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DEFINICION DE LA REVISTA

TECNOCIENCIA CHIHUAHUA, es una revista multidisciplinaria, de publicacion
continua, que publica articulos y notas cientificas, asi como articulos de revision
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Resumen

El andlisis ergonomico de la estacion y actividad laboral identifica factores de riesgo para los
trabajadores, asi como enfermedades de trabajo potenciales y es la base para el disefio de puestos
ergonomicos. En el presente andlisis se evalud el riesgo postural al que estan expuestos los seis
trabajadores del drea de tapiceria en una fabrica de muebles en ciudad Delicias, Chihuahua, México.
Se realizé un estudio preliminar a través de la Lista de Identificacion Inicial de Riesgos y la de
Evaluacion de los Riesgos por el Disefio del Puesto de Trabajo. Posteriormente, se utilizé el diagrama
de Corlett y Bishop para identificar las zonas corporales con incomodidad y se aplicé el método
Rapid Entire Body Assessment (REBA) para evaluar carga postural evaluando aspectos como carga
fisica, tipo de agarre y actividad muscular. Los resultados arrojaron que cuatro de los trabajadores
estan expuestos a un nivel de riesgo alto por posturas forzadas con puntuaciones REBA mayores a
9 (escala del 1 al 15), manifestando molestias en cabeza-cuello, brazo-mano y espalda. Las costureras
presentan riesgo medio con puntuaciones REBA entre 4-7, esto sugiere una alta probabilidad de que
los trabajadores del area de tapiceria desarrollen algiin trastorno musculoesquelético.

Palabras clave: trastornos musculoesqueléticos, ergonomia, riesgo laboral, método REBA,
empresas mueblaras.
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Abstract

The ergonomic analysis of the season and work activity identifies risk factors for workers as well as
potential occupational diseases and is the basis for the design of ergonomic workstations. In the
present analysis, the postural risk to which the six upholstery workers are exposed in a furniture
factory in Ciudad Delicias, Chihuahua, Mexico. A preliminary study was carried out through the
Initial Risk Identification List and the Risk Assessment by Workplace Design. Subsequently, the
diagram of Corlett and Bishop was used to identify the body areas with discomfort and the Rapid
Entire Body Assessment (REBA) method was applied to evaluate postural load evaluating aspects
such as physical load, type of grip and muscle activity. The results showed that four of the workers
are exposed to a high-risk level due to forced postures with REBA scores greater than 8 (scale from
1 to 15), manifesting discomfort in the head-neck, arm-hand and back. Seamstresses are at medium
risk with REBA scores between 4-7, suggesting a high probability that upholstery workers will
develop a musculoskeletal disorder.

Keywords: musculoskeletal disease, ergonomics, occupational hazard, REBA method, furniture
companies.

1. Introduccion

La ergonomia es una disciplina cientifica que comprende las interacciones entre las personas
y los elementos que las rodean, aplica teorias, principios y métodos para optimizar el bienestar
humano. Es decir, adapta las tareas al operador, su objetivo es cuidar la salud y el bienestar de los
empleados (International Ergonomic Association, 2021). La Organizacién Internacional del Trabajo
ha sefialado que, a pesar de que algunos de los riesgos laborales han disminuido en los tltimos afios,
existe un aumento en nuevas enfermedades de trabajo, entre los riesgos emergentes se incluyen los
factores de riesgo ergondmico (Secretaria del Trabajo y Prevision Social, 2018).

Actualmente la ausencia de puestos ergondmicos en los centros de trabajo deriva en factores de riesgo
laboral. Por lo anterior, las empresas y los especialistas en la salud laboral centran sus esfuerzos en
identificar las condiciones de trabajo que representen un factor de riesgo ergondmico para los
trabajadores, ya que estas podrian incrementar la probabilidad de desarrollar un trastorno
musculoesquelético (TME) (CENEA, 2023). Russo et al. (2020), expone que las empresas subestiman
los factores de riesgo asociados con estaciones de trabajo disefiadas sin considerar la ergonomia, de
forma que los trabajadores perciben una exposicion significativa a riesgos biomecanicos/ergondmicos
en sus actividades laborales.

Se ha demostrado que la prevalencia de TME en poblaciones laborales tiene una relacion causal entre
diferentes factores de riesgo tales como movimientos repetitivos, posturas forzadas, manipulacién
de cargas pesadas, entre otros, con el desarrollo de TME (Ahn, el al, 2020; Hossain et al., 2018). En
México, estos trastornos son el primer tipo de enfermedad de trabajo, con 4607 casos en 2016,
presentandose casos de dorsopatias, entesopatias, sindrome del tiinel carpiano, lesiones de hombro,
entre otros. La incidencia de estas enfermedades representd que, en promedio, cada dia doce
trabajadores sufrieron un trastorno musculoesquelético (Secretaria del Trabajo y Prevision Social,
2018).



