a
lo largo de la destilacién de fraccionamiento en diversos
lotes, encontrando que la concentracién de metanol es
directamente proporcional al tiempo de destilacién, dicho
de otra forma, la fraccién inicial y de mayor graduacién
alcoholica que se extrae del alambique (puntas), posee
menor concentracién de metanol que la ultima fraccién
recolectada y con menor contenido alcohélico (colas), ello
nos permitié realizar cortes mas precisos sobre el destilado,
para obtener un producto con el contenido alcohdlico
deseable y dentro del parametro indicado por la norma:
35-55 % de alcohol volumen, con concentraciones de
metanol dentro del margen establecido por la norma que
va de 100- 300 mg/dL de alcohol anhidro, es preciso senalar
que ya otros autores han observado este comportamiento
inesperado (Vera Guzman A. M., et al., 2009). En la Figura 2
es posible observar la cinética de determinacién de metanol
a lo largo del destilado de un lote de mezcal.

Cumplir con los parametros establecidos por la norma, no
es lo mas dificil alo que los productores se han enfrentado, ni
siquiera la falta de apoyo en el seguimiento de sus procesos
por parte de personal especializado en el tema (dicho sea de

cinetica de metanol

500
450
400

350

mg/ 100 ml

300

concentracion del metanol

250

200
80% 70% 60% 50% 40% 30% 20%

% Alc. Vol.
Figura 2. Cinética de cuantificacién de metanol en un lote de
destilacion para la obtencién de mezcal en fabrica.

paso, el profesionista calificado en la cadena de produccién
maguey-mezcal, es escaso e incluso inexistente, debido a
que no se han establecido politicas educativas que converjan
con esta importante actividad econémica que representa
una verdadera oportunidad de desarrollo social para el
pais que posee la mayor biodiversidad de agaves y que se
considera la cuna de los mismos), y que al final impacta en
sus ventas en cuanto a la apertura de un mercado mas justo
e incluso el sostenimiento del que ya tienen, que no sea el
local. El reto real es darse cuenta que a la hora de hacer
un sencillo balance de materia en una ecuacién matematica
de qué es lo que entra y qué es lo que sale, encontramos
que una fabrica de mezcal con practicas mas o menos
estandarizadas (por estar certificada, pero con las carencias
antes descritas), llega a producir solo un litro de mezcal por
cada 20 kg de maguey, esto aparentemente puede no ser
impactante, pero si hablamos de toneladas obtendremos
mas o menos lo siguiente: De una tonelada de maguey
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perfectamente elegido y en una adecuada formulacién de la
tina para la fermentacion alcohdlica, respecto a los azucares
fermentables, se obtienen tan solo 18 kg de mezcal (el
cual puede estar entre los 50-58 % de alcohol volumen),
que en peso llega a representar Gnicamente el 1.8% de la
tonelada que ingresé. Desde el inicio se presenta la merma,
al momento del horneado el peso de las pifias cae a poco
menos de la mitad, después en la destilacion ordinaria se
pierde la totalidad de la biomasa en forma de bagazo y por
ultimo con la segunda destilacién se pierde casi la mitad
del primer destilado o mezcal simple, ya que las fracciones
denominadas puntas y colas, hasta hoy, representan un
desperdicio del proceso y que la mayoria de las veces se
disponen de manera inapropiada en las fabricas.

Lo anterior es solo por mencionar algo de lo que pasa en las
fabricas, falta sumar el desperdicio de biomasa que queda
en el campo al momento de labrar los magueyes, las hojas
quedan alla en el total desaprovechamiento.

Actualmente, el equipo de trabajo se encuentra
estableciendo metodologias que le permitan al productor
otorgar valor agregado al propio proceso de elaboracién del
mezcal a través del aprovechamiento integral de la planta
mediante el uso de los residuos que va dejando a su paso
el nacimiento del mezcal, evitando la sobre explotacién del
recurso y previniendo una segura erosién genética de las
especies utilizadas, como se ha descrito previamente por
Pérez H. E., et al. (2016).

CONCLUSIONES

El mezcal producido en el estado de Guerrero posee gran
calidad sensorial (esta aseveracién se comprobara solo con
la degustacién, reza un dicho que dice: “El mejor mezcal es
el que me gusta a mi”), su calidad fisicoquimica es mayor en
promedio, segln los estudios realizados en la zona centro-
montana baja del estado, y sin sobrepasar los problemas que
consideramos de lo mas comun en la produccién de esta
bebida, los parametros de metanol y acidez total son los mas
impactantes en la calidad, pero no todo esta perdido, por lo
contrario, al habernos percatado de esta situacién, sabemos
que es posible corregirlos en los cortes del destilado o en
los tiempos de fermentacion, respectivamente, asi como fue
resuelto en campo directamente con los productores.

El reto inmediato de la cadena de produccién maguey-
mezcal, es el aprovechamiento sustentable, la utilizacién
de los residuos generados a lo largo del proceso para
la generaciéon de algin valor que permita al productor
obtener mas ingresos por la misma masa de materia prima
procesada, ello impactara positivamente en sus bolsillos
como un beneficio econémico-social, lo cual se traduce en
un impacto ecolégico al no generar residuos industriales y
lo mas importante es que la planta de maguey tendra un
mayor rendimiento econémico al que por hoy se obtiene
propiciando el ahorro de los recursos naturales.
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RESUMEN

Una herramienta importante en el manejo de cultivos
agricolas es la utilizacién de fitorreguladores o reguladores
del crecimiento vegetal. La aplicacién de estos compuestos
permite modificar el desarrollo de las plantas logrando
desde inducir el aclareo, la floracién, cuajado, maduracién
y el aumento en el tamano de frutos; hasta omitir el
requerimiento de horas frio en arboles frutales, asi como
limitar el tamafo de las plantas para obtener mayor densidad
de siembra y facilitar tareas de cosecha. De esta forma, los
fitorreguladores aplicados en la forma adecuada pueden
mejorar el rendimiento, productividad, aspectos de calidad
y etapas operativas del cultivo. En este articulo de revisiéon
se presentan algunos de los aspectos mas importantes de
los fitorreguladores como: efectos fisioldgicos en las plantas,
productos de origen comercial y su aplicacién, asi como
ejemplos de su utilizacién en algunos cultivos agricolas.

Palabras clave: fitorreguladores, bioestimulantes,

agricultura, produccién
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Abstract

An important tool in the management of agricultural crops is
the use of plant growth regulators. The application of these
compounds allows to modify the development of the plants
achieving from inducing thinning, flowering, fruit setting,
ripening and the increase in the size of fruits, to omitting the
requirement of cold hours in fruit trees as well as limiting
the size of plants to obtain greater density of sowing and
facilitate tasks of harvest. In this way, plant growth regulators
applied in the proper way can improve yield, productivity,
quality aspects and operational stages of the crop. This
review article presents some of the most important aspects
of plant growth regulators, such as physiological effects on
plants, production, products of commercial origin and their
application, as well as some examples of their use in some
agricultural crops.

Key words: Plant growth biostimulants,

agriculture, production

regulators,




| . INTRODUCCION

Los primeros indicios sobre el mecanismo de regulacion del
crecimiento vegetal fueron reportados en el siglo XIX por
Charles Darwin y por Julius von Sachs, al demostrar que
algunos de estos procesos eran regulados por sustancias
que se transportaban de un sitio a otro en las plantas
(Santner, et al. 2009). Posteriormente, estos compuestos
se denominaron fitohormonas, y su identificacién
ocurrié durante el transcurso del siguiente siglo, con el
descubrimiento de las auxinas y giberelinas en 1926; asi
como de las citoquinas y acido abscisico en 1955 y 1960
respectivamente (Baca y Elmerich, 2003).