Rodriguez-Salinas et.al TECNOCIENCIA CHIHUAHUA, Vol. XVII (1) e 1137 (2023)

En el pais se reconocen diversas regiones que concentran la actividad de la fabricacién de muebles
de madera; una de estas, es la cuenca mueblera de la regién de Delicias, Chihuahua, México. En 2019
el numero de fabricas de muebles en la region aumento 30%, generando alrededor de 3500 empleos
directos (Meléndez, 2019). No obstante, la mayoria de estas fabricas desconocen los beneficios de la
aplicacion de la ergonomia en los puestos de trabajo. La principal causa de enfermedades laborales
en el sector del mueble son sobreesfuerzos fisicos relacionados con posturas forzadas durante el
trabajo, movimientos repetitivos de mano-mufeca y brazos, manipulaciéon manual de cargas, asi
como las que conciernen a la estacidon de trabajo; ubicacién inadecuada de las herramientas y
equipos, altura de mesa de trabajo inapropiada, entre otras; como efecto, los operadores de esta
industria presentan diversos TME enfocados en el cuello, la espalda y extremidades superiores
(Freire, 2019).

Lo anterior se demuestra en una evaluacion de riesgo laboral en la fabricaciéon de mobiliario de
oficina en Ecuador. En este estudio se aplicd el método de evaluacién ergondmica Ovako Working
Analysis System (OWAS), el cual concluye que para los tres puestos evaluados se adoptan posturas
perjudiciales para el sistema musculoesquelético; ademas, con la aplicacion del método Rapid Upper
Limb Assessment (RULA), se determind un nivel de riesgo 4 (escala del 1 al 4, donde 4 indica riesgo
alto) lo cual recomienda realizar cambios en el puesto de trabajo (Rosero, 2015). Debido a la similitud
de actividades entre este antecedente y el presente estudio permite tener una nocion de las posturas
que se pueden encontrar, asi como las bases para los posibles cambios a aplicar una vez obtenidos
los resultados del andlisis, ademas; el método RULA es la base del método Rapid Entire Body
Assessment (REBA) lo cual permite conocer cémo se deben evaluar las extremidades superiores
incluidas en este tltimo método.

Asimismo, se realizdé un diagnostico ergondmico en la industria del mueble en Argentina, se
aplicaron métodos ergonémicos como el REBA, Nivel de Actividad Manual (NAM) y la ecuacion de
National Institute for Occupational Safety and Health, USA (NIOSH). Se destaco que los trabajadores
realizaban esfuerzos que comprometian su zona lumbar, asi como a riesgos por desprendimientos
de particulas de madera o expulsion de residuos (Del Rosso, 2015).

Por otro lado, un estudio realizado en 25 fabricas de muebles en Delicias, de las cuales, el 40% son
micro empresas y el 53% son pequefias empresas, arrojo que del total de trabajadores de la muestra
el 8.24% son profesionistas, todos ellos en el area de administracion y ventas. Por lo tanto, las fabricas
de muebles en Delicias no cuentan con un profesional para el disefio ergondmico de los puestos de
trabajo. Aunado a esto, el estudio menciona que la mayoria de las empresas cuentan con una
antigiiedad en el mercado de 31 a 40 afios; no obstante, presentan fallas en planeacion estratégica y
capacitacion de empleados; ademads, desconocen normativas sobre riesgos en el trabajo (Magana et
al., 2020).

Por lo anterior y debido a la ausencia de investigaciones de este tipo en una region que se caracteriza
por la industria del mueble, se realiz6 una evaluacion de los factores de riesgo ergonémico presentes
en una fabrica de muebles en ciudad Delicias. El objetivo fue evaluar el riesgo postural al que estan
expuestos los trabajadores y posibles TME a desarrollar para su consideracion en estudios futuros,
asi como en el desarrollo de propuestas de mejora. Esto con la finalidad de dar notoriedad sobre la
importancia de la ergonomia dentro de la empresa en busca de reducir el desarrollo de enfermedades
profesionales y accidentes laborales a fin de fortalecer la seguridad en el trabajo.
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La evaluacidn se realiz6 en el area de tapiceria, ya que es aquella en donde se presentan mayores
actividades con posturas forzadas y sobreesfuerzos fisicos. Debido a la importancia de mantener
condiciones laborales adecuadas, asi como asegurar que las tareas, maquinas, equipos y herramientas
se adapten a los trabajadores, se buscé responder las incégnitas sobre las condiciones laborales en las
que se encuentran las estaciones de trabajo del area de tapiceria, cudles son los riesgos potenciales
por sobreesfuerzos fisicos a los que estan expuestos los trabajadores derivados del disefio del método
y puesto de trabajo, asi como qué TME son mas probables a desarrollar en los trabajadores, dadas las
condiciones actuales.

2. Materiales y Métodos

La ergonomia es una ciencia asociada a la higiene y seguridad en las empresas: evaltia y
determina los niveles de riesgo de los puestos de trabajo con el fin de identificar aquellos factores,
posturas o condiciones que generen afecciones en la salud y disminuya el rendimiento de los
trabajadores (Chavez y Moran, 2022). De esta forma, se disefian propuestas de mejora para adaptar
al trabajador las tareas y ambiente que lo rodean.

La evaluacion de factores de riesgo ergondmico se realizé en el area de tapiceria, esta se subdivide
en: carpinteria, costura y montaje, en la cual trabajan seis personas: dos costureras, tres montadores
y un carpintero con un rango de edad de 17 a 47 afos. Las actividades de esta area consisten en el
armado del casco o armazon del sofa (estacion de carpinteria) de acuerdo con el disefio del mismo,
posteriormente se cubre con materiales como espuma y mecanismos para su posterior tapizado con
cubiertas textiles (estaciéon de montaje), estas tltimas realizadas de acuerdo con las plantillas del
disefo y el tipo de tela especificada (estacion de costura).

Para la evaluacién, se obtuvo consentimiento escrito y firmado por parte de los trabajadores para
uso de imagenes, se comunicé el objetivo del estudio y fines del mismo, asi como su libertad de
retirarse en cualquier momento de la evaluacidén. Se especificd que su identidad y nombre de la
fabrica serian confidenciales. La cantidad de observaciones realizadas fue de 29 horas de la jornada
laboral durante el periodo junio-agosto 2021, las observaciones se realizaron por conveniencia de
acuerdo con el tiempo dispuesto por la empresa para las evaluaciones.

El estudio que se presenta es de enfoque cuantitativo ya que se fundamenta en la medicién de las
caracteristicas del puesto de trabajo. Su alcance es descriptivo debido a que pretende especificar las
caracteristicas del grupo objeto de estudio: trabajadores del area de tapiceria. Asimismo, es un
estudio no experimental de tipo transeccional el cual describe la situacién actual de las caracteristicas
del area de tapiceria a través de la evaluacion con métodos ergondmicos de la estacion y actividad
laboral.

2.1 Métodos

Como evaluacion preliminar, se realizé el llenado de la lista de Identificacion Inicial de
Riesgos y la de Evaluacion de los Riesgos por el Disefio del Puesto de Trabajo, sugeridas en el Manual
para la Evaluacion y Prevencion de Riesgos Ergonémicos y Psicosociales en la pequefia y mediana
empresa (PYME) del Instituto Nacional de Seguridad e Higiene en el Trabajo de Espana (INSHT,
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2003). Esto, con el objetivo de identificar los factores de riesgo ergondmico predominantes en la
estacion de trabajo, asi como las actividades que propician dichos riesgos, entre los cuales se pueden
encontrar: factores ambientales, disefio del puesto de trabajo, posturas y movimientos y seguridad
para analizarlos a profundidad con un método avanzado: REBA. La evaluacion se enfoco,
principalmente, en los items de disefio del puesto de trabajo (altura, profundidad, alcances, espacio
de trabajo y herramientas), manipulacién manual de cargas, postura/repetitividad, fuerzas y
seguridad.

2.1.1 Diagrama de Corlett y Bishop (BPD)

La escala BPD también conocida como diagrama de Corlett y Bishop (Fig. 1), consiste en
realizar una prueba de confort donde se analizan las partes del cuerpo humano mediante una imagen
y el trabajador selecciona aquellas partes en donde presenta un dolor o molestia (Navarrete y Saldias,
2018). La escala valora del 1 al 5 el nivel de molestia siendo el 5 el grado de mayor incomodidad. De
acuerdo con los factores de riesgo observados a través del estudio preliminar, se optd por la
aplicacién de esta metodologia para identificar con mayor precision las zonas corporales afectadas
por las posturas o sobreesfuerzos fisicos. El BPD fue aplicado a los seis trabajadores del area de
tapiceria como una encuesta cara a cara, de esta forma los trabajadores indicaron las zonas del cuerpo
donde presentaban dolor, asi como el grado de intensidad. Ademas, los trabajadores expresaron otro
tipo de inconformidades con respecto a las condiciones fisicas del area en el que trabajaban
(informacioén registrada en la bitacora del estudio).

Niveles

Diagrama de .
. 1) No hay incomodidad 4)  Muy incomodo
Corletty Bishop 2) Apenas incomodo 5) Extremadamente incomodo
3) Medianamente incémodo

1. Cabeza y cuello 1 2 3 4 -
2. Hombro ‘ ! 2 3 4 -
3. Brazo y mano [ 2 3 4 -
4. Espalda media ‘ 1 2 3 4 -
5. Espalda baja ‘ 1 2 3 4 -
6. Glateos ‘ 1 2 3 4 -
7. Muslo ‘ 1 2 3 4 -
8. Rodilla [t 2 3 «
9. Pierna y pie [ 2 9 2 -

Figura 1. Diagrama de Corlett y Bishop (Obra: Modificado de Tosic et al., 2021).
Figure 1. Diagram by Corlett and Bishop (Work: Modified from Tosic et al., 2021).
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2.1.2 Método REBA