Las fitohormonas son compuestos producidos por las
plantas activos a muy bajas concentraciones, que regulan
sus procesos fisiolégicos, por ejemplo, la germinacion,
crecimiento, floracién, formaciéon de frutos, respuesta
a tropismos, condiciones de estrés, entre otros
(Rademacher, 2015). Existen compuestos analogos a las
fitohormonas, llamados fitorreguladores, biorreguladores o
reguladores del crecimiento vegetal, estos son compuestos
naturales sintetizados por microorganismos del suelo y
microorganismos asociados a las plantas. Los fitorreguladores
también son producidos por sintesis quimica, presentando
en algunos casos una estructura diferente a los producidos
naturalmente, pero con una actividad biolégica similar
(Lluna-Duval, 2006). Entre estos compuestos se incluyen las
sustancias capaces de inhibir la produccién de fitohormonas,
limitar su translocacién a su sitio de accién, asi como las
moléculas capaces de bloquear los sitios receptores de
las fitohormonas (Rademacher, 2015). Estos compuestos
alcanzaron gran auge con el inicio de la revoluciéon verde.

También existen productos de origen natural llamados
bioestimulantes, los cuales son extractos de composicién
compleja que contienen nutrientes y pueden contener
fitohormonas. Algunos ejemplos son productos de extractos
de algas como Biozyme, Cytozime y Cytex (Silva-Garza, et
al. 2001; Rademacher, 2015).

Los principales grupos de fitorreguladores (Figura 1) son las
auxinas, giberelinas, citoquininas, acido abscisico y etileno;
ademas de otros grupos como los brasinoesteroides,
jasmonatos, poliaminas, salicilatos, oligopéptidos y &xido
nitrico Asgher et al. (2015), que se han incorporado debido
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Figura |. Estructuras de los diferentes grupos de fitorreguladores.
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a su actividad bioldgica (Segura, 201 3).

Los fitorreguladores son utilizados en la agricultura para
modificar eventos especificos durante el ciclo de vida
de las plantas, logrando mejorar aspectos importantes
en la produccién agricola, con lo que se puede conseguir
aumentar la calidad y rendimiento de los cultivos, asi como
programar cosechas; también son utilizados para facilitar
labores operativas durante el cultivo (Diaz, 2017). Algunos
productos comerciales a base de fitorreguladores se
presentan en la Tabla |.

Tabla I. Productos comerciales a base de fitorreguladores y su
aplicacién en cultivos agricolas.

Nombre

comercial Efecto en los cultivos

Composicion Origen

Acido naftalenacético y
naftalenacetamida
Naftalenacetamida

Giberelinas
Giberelinas y 6-benziladenina
Acido giberélico

Amcotone Inductor de cuajado de frutos Sintético

Amid-Thin
Novagib
Perlan
Set-Fruit

Aclareo quimico de manzana Sintético
Cuajado y aumento de tamafio de frutos
Cuajado y aumento de tamafio de frutos
Cuajado y aumento de tamafio de frutos
Bioestimulacion orientada a la
productividad

Natural
Sintético
Natural

Agromil-V Citoquininas, giberelinas, auxinas Natural
Auxinas, citoquininas, vitaminas,
fésforo (P2Os)

Acido giberélico

Rooting Formacién y crecimiento de raices Natural

Estimulacién de la brotacion germinacion

Aciaaib Natural

| .EFECTODELOS FITORREGULADORES
EN LAS PLANTAS

La utilizacion de los diferentes tipos de fitorreguladores
se encuentra en funcién del proceso que se requiera
modificar; en términos generales las auxinas, giberelinas
y citoquinas regulan la divisién y la elongacién celular. De
manera individual las auxinas se encuentran involucradas
en la diferenciacién celular, en el desarrollo y extensién de
raices, formacién de tejidos del floema y xilema asi como
la respuesta a tropismos (Gutiérrez et al. 2009). Por su
parte, las giberelinas participan en la terminacién de la
dormancia, el control de la senescencia, en la induccién
de la germinacién y floraciéon, asi como en el desarrollo de
los frutos. (Li et al. 2015). Los efectos de las citoquininas
incluyen la promocién de la division celular, la diferenciacién
de cloroplastos, el desarrollo de brotesy el antagonismo de la
senescencia, ademas regulan la floracién en algunas especies
de plantas (Flérez y Pereira, 2008). El acido abscisico regula
la respuesta a condiciones de estrés abiético, participa en
el mantenimiento de la dormancia, apertura estomatica,
almacenamiento de proteinas y sintesis de lipidos (Dar et
al. 2017).

Los fitorreguladores ejercen sus efectos en las plantas de
forma individual, aditiva, sinérgica o antagénica, por lo cual,
dependiendo del balance de estos compuestos, se generan
diferentes respuestas en las plantas (Pan, et al. 2008).
Por ejemplo, la germinacion esta mediada por el efecto
antagénico de giberelinas y acido abscisico, pues mientras
las giberelinas promueven el rompimiento del estado de
latencia de las semillas, el acido abscisico promueve la
dormancia (Li et al. 2015; Dar et al. 2017).
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En la regeneracién in vitro de tejidos vegetales un contenido
equimolar de auxinas y citoquininas genera la formacién
de una masa de células desdiferenciadas (callos vegetales),
mientras que el desplazamiento del balance hacia las auxinas
o citoquininas promueve el enrraizamiento o la formacién
del tallo respectivamente (Baca y Elmerich, 2003). Durante
el crecimiento, la dominancia apical esta influenciada por las
auxinas, sin embargo, un incremento en la concentracién de
citoquininas regula este efecto promoviendo el crecimiento
del cuerpo vegetativo lateral.

Tomando en cuenta lo anterior, es importante considerar
los tipos y proporcién de fitorreguladores, si se pretende
utilizar estos compuestos para el manejo de cultivos, ademas
de otros factores como la etapa de desarrollo de las plantas.

3. UTILIZACION DE FITORREGULADORES
EN LA AGRICULTURA

Los fitorreguladores han sido utilizados para el manejo
agricola de diferentes cultivos, a continuacién se exponen
algunos ejemplos:

A) En frutales de zona templada, entre los que se
encuentran el ciruelo, cerezo, peral y manzana, la dormancia
invernal es un factor que limita el cultivo fuera de zonas
templadas, debido al requerimiento de horas frio. El uso de
fitorreguladores sintéticos como la cianamida de hidrégeno
(comercializado como Dérmex) y el tidiazurén (citoquinina)
sustituye este requerimiento, permitiendo la brotacién de
yemas vegetales asi como la floracion y fructificacion (Egea,
201 I). Debido a su efecto, estos fitorreguladores también se
utilizan para adelantar cosechas. Por su parte, la delimitacién
de las dimensiones de este tipo de arboles se logra con la
aplicacion de paclobutrazol, un fitorregulador sintético que
inhibe a las giberelinas; asi, se consigue obtener arboles del
tamano requerido facilitando las labores de cosecha. En
cuanto al aumento de tamano de frutos, se han utilizado
compuestos del grupo de las auxinas principalmente el
acido diclorofenoxiacético (2,4 D), un compuesto sintético
inicialmente utilizado como herbicida (Egea, 201 ).

B) En el cultivo de tomatero, se ha utilizado el clormequat
para la obtenciéon de plantas de menor altura, lo cual permite
aumentar la densidad de siembray reducir el acame, ademas,
este compuesto favorece la resistencia al trasplante y sequia.
La abscisién de flores es uno de los principales problemas
en el cultivo de tomatero, para mitigar este problema se
utilizan compuestos auxinicos sintéticos los cuales aumentan
el prendimiento floral (Ramirez-Rodriguez, 2003). En este
sentido, Sarkar et al. (2014) realizaron experimentos en
dos variedades de tomate: BARI hybrid tomato-3 y BARI
hybrid tomato-4, encontrando que la aplicacién de acido
2,4 diclorofenoxiacético (compuesto auxinico) aceleré la
floracién y fructificacién, ademas incrementé el ndmero
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de racimos de flores y frutos, en la variedad BARI hybrid
tomato-4.

Por su parte, para la maduracién de frutos de tomate se
ha utilizado etefén, este fitorregulador es absorbido por
las hojas y los frutos induciendo la produccién de etileno,
logrando adelantar la cosecha hasta 7 dias (Ramirez-
Rodriguez, 2003).