El método REBA es un analisis postural que mide el riesgo de lesiones asociadas a una
postura con sobreesfuerzo como suelen ser las de tipo musculoesquelético e indicar el nivel de
actuacion para cada postura (Diego-Mas, 2015). De forma detallada, REBA permite realizar
evaluaciones completas en cuanto a extremidades y posturas en las que el tronco estd en extension
y flexionado, este método valora aspectos como la carga o fuerza manejada, el tipo de agarre o
actividad muscular desarrollada por el trabajador (ya sean posturas estaticas o dinamicas); ademas,
considera la existencia de cambios bruscos de postura o inestabilidad en las mismas y si la postura
de los brazos se mantiene a favor de la gravedad (Sanchez, 2017). También toma en consideracion
si la tarea es simétrica, de ser asi, solo se analiza un brazo; y en caso de ser asimétrica analiza ambos
brazos (Diego-Mas, 2015).

La aplicacién de esta metodologia conlleva la ejecucion de los siguientes puntos:

e Determinar los ciclos de trabajo y observar al trabajador durante varios ciclos.

e Seleccionar las posturas a evaluar.

e Determinar si se evaluara el lado izquierdo del cuerpo o el derecho.

e Tomar los datos angulares requeridos por el software online Ergonautas.

e Determinar la puntuacién para cada parte del cuerpo.

e Se obtienen puntuaciones parciales y finales para determinar existencia de riesgos y en su
caso, el nivel de actuacion.

e Determinar qué tipo de medidas deben adoptarse (revisa las puntuaciones de cada parte del
cuerpo para determinar en dénde seran necesarias las correcciones).

e Redisefiar el puesto para mejorar la postura (en caso de ser necesario).

Tal aplicacion consta de puntuaciones de dos grupos de analisis en los que se divide el cuerpo: A
(piernas, tronco y cuello) y B (miembros superiores: brazos, antebrazos y mufecas) que se obtienen
al otorgar una puntuacion a cada miembro (segtin sea el angulo en el que se encuentre) y se consulta
la tabla correspondiente de acuerdo con el miembro evaluado. Una vez se han obtenido los
resultados de ambos grupos se puede calcular la puntuacién C que sera modificada en caso de existir
algun tipo de actividad muscular, el agarre de objetos y la fuerza aplicada para realizar la tarea, en
donde la nueva puntuacion es el valor final y con esta se puede determinar el nivel de actuacién. De
esta forma, puntuaciones entre 4-7 se consideran de un riesgo medio; puntuaciones entre 8-10 es un
riesgo alto y puntuaciones entre 11-15 es un riesgo muy alto. Asimismo, niveles de actuaciéon mayor
a 2, indica que es necesario implementar medidas correctivas.

2.2 Procedimiento experimental

Las actividades realizadas por cada estacion fueron observadas con el objetivo de describir
de manera precisa las tareas y herramientas usadas por trabajador (Tabla 1). Asimismo, se realizd
un layout de la distribucion de la estacion de trabajo, esto para conocer a profundidad la fisica del
proceso y elementos involucrados con los que el operador interacttia al momento de realizar sus
actividades laborales. De esta forma, se identificaron las actividades mas frecuentes y candidatas a
analizar.
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Tabla 1. Actividades generales por estacion de trabajo
Table 1. General activities by workstation

Estacion Actividades

El carpintero transporta la materia prima del area de descarga de madera al area
de maquinado para cortar la madera en tiras largas (habilitado), con una sierra
circular de banco.

Transporta las tiras madera a su area de trabajo, es necesario hacer dos viajes
para transportar. Las tiras que por el momento no se utilicen se colocan en un
estante.

Una vez en su mesa de trabajo, comienza a hacer cortes en las tiras de madera

) , de acuerdo con las medidas correspondientes para la fabricacién del armazon,
Carpinteria . . -
esto con el péndulo radial de extension.

Realiza un armado previo en donde construye la forma basica del casco o
armazon, utiliza pistola de grapa de casco de 2 pulgadas y la pistola tapicera
medida 5012.

Comienza el armado con mas detalle utiliza pistolas, taladro, martillo, escuadra
y segueta, una vez terminado este es bajado de la mesa, depende del tamatio del
casco, puede ser bajado por el carpintero o puede necesitar la ayuda de otra
persona

La estacion de costura recibe las telas y verifican que sean los metros y tela
especificada.

Costura La costurera 1 corta la tela de acuerdo con las plantillas de la sala a tapizar, utiliza
cinta métrica de costura o un metro.

Costurera 2 une las piezas de tela cortadas en la maquina de coser.

El armazdn se su mesa de trabajo, redondea esquinas con un martillo y colocan
cuerda con pistola de grapas.

Se coloca rafia, banda elastica o resortes al armazon con pistola de grapas,

Montaje posteriormente tela de rafia, de acuerdo con el tipo de sala o silla se pueden
colocar otros elementos como el cartén, finalmente se coloca el pegamento para
la esponja.

Colocan las fundas en los brazos, cojines (asiento) y vistas (respaldo).

Posteriormente, se realizo el llenado de las listas para identificacion de riesgos laborales. A partir de
esta evaluacion se determind que uno de los principales riesgos en el 4rea de tapiceria era por
posturas forzadas, ya que el 80% de las actividades observadas involucraban al menos una postura
potencialmente riesgosa.

Se selecciond el método REBA para el analisis ya que permite valorar el riesgo postural en el cuerpo
completo y se especializa en los riesgos de tipo musculoesquelético. Permite, ademas, evaluar por
postura, de forma que se obtienen resultados precisos por trabajador en una tarea especifica. Se
seleccionaron las posturas de acuerdo con los siguientes criterios:

e La postura es la mas frecuente o representativa de la tarea.
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e Existe una clara desviacién con la posicion neutral.
e Posiciones que tienen relaciéon directa con las zonas del cuerpo que presentaron mayor
puntuacion en el BPD.

Para el procesamiento de datos se utilizo el software Ergonautas proporcionado por la Universidad
Politécnica de Valencia, sitio destinado para herramientas que permiten la evaluaciéon ergondémica
en el trabajo y prevencion de riesgos laborales. Este software analiza las fotografias de las posturas
de los trabajadores y realiza fichas con el nivel de riesgo al que esta expuesto cada operador. Con
esto se evalud uno de los factores que influyen en el desarrollo de TME y que se considerd uno de
los principales elementos de riesgo en la tapiceria. Por su parte, los resultados de esta metodologia
sentaron las bases para evaluaciones de repetitividad y esfuerzo fisico que se realizaron
posteriormente y permitieron el desarrollo de propuestas de accién para el area evaluada.

3. Resultados

La identificacién de riesgos preliminar se realizo a través de las listas de evaluacién. De acuerdo
con los resultados, se determind que los principales factores de riesgo ergonémico en el area de
tapiceria son los ambientales, los referentes al disefio del puesto de trabajo, asi como la postura y
repetitividad. Los items en comtin que presentaron las tres estaciones de trabajo son:

e Factores ambientales: La temperatura es inadecuada, se presentan altas temperaturas en
verano y bajas temperaturas en invierno. Por otro lado, el ruido impide que el trabajador se
comunique con otros empleados, por lo que debe forzar la voz para tener una conversacion,
se llega a un rango de 72-84 dB. Aunado a esto, la carpinteria cuenta con un techo de lamina
aproximadamente a 5 metros del suelo lo que aumenta la sensacion térmica.

e Disefo del puesto de trabajo: Las mesas de trabajo son inestables y no pueden ajustarse a la
altura necesaria para la tarea; ademas, se acumulan desperdicios de material en la estacion
de trabajo. Por su parte, en la estaciéon de costura el espacio es insuficiente para el
desplazamiento del trabajador. Asimismo, en la estacion de carpinteria el empleado debe
caminar hacia otra drea para usar una herramienta de corte en multiples ocasiones (Fig. 2).

e Posturas y movimientos: Existen posturas forzadas que podrian aumentar el riesgo de
padecer trastornos musculoesqueléticos, se realizan movimientos repetitivos
principalmente en extremidades superiores. Existe inclinacién de tronco, cabeza-cuello,
posturas forzadas en mano-mufieca y sobreesfuerzos fisicos, principalmente en las tareas de
carpinteria y montaje. Ademas, los trabajadores, a excepcion de una costurera, permanecen
de pie durante toda la jornada laboral.

e Seguridad: Los trabajadores no usan equipo de protecciéon personal, los flujos de salida se
encuentran obstaculizados; ademads, no existe delimitaciéon de areas para materiales y
producto terminado.
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Figura 2. Area de tapiceria (Obra: Creacion de los autores).
Figure 2. Upholstery area (Work: Creation of the authors).

Puntuaciones generales del Diagrama Corletty Bishop por estacion de trabajo

Cabeza y Hombro Brazoymano Espalda  Espaldabaja  Gluteos Muslo Rodilla Piernay pie
cuello media
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Figura 3. Puntuaciones generales del diagrama de Corlett y Bishop por estacion (Obra: Creacion de los
autores).
Figure 3. Corlett and Bishop diagram overall scores by station (Work: Creation of the authors).

Por otro lado, la aplicacion del diagrama BPD a los seis trabajadores del area de tapiceria arrojé que
las zonas corporales donde se presentan mayores puntuaciones fueron: cabeza-cuello, brazo-mano,
pierna-pie y espalda baja. Las trabajadoras de costura fueron quienes manifestaron mayor
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incomodidad. Del mismo modo, al clasificar la informacién por estacion (Fig. 3) se identifica que las
estaciones con mayores puntajes son costura y montaje, se observa que:

e El area de montaje presenta puntuaciones mas altas en cabeza-cuello y brazo-mano.

e El 4rea de costura presenta puntuaciones altas en hombro, espalda baja, gliteos, muslo y
pierna-pie.

e En el drea de carpinteria, las puntuaciones son bajas a excepcion de la rodilla.