C) En el cultivo de uvas Crimson Seedlees, un aspecto
importante de calidad y que limita la cosecha es el
desarrollo del color rojo caracteristico de esta variedad.
En climas cdlidos el desarrollo de esta caracteristica se
ve afectado a consecuencia de las altas temperaturas. El
principal producto utilizado para tratar este problema es
el etefén, ademas del acido abscisico. La utilizacién de una
concentracién de 150 mg/L ya sea de etefén o de acido
abscisico permite adelantar la cosecha 10 dias, sin embargo,
la utilizacion de una concentracion de 300 mg/L de acido
abscisico permite adelantar la cosecha 30 dias. En ninguno
de los casos se afecta el rendimiento o la calidad poscosecha
de las uvas, no obstante, con la utilizacién de acido abscisico
se obtienen uvas de mejor apariencia después de haber sido
almacenadas en frio, en comparacién con las uvas tratadas
con etefén (Cantin et al. 2007).

D) En el cultivo de meldn, la aplicacion de 100 a 200 mg/L
de acido naftalenacético (ANA) en un periodo de |4 dias
después de la floracién aumenta el tamano de los frutos,
un importante aspecto de calidad para el producto de
exportacion (Montafio y Méndez 2009). EI ANA también
se ha utilizado satisfactoriamente en el cultivo de manzana,
logrando obtener una produccién de 16.79 t/ha y frutos de
mayor tamano al utilizar una concentracién de 5000 mg/L
de ANA, en comparacién con lo obtenido en el cultivo sin
la aplicacion del compuesto (14.81 t/ha). En este sentido,
es importante mencionar que las auxinas participan en la
divisién y elongacién celular, lo que contribuye en el aumento
del tamafno de los frutos. Por su parte, en la produccién
de mandarina Clementina Esbal, la aplicacién de una
concentracién de 20 ppm de 2,4-D posterior a la floracién
reduce el nimero de frutos sin afectar el rendimiento
total, lo que se traduce en el aumento del tamafio medio
de los frutos, reduciendo el porcentaje de producto no
comercializable (Karishma et al. 2019).

E) Para la produccién de algodén se han utilizado diversos
fitorreguladores de origen sintético logrando controlar
el crecimiento de las plantas y mejorar el rendimiento en
la produccién. Sin embargo, la variacion en lo cambios
ambientales, las condiciones de cultivo y la inadecuada
aplicacion de los fitorreguladores hace que los resultados
sean inconsistentes (Oosterhuis y Robertson, 2000).



CONCLUSIONES

El conocimiento del efecto biolégico que ejercen los
fitorreguladores en las plantas permite su utilizacién
para la manipulacién de los eventos fisioldgicos durante
su desarrollo, resultando ser de especial utilidad en la
produccién agricola.

La adecuada seleccién y aplicacién de los fitorreguladores
durante el cultivo de plantas de interés agricola, representa
una importante herramienta para mejorar algunos de los
aspectos de mayor interés en su produccién, logrando
adelantar cosechas, aumentar la densidad de siembra,
inducir la maduracién de frutos, asi como mejorar aspectos
importantes de calidad, como son la pigmentacién y el
incremento en el tamafo de frutos.
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RESUMEN

El Virus del Papiloma Humano (VPH) y el estrés oxidativo son
factores de riesgo relacionados en la infertilidad masculina.
Existen trabajos respecto a las terapias antioxidantes en
pacientes infértiles (con un desequilibrio de marcadores
pro y antioxidantes); sin embargo, no existen terapias para
combatir ambos agentes causales. Por tanto, esta revisién
estd enfocada en dar un panorama de ambos factores de
riesgo en infertilidad y proponer una terapéutica integral.

El uso de las vacunas como Gardasil tetravalente y
nonavalente podrian ayudar al aclaramiento viral, asi como el
uso de antioxidantes exdégenos serian capaces de revertir el
dafio oxidativo en el microambiente espermatico producto
del estrés oxidativo debido a la estrecha relacién con la
respuesta inmunitaria e inflamatoria debida a la infeccién.

Actualmente, nuestro equipo de trabajo realiza estudios
de asociacion entre la infeccién por VPH, la respuesta
inflamatoria y la actividad antioxidante en pacientes infértiles
mexicanos, lo que llevara a proponer algin abordaje
terapéutico integral para restaurar la fertilidad masculina.

Palabras clave: VPH, infertilidad, vacunas, estrés oxidativo,
terapia antioxidante.
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Abstract

Human papillomavirus (HPV) and oxidative stress are related
to risk factors in male infertility. There are works regarding
antioxidant therapies in infertile patients (with an imbalance
of pro and antioxidant markers); however, there are no
therapies to combat both causative agents. Therefore, this
review is focused on giving an overview of both risk factors
in infertility and proposing comprehensive therapy.

The use of vaccines such as Gardasil tetravalent and
nonavalent could help viral clearance, as well as the use of
exogenous antioxidants would be able to reverse oxidative
damage in the sperm microenvironment derived of oxidative
stress due to the close relationship with the immune and
inflammatory response and infection.

Currently, our work team conducts studies of association
between HPV infection, inflammatory response and
antioxidant activity in Mexican infertile patients, which will
lead to propose a comprehensive therapeutic approach to
restore male fertility.

Keywords: HPV, infertility, vaccines, oxidative stress,
antioxidant therapy
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|. INTRODUCCION

Un farmaco es una sustancia capaz de modificar tanto la
estructura como las funciones de un organismo o parte
de este, con el fin de aliviar o prevenir enfermedades
(Florez, 1998). El origen de los farmacos puede ser tanto
naturales, como sintetizados por el hombre (Cortez-
Gallardo, et. al, 2004).La infertilidad masculina se considera
un serio problema de salud reproductiva a nivel mundial. Se
caracteriza por la incapacidad de establecer un embarazo
en pareja después de 12 meses consecutivos de relaciones
sexuales sin protecciéon. En México al igual que en otros
paises, desafortunadamente el diagndstico es deficiente
(Pérez-Soto et al., 2018). A nivel global, la prevalencia de
infertilidad se estima en aproximadamente 48.5 millones
de parejas (entre 8 % y 12 %) (Wang et al,, 2018; OMS,
2010). Schuppe et al. (2017) mencionan que la infertilidad
afecta |5 % de las parejas en edad reproductiva que no
usan proteccién, lo que representa al menos la mitad de
los casos de infertilidad masculina relacionados con una
mala calidad espermatica (Schuppe et al., 2017; Sharlip et
al., 2002). Desde el punto de vista etioldgico, la infertilidad
se considera de origen multifactorial, por transtornos
genéticos, hormonales, estilo de vida inadecuados, por
causas ambientales, infecciones de transmision sexual (ITS),
bacterianas, micéticas o virales, en donde se incluye al
Virus del Papiloma Humano (VPH); asi como las reacciones
inflamatorias resultantes del tracto genital masculino que
ocasionan leucocitospermia (Pérez-Soto et al., 2018;
Depuydt et al., 2016; Depuydt & Everaert, 2003), sumado
a ello, se ha reportado un incremento en la produccién de
radicales libres; especies reactivas de oxigeno y nitrégeno
(ERO s y ERN, respectivamente), asi como desregulacién
de sistemas antioxidantes endégenos (Dinesh & Dada,
2012; Garolla et al., 201 ). En particular, la infecciéon por
VPH se considera un importante factor de riesgo para el
desarrollo Hiperplasia Benigna Prostatica (HPB), cancer
de Préstata (CaP) (Medel-Flores et al., 2018) y prostatitis
(Cai et al., 2014) y alteraciones en la salud reproductiva
masculina (Foresta et al., 201 |; Souho et. al., 2015). Por
tanto, el objeto de este trabajo es dar a conocer aspectos
diagnésticos, preventivos y terapéuticos de la infeccién
por VPH. Tomando en cuenta que algunos pacientes
presentan cuadros clinicos inflamatorios y desregulacion de
sistemas antioxidantes enddgenos, a causa de infecciones
por patégenos, como son el VPH. El uso de antioxidantes
exégenos (vitaminas C y E, micronutrientes como Selenio
y Zinc, catalasa (Cat), N-Acetil-Cisteina (NAC), licopeno
y astaxantina) (Gadallah, 2018), podrian coadyuvar en la
terapéutica de infeccién masculina por VPH, o en su caso,
disminuir factores de riesgo para la salud reproductiva.