Para la aplicacién del REBA, se seleccionaron las posturas de cada trabajador de acuerdo con los
criterios descritos para, posteriormente, realizar las fichas de riesgo de cada una de ellas con el
software online Ergonautas, de acuerdo con el tipo de tarea. Las posturas predominantes en cada
area fueron:

e Carpinteria: Inclinaciéon de tronco al tomar grapas, inclinacion de cuello al trazar en la
madera, posicion de cuclillas al trabajar piezas pequenas y postura incémoda de brazos al
usar herramientas (Fig. 4).

Figura 4. Posturas adoptadas en la tarea de carpinteria (Obra: Creacion de los autores).
Figure 4. Postures adopted in the task of carpentry (Work: Creation of the authors).

e Costura: Inclinacién de cuello y tronco al coser los forros de cada armazon, inclinacién de
tronco al medir las telas, postura incomoda de mano-murieca al coser telas texturizadas,
elevacion de hombros al descoser y flexion de codo al cortar y medir telas (Fig. 5).

10
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Figura 5. Posturas adoptadas en la tarea de costura (Obra: Creacion de los autores).
Figure 5. Postures adopted in the sewing task (Work: Creation of the authors).

e Montaje: Flexién de codo al tapizar, postura incomoda de cuello y hombro al estirar telas y
usar la pistola de grapas, postura incomoda mano-murieca al usar la pistola de grapas,
inclinacién de tronco al acomodar el armazon y estirar las telas, uso de fuerza al tensionar
telas y posicion incdmoda de piernas, también se considerd la manipulacién manual de
cargas (Fig. 6).
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Figura 6. Posturas adoptadas en la tarea de montaje (Obra: Creacion de los autores).
Figure 6. Postures adopted in the task of assembly (Work: Creation of the authors).

Se obtuvo una puntuacién REBA que indica el nivel de riesgo de la postura evaluada y, de acuerdo
con esta, se determina el nivel de actuacién, el cual indica que tan necesarias son las acciones
correctivas. Para cada trabajador se obtuvo la ficha de riesgo de cada postura representativa,
posteriormente se agruparon por trabajador y por tipo de actividad. El software evalta el grado de

11
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inclinacién de las extremidades, rotacion de cuello, mufiecas, brazos, fuerza aplicada, posicion
estatica o dinamica, entre otros (Tabla 2).

Tabla 2. Puntuacién REBA y nivel de actuacién por postura.
Table 2. REBA score and performance level by posture.

Estacion de Puntuacion Nivel de
Operador Posturas v

Trabajo REBA  actuacién
1. Tension de telas en posicion de pie 11 4
2. Tapizado en posicién sentada 7 2
3. Tapizado en posicién de pie (sin pistola) 6 2
Trabajador 1 4.Tapizado con en posicion de pie (con 6 5
pistola)
5. Tension de telas en posicion sentada 9 3
6.Tapizado con pistola (posicién de muiieca) 8 3
1.Tension de telas 12 4
Montaje Trabajador 2 2.Tapi.zado en p?sicién sentada 12 4
3. Tapizado de pie 13 4
4. Tapizado con pistola (posiciéon de muiieca) 10 3
1. Acomodo de armazoén 11 4
2.Tapizado de pie 5 2
Trabajador 3 3.Tap.izad.(? de pie (sin pistola) . 8 3
4.Aplicacion de pegamento a la esponja 5 2
5.Tapizado de forma inclinada 9 3
6.Tapizado por encima del hombro 9 3
Trabajador 4 1.Trabajo en la maquina de coser 5 2
Costura . 1.Toma de medidas de las telas 5 2
Trabajador 5 2. Recorte de las telas 5 2
3. Acomodo de telas 6 2
1. Corte de madera 10 3
Carpinteria  Trabajador 6 2 U'SO Ele talaqro 1 4
3. Disefio de piezas 5 2
4. Uso de pistola de grapas 10 3

Se observo que la estacion de carpinteria y montaje presentaron puntuaciones mayores a 9, lo que
indica que es necesaria la actuacion cuanto antes (Tabla 3). De esta forma, resulta evidente que todas
las estaciones necesitan acciones correctivas para reducir posturas forzadas, sobre todo, las que
involucran la inclinacién y torsion lateral de troco y cuello, posturas forzadas en brazos y mano-
mufieca, asi como alcances por encima del hombro aunado al manejo de carga manual,
principalmente en las estaciones de montaje y carpinteria.

12
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Tabla 3. Puntuacion REBA y nivel de actuacion por estacion de trabajo
Table 3. REBA score and performance level per workstation

Puntuacion
P i6 1 REBA ivel
Estacion de trabajo untuacion genera por REBA por Nive de
empleado ., actuacion
estacion
Carpinteria Carpintero 9 9 3
Cost 1 5
Costura osturera 5.5 2
Costurera 2 6
Montador 1 12
Montaje Montador 2 8 9.3 3
Montador 3 8

Las discrepancias en puntuaciones entre trabajadores que realizan la misma tarea se deben a factores
como complexién y altura del trabajador. Ademas, el riesgo de lesiones y desarrollo de
enfermedades profesionales aumenta si no se utiliza el equipo de proteccién personal de acuerdo
con el tipo de actividad. Asimismo, aumenta el riesgo la distribucion fisica de la estacion, el tipo y
peso de la herramienta, duracion y repetitividad, asi como las condiciones ambientales y estrés
laboral.