I. EL VPH Como Factor
DE RIESGO EN LA INFERTILIDAD
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MASCULINA

Las ITS son causas potencialmente corregibles de la
infertilidad masculina, tal es el caso de la infeccién por VPH
que interfiere con la cantidad y calidad espermatica (Laprise
etal., 2014; Lyu et al., 2017). El VPH pertenece a la familia
Papillomaviridae y al género papilomavirus que presenta un
genomade DNA circular de doble cadena, aproximadamente
de 8 Kb. Se divide en tres regiones: la regién larga de
control (del inglés long control region LCR), y la regién que
corresponde a las proteinas, que son conformados por dos
tipos de genes, aquellos que son codificados en las etapas
tempranas de la infeccién, conocidos como genes E (del
inglés Early = temprano), por ejemplo las proteinas E6 y
E7, que son encargadas de inmortalizar la célula hospedera
y del proceso carcinogénico y aquellos que son codificados
durante las etapas tardias del ciclo replicativo del mismo,
conocidos como L (del inglés Late = tardio) (Silva et al.,
2013). Aunque los riesgos de transmisioén por la infeccion
VPH parecen ser mayores en mujeres que en hombres,
se requieren mas estudios al respecto. En general, se ha
observado que la infeccién por VPH en hombres tiene una
duracién de 6.9 meses, en comparacién con las mujeres que
es de 9.8 meses, aunque en hombres lainfeccién espermatica
puede durar hasta 24 meses. Por otro lado, el aclaramiento
promedio de la carga viral, se estima que es 6 veces mas
corto en hombres que en mujeres, es decir, 5.9 meses
versus 28 meses. Cuando el VPH se adapta al huésped, este
puede completar su ciclo viral y puede persistir de forma
asintomatica (Depuydt et al. 2016). En estos casos, se estima
que existe un equilibrio entre replicacién viral y la tolerancia
inmunitaria. Sin embargo, cuando la infeccién alcanza tejidos
genitourinarios profundos, el VPH tiene la capacidad de
unirse a la cabeza de los espermatozoides, lo que provoca
una reduccién funcional de la motilidad espermatica. Asi
mismo, también se han encontrado alteraciones en el pH,
anormalidades morfolégicas, fragmentacién del DNA de
los espermatozoides expuestos a proteinas oncogénicas
(E6/E7), incremento de leucocitos (leucocitospermia) y
de citocinas pro-inflamatorias como interleucina 6 (IL-6),
interleucina 8 (IL-8), factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a.),
interleucina | beta (IL-1pB) e interferén gamma (IFN-y). En
conjunto todos estos cambios morfo-funcionales, provocan
reduccién en el nimero de espermatozoides, afectando
la calidad espermatica y la capacidad reproductiva (Pérez-
Soto et al., 2018; Schuppe et al., 2017; Vander & Wyns,
2018; Foresta et al., 2015; Foresta et al., 2010). Respecto
a la deteccién de VPH, Lyu y colaboradores en 2017,
reportaron alta prevalencia por VPH en hombres que
recibieron atencién médica en clinicas de fertilidad
(20.4%, 95% Cl = 16.2-24.6%), en comparacién con
la poblacién general (11.4%, 95% Cl=7.8-15.0%)
(Lyu et al., 2017).



En un metaanalisis reportaron que la prevalencia de infeccién
fue del 16 % en 7 poblaciones de pacientes infértiles. No
obstante, al considerar hombres fértiles, la prevalencia
varié de 0 al 100 % (Laprise et. al., 2014). Tomando en
cuenta que se han identificado aproximadamente 200
diferentes genotipos de VPH, cerca de 40 genotipos se
consideran responsables de infecciones anogenitales. Por
tanto, su clasificacién de los virus de VPH, esta basada en las
capacidades de patogenicidad y de virulencia. Por ejemplo,
se encuentran genotipos de alto riesgo de malignidad (16,
18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73 y 82); tres
genotipos de probable alto riesgo (26, 53 y 66) y 12 de bajo
riesgo (6, |1, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72, 81 y CP6108)
(Santos et al., 2015). Asi mismo, los genotipos detectados
con mas frecuencia en hombres infértiles en orden
decreciente, son 45, 16, 52,18, 59 y 33 (Xiong et al. 2018).

Estudios llevados a cabo por nuestro grupo de trabajo,
revelan una elevada relacién de infeccién por genotipos del
VPH en una poblacién de hombres infértiles que derivan de
un estudio de pareja, siendo una de las mas altas detecciones
que se registraran en México (Datos no publicados).

lll. EsTrRéEs Oxiparivo CoMo
CAUSA DE LA INFERTILIDAD

El estrés oxidativo o dafo oxidativo es una condicién que
ocurre cuando la produccién de radicales libres supera
a los mecanismos de defensa antioxidantes enddgenos.
En las patologias reproductivas masculinas, las ERO’s
afectan significativamente la espermatogénesis y la funcién
espermatica lo que puede conducir a infertilidad masculina
(Dinesh et al., 2012) como se muestra en la figura |. Las
ERO’s son radicales libres derivados del oxigeno que
incluyen aniones superdéxido, radicales hidroxilo, peroxilo,

Microorganismos
VPH

Chlamydia trachomatis Carcinégenos
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Figura |. Etiologia multifactorial en la infertilidad masculina. Se
muestran las causas de la infertilidad masculina como son las infecciones
de transmisién sexual (VPH y Chlamydia trachomatis), causas
ambientales (radiacién), estilo de vida inadecuados (carcinégenos),
factores genéticos, asi como las reacciones inflamatorias (citocinas
proinflamatorias, como son la IL-6, IL- 13, IL-8, TNF-ct) y las ERO ’s.
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alcoxilo y perdxido de hidrégeno. Por tanto, los niveles
excesivos de ERO “s pueden ocasionar dafio potencial a la
membrana plasmatica a través de lipoperoxidaciéon (LP),
dano estructural del DNA de los espermatozoides, asi
como una menor capacidad de la reaccién acrosémica y de
penetracién de la zona pellcida, lo que provoca incapacidad
para la fertilizacién del évulo (Depuydt et al., 2016; Yu &
Huang, 2015; Chen et al. 2012).

En relacién a la calidad y funcionalidad espermatica, el
analisis de genes que regulan los sistemas antioxidantes
enddgenos en el sistema reproductor masculino, puede ser
una herramienta para el diagnéstico y determinacién del
papel de las ERO 's en la espermatogénesis. Estos incluyen
al factor nuclear derivado de eritroide 2/Elemento de
respuesta antioxidante (del inglés, nuclear factor erythroid
2-related factor 2, Nrf2 y antioxidant response element,
ARE), la enzimas catalasa (CAT), glutatién peroxidasa (GPX),
glutation S-transferasa (GST), oxido nitrico sintasa (NOS),
y la superdxido dismutasa (SOD), las cuales desempefan
funciones importantes en la espermatogénesis, la
funcionalidad espermaticay la fertilizacion (Yuy Huang et. al.,
2015). Por tanto, alteraciones de estos sistemas enzimaticos,
ya sea por polimorfismos génicos o factores externos como
la infeccion por el VPH (Williams, et. al., 2014), podrian
tener un efecto sinérgico o potenciador con las ERO’s. En
particular, se ha visto que las ERO s afectan la funcién de las
células de carcinoma cervical conduciendo al dafo al DNA
(in vitro). En el caso de la infertilidad, el incremento de las
ERO s altera las diferentes etapas de la espermatogénesis
lo que contribuye a la aparicién de la enfermedad (Yu &
Huang, 2015). El factor de transcripciéon Nrf2, es el gen
clave en la defensa antioxidante, ya que este factor puede
inducir enzimas antioxidantes a través del elemento ARE. En
respuesta al estrés oxidativo, NRF2 se une a ARE, mediando
la activacién transcripcional de sus genes de respuesta y la
modulacién de mecanismos de defensa in vivo contra el
dano oxidativo (Chen et al., 2012). La proteina | parecida
a kelch (KEAPI), es una proteina reguladora citosdlica de
NRF2 y tiene un sensor rico en sulfhidrilo que responde
a oxidantes o electréfilos. En condiciones basales, KEAP |
se asocia con NRF2 y lo dirige a degradacion, luego KEAP
modificado por reactantes oxidativos disociara con NRF-2
que podria translocarse en el nicleo, unirse al gen objetivo
del elemento ARE y promover la expresiéon de enzimas
antioxidantes (Yu & Huang, 2015). En esta relacion, la via de
sefalizacion NRF2-ARE regula las enzimas SOD y CAT que
son importantes en la proteccién del dafo oxidativo por
superoéxido y peréxido de hidrégeno (H202). La enzima
SOD?2, es laisoforma que se expresa altamente en el semen
humano y cataliza la dismutacién del radical superéxido
en oxigeno molecular..Los espermatozoides en el semen
son excepcionalmente protegidos por la SOD contra los
radicales superdxido, lo cual promueve la sobrevivencia y
movilidad de espermatozoides,
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por ello, la SOD es un importante sistema enzimatico
que participa en la defensa contra de las ERO’s en la
espermatogénesis, especialmente en la maduracién del
epididimo y previene la LP de la membrana plasmatica
(Chen et al., 2012). Por otro lado, la CAT seminal cataliza
la degradacion del H202 a O2 y H2O, por lo que estas
enzimas estan implicadas en el mantenimiento de niveles
normales de las ERO ’s, protegiendo a los espermatozoides
de estos radicales téxicos. Las NOS son una familia de
enzimas que catalizan la produccién de 6xido nitrico (NO)
de la L-arginina, y es considerada como un antioxidante que
elimina las ERO “s a bajas concentraciones. El papel del NO
en la motilidad del esperma y su efecto sobre la fertilidad ha
sido relacionada con la viabilidad y motilidad espermatica,
metabolismo y reaccién acrosomal. Finalmente, las enzimas
GSTs son abundantes proteinas citosdlicas que catalizan la
conjugacién de GSH a sustratos xenobidticos electréfilos,
que suelen formar las ERO s in vivo (Yu & Huang, 2015).
Varios estudios demuestran que NRF2 es un biomarcador
adecuado para la prediccion de las ERO’s en el plasma
seminal y esta relacionada con la baja calidad del semen
en la infertilidad masculina (Chen et al., 2012; Hagan et al.,
2015; Yu & Huang, 2015). Chen y colaboradores en el 2012,
evidenciaron la disminucién en la expresién de NRF-2 en los
pacientes infértiles (p=0.0008) y a su vez, se encontré una
correlacion entre los parametros de morfofuncionalidad
espermatica (cantidad, motilidad progresiva, viabilidad
espermatica, inmovilidad espermatica, morfologia anormal,
actividad de SOD seminal) con los niveles de mRNA de
SOD2 (Chen et al,, 2012).

Otro estudio clinicoindicaque, cuando hay unabaja expresion
del factor de transcripcion NRF2, la actividad de SOD
también esta disminuida (Yu & Huang, 2015). Ademas, en
pacientes con leucocitospermia presentan una disminucién
de NRF2 y un incremento de citocinas pro-inflamatorias,
lo cual compromete la calidad espermatica (Hagan et al,,
2015). Recientemente, Chyra-Jach y colaboradores en el
2018 estudiaron la asociacién entre la infertilidad, sistemas
antioxidantes enddgenos, citocinas proinflamatorias y
quimiocinas, evidenciando que la oligospermia (conteo <
a |15 X 106/mL), astenospermia (< del 40 % de movilidad
progresiva de espermatozoides), y oligoastenospermia
(ambos criterios) estan relacionados con el decremento de
la actividad de Mn-SOD (SOD2) en los espermatozoides y
con el incremento de las quimiocinas en el plasma seminal
(IL-8, IL-12, MCP-1 y MIP-1B) (Chyra-Jach et al., 2018).
Por lo comentado anteriormente, se proponen las siguientes
terapias vacunales y antioxidantes para contrarrestar el
dafo oxidativo causado por la infeccién por el VPH y que
repercute en la mala calidad espermatica en pacientes
infértiles.

IV. La VACUNACION COMO
PERSPECTIVA PARA LA PROFILAXIS EN LA
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INFERTILIDAD MASCULINA ASOCIADA A
LA INFECCION POR VPH.

Para definir las estrategias potenciales de vacunacién, es
importante conocer la prevalencia de genotipos virales en
diferentes regiones biogeograficas y en distintas poblaciones
de adolescentes, adultos e incluso en poblaciones fértiles
e infértiles, lo que nos ayudara a proponer terapias como
la inmunizacién para prevenir la infeccién en futuras
poblaciones (Depuydt et al., 2016; Silva et al., 2013). Por
ejemplo, en México se detectaron genotipos de bajo riesgo
(BR) y alto riesgo (AR) en una poblacién fértil e infértil,
encontrando la prevalencia del 27.27 % en hombres
infértiles. Los genotipos detectados con mayor frecuencia
fueronel 'l (3/12), seguidodel 18(2/12), 6,43,45,51,52, 54
y 70 (1/12) (Cortés et al., 2017). En tal caso, la inmunizacién
masculina con Gardasil tetravalente (genotipos de BR: 6 y
I'l y AR:16, 18) y Gardasil 9 nonavalente (BR: 6 y Il; AR
16, 18, 31, 33, 45, 52 y 58) (aprobadas por la FDA) podrian
ser una estrategia viable para la prevencién del deterioro
espermatico, sobre todo en los donantes de esperma que
acuden a las clinicas de fertilizaciéon in vitro y pacientes
infértiles, ya que esto podria favorecer el aclaramiento de la
infecciéon seminal de ciertos genotipos a través del sistema
de presentacién de antigenos y la subsecuente produccién
de anticuerpos por parte de los linfocitos B, como lo reporta
otro autor (Foresta et al., 2015).

La estrategia parece razonable, sin embargo se debe
considerar la necesidad de mas estudios in vitro y
epidemiolégicos a gran escala tanto en hombres fértiles
como en infértiles en nuestro pais, para asi proponer la
terapia vacunal adecuada.

V.  Nuevas PERSPECTIVAS EN
EL TRATAMIENTO DE INFERTILIDAD
MAscULINA PARA CONTROLAR EL DANO

OxipaTivo por VPH

Como antecedentes interesantes, en otras patologias
asociadas a la infecciéon por VPH, se sabe que el desbalance
entre especies pro-oxidantes y antioxidantes enddgenos
pueden conllevaralacarcinogénesis, laneoplasiaintraepitelial
cervical (NIC |, 2 y 3) hasta el cancer cervical en mujeres,
siendo un blanco terapéutico importante (Georgescu et
al,, 2018). Ademas, se sabe que una variante de la proteina
E6 del genotipo 16, es capaz de incrementar los niveles de
ERO 's y disminuir la actividad antioxidante de SOD?2 asi
como GPx, lo que induce al incremento del daiio al DNA en
células de carcinoma cervical CaSkiy SiHa, in vitro (Williams
etal, 2014).

No obstante, en la infertilidad masculina se desconoce el
mecanismo molecular por el cual el VPH causa estrés
oxidativo y participa en el desarrollo de la infertilidad



masculina, sélo se sabe que el incremento de radicales libres
repercuten en la morfofisiologia de los espermatozoides (Yu
& Huang, 2015). De manera importante, nuestro grupo de
trabajo se encuentrainvestigando la asociacién de lainfeccion
por VPH con la respuesta inflamatoria y el desequilibrio
del sistema redox en el microambiente espermatico de
pacientes infértiles, habiendo una correlacién entre estos
factores de riesgo (datos no publicados). Por tanto, este
abordaje diagnéstico nos llevara a proponer esquemas de
tratamiento que se usan para combatir el estrés oxidativo y
que ademas podrian ayudar a la eliminacién del patégeno e
incrementar la respuesta inmunitaria del paciente.