4. Discusion

Los resultados de esta investigacién concuerdan con lo expuesto con las enfermedades
laborales por trabajos con la madera (Vicente y Lopez, 2020), la cual destaca que los trabajos con
muebles desarrollan enfermedades causadas por movimientos repetitivos principalmente giros en
brazos y extension de mufiecas. Estas afecciones estan ligadas a TME especificos por las actividades
realizadas en este tipo de trabajo.

La relacion de los TME con las actividades laborales, se demuestra, también, en una valoracion
realizada a un colectivo de limpieza en donde se mejoraron los habitos posturales para prevenir estos
trastornos. Entre las mejoras que se observaron para prevenir TME fueron; flexion de piernas,
espalda recta, alternancia en brazos y btsqueda de puntos de apoyo (Puig et al., 2020). Lo mismo
ocurre en un analisis realizado a técnicos de laboratorio donde el 84.5% presentaron dolencias
musculares, siendo el cuello la zona mas afectada. Las principales causas asociadas fueron posturas
forzadas y movimientos repetitivos (Garcia y Lopez, 2020).

Resulta evidente el riesgo por enfermedades profesionales a los que estan sometidos los empleados
en dichas fébricas, semejante a lo obtenido en la evaluacién de la carga postural en una carpinteria
industrial en Espafia donde se utilizo el método OWAS para la evaluacion de la carga postural. El
estudio concluy6 que es evidente la posibilidad de que los trabajadores sufran algin dafo a la salud
por movimientos, posturas y sobreesfuerzos fisicos si no se disefia el puesto de trabajo desde una
perspectiva ergonomica. El estudio resalta también que, en 2016 en la industria del mueble, se
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presentaron lesiones en extremidades superiores (48.8%); extremidades inferiores (23.3%); espalda
(14.8%) y cabeza (5.5%) (Monroy, 2017). Lo anterior, resalta las zonas corporales con mayor nivel de
riesgo al realizar actividades en este sector.

Asimismo, los resultados de las metodologias aplicadas en este estudio permiten el disefio de
propuestas de mejora, lo que se traduce en beneficios a la salud de los empleados y a la
productividad de la empresa. Como prueba de esto, la empresa Vinculos-Agricolas, aplicd los
métodos REBA, OWAS y el Job Strain Index (JSI). En el estudio se encontraron niveles de riesgo altos
lo que permiti6é implementar mejoras que comprendieron la reubicacion de las estaciones de trabajo,
asi como capacitacion sobre seguridad y salud ocupacional. De este modo, se redujeron los
desperdicios y ausencias por permisos médicos (Alvarez y Ojeda, 2018).

De igual forma, en un estudio realizado en el sector de manufactura en area de inspeccioén, se aplicd
el método ergonémico RULA donde se evaltio a 15 trabajadores, los cuales tienen que realizar
inspeccion de al menos 1080 componentes en su jornada de trabajo; al realizar la evaluacion se
identificé que presentaban dolencias en cuello, espalda y en manos, se determind la necesidad de
hacer modificaciones en la tarea para eliminar posturas incémodas (Nieves, et. al 2020). Esto, destaca
los beneficios de la aplicacion de la ergonomia en los centros de trabajo. Ademas, “hay evidencias
que muestran que las intervenciones con un enfoque concentrado en los problemas de organizacion
del trabajo tienen el potencial de reducir el estrés laboral y, a su vez, los sintomas del cuello y las
extremidades superiores” (Torrano, 2021).

5. Conclusiones

Al comparar las metodologias aplicadas durante el estudio, se concluye que existe un riesgo
alto por posturas forzadas y sobreesfuerzos fisicos en el area de tapiceria. Del mismo modo, se
identifican factores de riesgo ambientales y de seguridad. Por lo anterior, existe una alta
probabilidad de que los trabajadores padezcan algin TME debido a las condiciones actuales las
cuales incluyen las condiciones fisicas de la estacion y el método de trabajo.

De este modo, tomando en consideracion las zonas corporales en riesgo por posturas forzadas y
sobresfuerzos, aunado a las molestias expresadas por los trabajadores en el BPD, algunos de los
trastornos con mayor probabilidad de desarrollarse son: tendinitis; debido a una repetida tensiéon en
los tendones de la mufieca, sindrome del ttiinel carpiano; esto por causa de esfuerzos repetidos de la
mufieca en posturas forzadas, sindrome cervical por tension, ocasionado cuando el cuello se
mantiene durante largos periodos flexionado y lumbalgia; causado por levantamiento, empuje o
arrastre de cargas pesadas, flexion y giro del tronco.