Las propuestas son las siguientes con base a los hallazgos
publicados anteriormente:

5.1. Estilo de vida saludable con actividad fisica y una
dieta mediterranea al estilo mexicano, rica en antioxidantes
(por ejemplo, un delicioso caldo con pollo o pescado
(carne magra), con vegetales verdes (fibra y antioxidantes)
y elote (carbohidrato complejo), con una cucharada de
aceite de olivo o /3 de pieza de aguacate (acidos grasos
monoinsaturados, insaturados, potasio y vitaminas C, E y
B6) y de postre | taza de uvas (resveratrol)), asi podemos
concluir que podemos tener una dieta funcional mexicana
siguiendo el modelo mediterraneo y a un costo accesible
(https://www.directoalpaladar.com.mx/salud-y-nutricion/
dieta-mediterranea-a-la-mexicana). Es importante recordar,
que una correcta eleccion de alimentos hace la diferencia
entre ser saludable y no serlo, ademas, en el caso particular
del paciente infértil (al que se le asocia la mala calidad
espermatica por VPH y estrés oxidativo), podria ser una
alternativa debido a que el proceso infeccioso y la respuesta
inmunitaria se consideran una fuente primaria para la
produccién de radicales libres, entonces el restablecimiento
del balance redox podria incrementar la capacidad y la
probabilidad de que un hombre fecunde a su pareja, tal
como se reporta anteriormente (Hajizadeh Maleki &
Tartibian, 2017; Vander & Wyns, 2018).

En cuanto a la importancia de la actividad fisica en
pacientes infértiles iranies, Hajizadeh y Tartibian (2017)
examinaron el beneficio de un entrenamiento aerébico y
de resistencia combinados durante 24 semanas en 1296
pacientes infértiles. Antes del entrenamiento, los pacientes
presentaron una respuesta inflamatoria incrementada (IL-1,
IL-6, IL-8 y TNF-0) y una elevacién de marcadores de dano
oxidativo (ERO’s, malondihaldehido, 8-isoprostano), al
término del estudio clinico, se observé que los marcadores
seminales de inflamacién y de dafio oxidativo redujeron
de manera significativa (p < 0.05). Asi mismo, el sistema
antioxidante seminal (SOD, CAT y capacidad antioxidante
total) incrementd por efecto de la actividad fisica; finalmente,
se encontrdé una correlacién positiva con los parametros
seminales, la integridad del DNA y la tasa de embarazo (p
< 0.05), por lo que los pacientes mejoraron su fertilidad
masculina (Hajizadeh Maleki & Tartibian, 2017).
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5.2. Tratamientos para pacientes con infertilidad
asociada a la infeccién por VPH y estrés oxidativo por efecto
en los marcadores de dafo oxidativo, calidad espermatica,
asi como el incremento de los sistemas antioxidantes
enddgenos: ingesta de vitaminas (C y E), micronutrientes
(Selenio, Zinc), el tripéptido antioxidante glutation (GSH),
glutation S-transferasa (GST), catalasa (Cat), N-Acetil-
Cisteina (NAC), licopeno y astaxantina que se describen a
continuacion.

5.2.1. El acido ascérbico (vitamina C) reduce la
concentracién de MDA, incrementa el conteo espermatico
y la proporcién de espermatozoides normales, ademas
correlaciona negativamente con el indice de la fragmentacién
de DNA. En pacientes infértiles se administra de 500 a 1000
mg al dia, via oral durante | o 2 meses de tratamiento.
Por otro lado, se conoce que el alfa tocoferol (vitamina
E), ejerce efectos protectores sobre la membrana celular
espermatica, ya que previene la LP por la captura del radical
libre hidroxilo y superéxido. Ademas, también incrementa
la concentracién de plasma seminal y mejora la motilidad
espermatica. La administracién en varias dosis en un rango
de 300 y 1200 mg/dia por 3 semanas sugieren efectos
benéficos sobre la capacidad reproductiva (Son & Gadallah,
2018).

5.2.2. Respecto a otros micronutrientes, el Selenio se
considera esencial en el desarrollo normal testicular, la
espermatogénesis, lafunciony motilidad deespermatozoides.
En dosis entre 80-300 ug, una vez al dia por al menos 3
meses, se ha observado que reduce el estrés oxidativo y
mejora parametros espermaticos. Por otro lado, el Zinc se
conoce como un microelemento que tiene la capacidad de
normalizar los indices de sensibilidad al éxido y la actividad
similar a la CAT en el fluido seminal. La dosis recomendada
es de 220 mg una o dos veces al dia por 3 o 4 meses, solo
o en conjunto con vitamina C con 5 mg por dia, similar a lo
que se administra a pacientes infértiles con dano oxidativo.

5.2.3. La NAC es un precursor del glutation y en
los estudios se ha observado que mejora la motilidad
espermatica, el volumeny su viscosidad, ademas evita el dafio
al DNA espermatico. En los pacientes con ambos factores
de riesgo y mala calidad espermatica, la dosis recomendada
es de 600 mg por via oral al dia durante 3 meses con base a
los estudios reportados (Majzoub & Agarwal, 2018; Son &
Gadallah, 2018).

5.2.4. En el caso del licopeno, se sabe que mejora la
concentracién y motilidad espermatica, reduce el daho
oxidativo a las mitocondrias espermaticas, la LP y la
concentracién de las ERO s evitando el dafio al DNA (Son
& Gadallah, 2018), por lo que también podria ser utilizado
en pacientes infértiles e infectados por VPH. En humanos se
observa un incremento en las tasas de embarazo con dosis
de 4 a 8 mg de licopeno al dia por 3 a |12 meses, lo que
ayudaria en gran medida a los pacientes con el diagndstico
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integral de infeccién por VPH y dafo oxidativo.

5.2.5. Finalmente, la administracién de la astaxantina en
combinacién con vitaminas A y E (AAE), se podria asociar
con la calidad espermatica, como es la viabilidad, motilidad y
morfologia de los espermatozoidesy por lo tanto la fertilidad.
Se recomienda una dosificacién parecida a los pacientes
infértiles evaluados anteriormente (Son & Gadallah, 2018),
es decir, 16 mg de Astacarox® al dia durante 3 meses, con
vitamina Ay E. La duracién del tratamiento dependera de la
calidad espermatica evaluada en el paciente.

CONCLUSION

Aunque la infeccion por VPH en el hombre es escasamente
estudiada, existen trabajos que la asocian con diversas
patologias en el hombre, incluyendo la infertilidad. Tomando
en cuenta que en un proceso de infeccion e inflamacién
se presenta un desequilibrio entre especies oxidantes y
antioxidantes, tanto en modelos in vitro, in vivo y estudios
clinicos, se requiere un abordaje terapéutico integral que
incluya la profilaxis, como es la inmunizaciéon en pacientes
fértiles y una terapia antioxidante en pacientes infértiles
infectados por VPH y que tengan un desequilibrio pro
y antioxidante en el microambiente espermatico, lo
que incrementara la fertilidad masculina. Las ventajas
de estos tratamientos profilacticos y terapéuticos son
el costo-beneficio, especialmente en parejas con baja
accesibilidad a los servicios de fertilizacién in vitro o la
inyeccién intracitoplasmica de esperma, e incluso se podria
contemplar el diagndstico y tratamiento en pacientes que
han tenido resultados negativos, alin bajo estas terapias de
reproduccion asistida.
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RESUMEN

Los farmacos son compuestos que modifican funciones del
organismo con el fin de aliviar o prevenir enfermedades. La
identificacién de nuevos compuestos permite el desarrollo y
mejora de los tratamientos actuales. El proceso convencional
para la obtencién de farmacos llamado “Cribado de alto
rendimiento” (HTS), implica un periodo extenso de trabajo
(semanas a meses), ademas, requiere de gran infraestructura.
Una alternativa que ha resultado exitosa, es el tamizaje
virtual basado en la estructura proteica (SBVS), el cual evaltia
y analiza por medio de herramientas computacionales
las interacciones moleculares entre un gran numero de
compuestos y una proteina especifica, mediante la técnica
denominada “Docking”. Existen estudios exitosos realizados
por universidades, centros de investigacién y farmacéuticas,
donde se ha demostrado que herramientas como el HTS
en combinacién con tecnologias de inteligencia artificial
hacen mas eficiente el reposicionamiento de farmacos, por
lo tanto, la mejora en el desarrollo y obtencién de nuevos
medicamentos para las terapias actuales.

Palabras clave: HTS, SBVS, Drugs, Docking, Interacciones
molecular:
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Abstract

Drugs are compounds that modify functions of the organism
in order to alleviate or prevent diseases. The identification of
new compounds allows the development and improvement
of current treatments. The conventional process for
obtaining drugs called “High Performance Screening” (HTS),
involves an extended period of work (weeks to months), in
addition, requires great infrastructure. An alternative that
has been successful, is the virtual screening based on the
protein structure (SBVS), which evaluates and analyzes by
means of computational tools the molecular interactions
between a large number of compounds and a specific
protein, by means of the technique called “Docking” There
are successful studies carried out by universities, research
centers and pharmaceutical companies, where it has been
demonstrated that tools such as HTS in combination with
artificial intelligence technologies make drug repositioning
more efficient, therefore, the improvement in the
development and obtaining of new medicines for the
current therapies.

Key words: HTS, SBVS, Drugs, Docking, Molecular
int i

Frontera Biotecnolégica mayo - agosto 2019 28



ISSN: 2448-846|
|. INTRODUCCION

Un farmaco es una sustancia capaz de modificar tanto la
estructura como las funciones de un organismo o parte de
este, con el fin de aliviar o prevenir enfermedades (Florez,
1998). El origen de los farmacos puede ser tanto naturales,
como sintetizados por el hombre (Cortez-Gallardo, et. al,
2004).

Para el sector salud, el descubrimiento o disefio de nuevas
sustancias farmacolégicas es de suma importancia, ya que,
su objetivo principal mejorar la salud de la poblacién, para
incrementar su calidad de vida. Por lo tanto, la busqueda,
identificaciéon y disefio racional de farmacos, se enfoca
en la implementacién de nuevos tratamientos o bien,
complementar los existentes, con la finalidad de aumentar su
eficiencia y reducir la toxicidad de los mismos. para obtener
menores efectos adversos (Secretaria de Salud, 2002). Por
lo tanto, para la identificacién de compuestos con actividad
relevante para ciertas enfermedades, se han desarrollado
diversas metodologias con el fin de identificar y evaluar
la accién en concreto de los farmacos con caracteristicas
deseables.

2. METODOLOGIAS PARA LA
IDENTIFICACION DE FARMACOS

De manera convencional, el disefio de farmacos se ha
realizado desde los afos 80s, por medio de proceso
denominado “Tamizaje de alto rendimiento” o por sus siglas
en ingles HTS (High-Throughput Screening), el cual, con
apoyo en bibliotecas de miles de compuestos, se realizan
ensayos de laboratorio, para determinar su actividad y
eficiencia en sistemas vivos (cultivos celulares y modelo
animal). Sin embargo, los HTS se caracterizan por ser
procesos extensos que involucran meses de experimentos
y andlisis de datos. El proceso completo para el desarrollo
un medicamento lleva de 10 a |17 anos y se dividen en tres
etapas (preclinica, clinica y mercado) (Plewczynski, et.
al, 2010; Cronk, 2012; Lill, 2013; Nordberg, et. al, 2014)
(Figura 1):

ETAPA |

Descubrimiento
y optimizacion

ETAPA Il
Desarrollo

Investigacion

basica.

2. Identificacién y
validacién del sitio
blanco.

3. Identificacién de
compuestos
lideres.

4. Optimizacion.

ETAPA llI
Comercializacion

Evaluacion.
preclinica.

2. Fase clinica l.

3. Fase clinica Il

1. Regulacién.
2. Fase IV (aprobado).

Fase clinica Ill.

1-2 aiios

Figura 1. Fases del desarrollo de un medicamento
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Cada etapa conlleva un gran trabajo, ademas, los resultados
pueden no ser satisfactorios. Por ejemplo, un candidato a
farmaco puede ser exitoso en la mayoria de las fases de
investigacion preclinica; sin embargo, cuando es evaluado en
pacientes resulta no ser efectivo o causa efectos adversos
que no fueron observados o previstos en las fases de
investigacién en laboratorio. Asi, después de masde 10a |7
afos de investigacion y haber gastado mas de 2 billones de
ddlares, el candidato no llegara al mercado, lo que implica
una pérdida econémica significativa para las compaiias. Por
lo que, a partir del uso de la tecnologia y la computacién ha
favorecido la implementacién de una metodologia para la
identificacién de compuestos quimicos con las caracteristicas
deseadas, con mayor eficiencia, menor tiempo y recursos
econémicos, denominado “Tamizaje virtual intensivo
basado en la estructura proteica (SBVS)” (Medina-Franco
et. al, 2015).

3. TaAMizAE VIRTUAL INTENSIVO

BAsaADO EN LA  ESTRUCTURA
ProTEICA (SBVS)

El SBVS, consiste en el andlisis de forma virtual de las
interacciones que pueden existir entre dos moléculas
(compuesto quimico-proteina o proteina-proteina). El
punto de partida para el tamizaje virtual, es el conocimiento
previo de la estructura de la proteina y el sitio de interés
(sitio blanco), en el cual se llevara a cabo las interacciones
con los compuestos quimicos. Mediante esta metodologia
se pueden realizar modificaciones en la estructura molecular
y mejorar las interacciones entre los compuestos (ligandos)
y el blanco molecular (proteina). Plewczynski, et. Al, 2010;
Medina-Franco et. al, 2015; Saldivar-Gonzalez, et. al, 2016).

El tamizaje virtual, presenta diversas ventajas en relacién
con los HTS, dado que todo ocurre en un ambiente
virtual, no se requiere de una gran infraestructura fisica
para seleccionar los compuestos candidatos. Con lo que
se permite establecer un modelo computacional para la
identificacién y obtencién de moléculas con potencial accién
bioldgica (Ashburn y Thor, 2004; Cheng, et. al, 2012; Lill,
2013).

Por lo tanto, las metodologias virtuales, son una herramienta
importante en la actualidad, ya que, reduce tanto el tiempo
y costos en el desarrollo e identificacién de nuevos farmacos
con alta posibilidad de ser incorporados en las terapias
actuales de diversas enfermedades de gran impacto en
la sociedad, como lo son el cincer de mama (CaMa) vy el
cancer de préstata (CaP) (Aguirre-Alvarado, et. al, 2015;
Dilly, et. al, 2017) (Tabla I).



Tabla I. Ventajas y desventajas del tamizaje virtual basado en la
estructura proteica (SBVS).

Ventajas Desventajas

Limitado a la cantidad y diversidad de
informacion de las bases de datos.
Uso de equipo de computo
especializado cuando la cantidad de
moléculas es elevada.

Costos bajos

Una gran cantidad de moléculas
analizadas

Poca infraestructura

Identificacion de un sitio en
especifico de interaccion entre
proteina - ligando.

3.1. Docking (acoplamiento molecular).

Para la realizacién del SBVS, se utiliza la técnica denominada
“Docking” o “Acoplamiento molecular”, la cual consiste
en la evaluacién de las interacciones moleculares ligando-
proteina, para lograr la identificacién de compuestos
quimicos que hayan presentado interacciones moleculares
favorables (potencial afinidad) a una estructura proteica.
En dichas interacciones se toma en cuenta la naturaleza
de la proteina de interés y de los compuestos quimicos
a analizar (composicién y cargas atémicas), para lograr
mimetizar de forma virtual el medio molecular y contar con
un acercamiento 6ptimo para comprender las interacciones
de los complejos formados e inferir lo que podria suceder
en un sistema vivo (ensayos in vitro e in vivo) (Padilla y Rojo,

Ligando .m' e

Receptor .~

Célula

Interaccion en la célula

Visualizacién virtual de las
interacciones moleculares

Figura 2. Visualizaciéon esquematica del tamizaje virtual

2002; Ashburn y Thor, 2004) (Figura 2).

El docking, es una técnica rapida y eficiente para la
seleccién de las moléculas y la evaluacién de los complejos
resultantes entre la proteina y los ligandos analizados.
Ademas, es posible analizar desde | hasta 100,000 ligandos
en un mismo andlisis y en poco tiempo (cuestién de dias,
aproximadamente). Sin embargo, esta técnica es limitada
por la cantidad y diversidad de informacién de compuestos
quimicos disponibles comercialmente, y la disponibilidad de
la estructura proteicas de interés (receptor) en las bases de
datos. (Ashburn y Thor, 2004; Lill, 201 3).

Otra aproximacion que se realiza con dicha técnica, involucra
la creaciéon de compuestos virtuales; es decir, compuestos
que adn no han sido creados en el laboratorio. Asi, en
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caso de que alguno sea identificado para la enfermedad de
interés, se procede a su creacién en el laboratorio (sintesis).

3.2. Pasos del acoplamiento molecular (Docking).

El docking se divide en cuatro etapas (Padilla y Rojo, 2002;
Plewczynski, et. al, 2010); la primera etapa consiste en la
obtencién de las estructuras proteicas a partir de bases de
datos existentes, como Protein Data Bank (PBD) (https://
www.rcsb.org/). Esta base de datos, alberga una gran
cantidad de estructuras tridimensionales (3D) de proteinas,
lo cual es un requerimiento indispensable para la realizacién
de simulaciones de docking (Berman et. al 2000). Del mismo
modo, es necesario obtener las estructuras tridimensionales
de los compuestos quimicos que interaccionaran en el
receptor, por ejemplo, de la base de datos ZINC |5 (http://
zinc|5.docking.org/), la cual contiene cerca de 230 millones
de compuestos comerciales en formato 3D. Ademas, dicha
base de datos es de libre acceso, lo cual favorece en las
investigaciones de compuestos de forma virtual (Irwin et.
al, 2012). La segunda etapa, se centra en la identificacién
del sitio especifico donde se llevara a cabo el acoplamiento
entre el compuesto y la proteina. En la tercera etapa, se lleva
a cabo el acoplamiento molecular por medio de programas
especializados de docking, los cuales existen tanto de
acceso libre como privados, por ejemplo: Surflex (Jain,
2003); LigandFit (Venkatachalam, et. al, 2003), AutoDock
(Morris, et. al, 1998) entre otros. Este ultimo, ha sido
utilizado en diversos estudios de acoplamiento molecular,
principalmente la versién llamada Autodock Vina, por ser
de libre acceso y de uso amigable, aunado a que mejora
significativamente la precision promedio de las predicciones
de las interacciones entre los compuestos y la proteina
de interés (Trott y Olson, 2010). Por dltimo, en la cuarta
etapa se realiza el analisis de los resultados (identificacion de
complejos con interacciones favorables) y la visualizacion de
los complejos formados con alto puntaje (Figura 3).

4. REPOSICIONAMIENTO
FARMACOS

Los métodos computacionales SBVS son muy tiles
para disenar e identificar nuevos farmacos. Aunado a lo
anterior, la metodologia SBVS también permite identificar
nuevos usos de farmacos que son administrados para una
patologia diferente a la cual fue creado o bien, nuevos
usos a farmacos descontinuados. Esto Ultimo se conoce
como reposicionamiento de farmacos por cribado virtual
(Saldivar-Gonzalez et. al, 2016). Existen diversos estudios
de reposicionamiento de farmacos donde se utiliza las
metodologias computacionales. Por ejemplo, el estudio
realizado por Aguirre-Alvarado y colaboradores (2015),
donde se logré identificar a un compuesto llamado
Etopésido, como compuesto candidato a farmaco contra el
cancer de mama.

DE
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1. Obtencién de estructuras
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)
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4. Resultados y visualizacion de
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Figura 3. Proceso del tamizaje virtual usando “Docking”

Otro estudio de reposicionamiento virtual fue realizado por
Dilly y colaboradores (2017), en el cual lograron identificar
la Risperidona como potencial farmaco para el tratamiento
contra el cancer de préstata (CaP), en dicho estudio
evaluaron la actividad del compuesto de forma experimental
y observaron la disminucién el crecimiento de las células de
CaP (PC3).

Actualmente, nuestro grupo de trabajo, esta enfocado en la
busquedade compuestos candidatos contrael CaP, por medio
de metodologias computacionales para el reposicionamiento
de farmacos existentes y descontinuados. Para este tipo
de trabajo se ha formado un grupo interdisciplinario, con
participacién de investigadores nacionales e internacionales,
con el fin obtener compuestos quimicos candidatos contra
CaP y validar experimentalmente su actividad.

Es importante remarcar que los métodos computacionales
no reemplazan a los experimentales; por el contrario, son un
complemento para el éxito de la obtencién de un farmaco
candidato y este pueda ser empleado. Ademas, todas las
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predicciones computacionales seleccionadas deben ser
corroboradas en laboratorio.

Porlotanto, eltamizaje virtual enfocado al reposicionamiento,
es una estrategia Util para el proceso de identificacién
de compuestos quimicos candidatos, ya que integra el
conocimiento bioldgicos, fisicoquimico e informatico de las
interacciones moleculares, al procesar de forma eficiente y
rapida, grandes cantidades de informacién, lo que favorece
la identificacién de compuestos para su validacién en el
laboratorio, con lo que se minimiza el tiempo de aprobacién
de los compuestos para su salida al mercado y su uso en
diversas enfermedades.

5. INTELIGENCIA ARTIFICIAL

De forma conjunta al SBVS, existe una nueva tendencia en la
industria farmacéutica, denominada “Inteligencia artificial”.
Esta se apoya en metodologias computacionales para la
identificacién tanto de compuestos quimicos candidatos
a ser farmacos, como para disehar compuestos nuevos
o, para el diagnéstico de enfermedades. Existen diversos
programas basados en inteligencia artificial usados por
farmacéuticas. Por ejemplo, el programa computacional
ReLeaSE el cual permite crear y evaluar nuevas moléculas
desde cero (Popova et. al, 2018).

A pesar del escepticismo del impacto de la inteligencia
artificial en la generacién de nuevos farmacos, el nimero
de publicaciones y aplicaciones basadas en esta tecnologia
sigue en aumento. Esta tendencia ha dado lugar a la creacién
de departamentos dedicados a esta tarea en la industria
farmacéutica y de companias dedicadas exclusivamente al
desarrollo de medicamentos basados en inteligencia artificial
como por ejemplo BenevolentAl (2013-2018) (https://
benevolent.ai/) y Exscientia (2012-2019) (www.exscientia.
co.uk) en Reino Unido; Atomwise (2019) (www.atomwise.
com) en Estados Unidos (Fleming, 2018).

6. CONCLUSIONES

El uso de la estrategia computacional SBVS, es una alternativa
a los métodos convencionales de identificacién de farmacos
(HTS), la cual presenta grandes ventajas, como reduccién
del tiempo de identificacion de compuestos, la eficiencia y
costos, permitiendo acelerar el proceso al incrementar la
posibilidad de que los farmacos salgan al mercado en menor
tiempo. Aunado alo anterior, el reposicionamiento virtual de
farmacos, facilita la implementacién de nuevos tratamientos
para diversas enfermedades en menor tiempo. De igual
forma, el uso de la inteligencia artificial ha permitido la
generacion de nuevos compuestos candidatos para diversas
enfermedades. Por lo tanto, todo lo anterior se traduciria en
la obtencién racional y eficaz de farmacos, lo que mejoraria
los tratamientos actuales, por lo tanto, la calidad de vida de
los pacientes, proporcionado farmacos mas asequibles a la
poblacién.
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