De acuerdo con los resultados de este estudio, las alternativas de mejora para las estaciones de
trabajo se centran en equipo y herramienta de trabajo adecuada (adaptada al trabajador y tipo de
tarea), distribucion del area adaptada al empleado, orden, limpieza y seguridad (uso de equipo de
proteccion personal), esto en las tres estaciones: carpinteria, costura y montaje, con el objetivo de
disminuir los factores de riesgo evaluados.

Las tres estaciones (carpinteria, costura y montaje) coinciden en la necesidad de: adaptacion de la
altura de las mesas para el trabajador y el tipo de carga, la utilizaciéon de elementos que faciliten la
ejecucion de sus tareas o que reduzcan el esfuerzo empleado, colocacion de sillas adecuadas para la
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tarea. Del mismo modo, en seguridad, se recomienda anclar las estanterias al suelo y pared para
evitar accidentes (area de costura), asi como hacer apilamientos de los armazones menores a los dos
metros. Se recomienda el uso de equipo de proteccion personal como mascarilla, tapones para los
oidos, ropa, lentes de seguridad y calzado adecuado, asi como almacenar sustancias liquidas y
flamables en un lugar especifico, ventilado y seco.

Se recomienda tener a disposicion los materiales para la actividad laboral, evitar cargas superiores a
los 25 kg, utilizar carretillas o plataformas rodantes para manejar las cargas mas pesadas, almacenar
el material a la altura de los nudillos y codos para evitar alcances por encima del hombro. Para el
caso de posturas forzadas se recomienda implementar superficies giratorias que eviten que el
operador tenga que empujar y/o tirar de la pieza, colocar contenedores que sean faciles de mover
para disposicion del material y alternar entre la posicion de pie y sentado durante la jornada. Para
el caso de los movimientos repetitivos, se considera pertinente realizar estiramientos y pausas
durante las tareas, uso de canilleras y munequeras

Asimismo, para mejorar las condiciones laborales de los trabajadores, se debe partir de la
estandarizacién en el puesto y método de trabajo. Es de suma importancia estudiar a profundidad
el proceso para eliminar desperdicios e identificar oportunidades de mejora. A su vez es
imprescindible seguir la normativa en materia de seguridad en el trabajo y manuales de ergonomia
especializados en el tipo de actividad laboral. Por otro lado, a pesar de que es ampliamente conocido
el nivel de riesgo ergondmico en la industria del mueble, es de suma importancia realizar
evaluaciones e investigaciones de este tipo para que cada empresa cree un conocimiento profundo
de su situacion que le permita proteger su recurso humano.

Por lo anterior, destaca notablemente la importancia de la ergonomia en los centros de trabajo para
evitar accidentes laborales y el desarrollo de TME. La Organizacién Mundial de la Salud (2021)
enfatiza que: “los TME son la principal causa de discapacidad en todo el mundo y el dolor lumbar
es la causa mas frecuente de discapacidad”. Ademas, los TME son multifactoriales, es decir,
multiples aspectos del entorno laboral contribuyen a su causa. Debido a su naturaleza multifactorial,
resulta imprescindible continuar con los estudios para evaluar el riesgo en el trabajo y la
probabilidad de desarrollo de enfermedades profesionales.
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Resumen

El Sindrome de Ovario Poliquistico (SOP) es una de las endocrinopatias mas comunes entre las
mujeres que se encuentran en edad reproductiva. Hay estudios que exponen que esta patologia
afecta entre el 3-15 % de toda la poblacion femenina. En el presente documento se describe el uso y
la comparacion de algunos algoritmos de machine learning con la finalidad de ofrecer una ventana
de oportunidad en la clasificacion de datos de forma eficiente. Por lo que se utilizaron tres algoritmos
para realizar un diagnéstico del SOP contemplando 18 caracteristicas extraidas de la base de datos
“PCOS Dataset” alojada en la plataforma Kaggle.com. Se disefiaron una Red Neuronal Artificial
(RNA) con un 97.5 % de F1, un algoritmo Bayesiano con un 97.6 % de F1 y un algoritmo de los K-
Vecinos mas Cercanos (KNN por sus siglas en inglés) con un 100 % de F1. El analisis realizado
demostr6 que el algoritmo KNN clasifica los datos utilizados de forma Optima, lo que sugiere que
puede ser utilizado para obtener diagnosticos en aplicaciones de laboratorio para obtener una
evaluacion complementaria.

Palabras clave: ovario poliquistico, red neuronal artificial, red Bayesiana, KNN, machine
learning,.

Abstract

Polycystic Ovary Syndrome (PCOS) is one of the most common endocrinopathies among women of
reproductive age. Studies show that this pathology affects between 3-15 % of the entire female
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population. This paper describes the use and comparison of some machine learning algorithms with
the aim of offering a window of opportunity in the classification of data in an efficient way. We used
three machine learning algorithms to perform a diagnosis of the PCOS using 18 features extracted
from the “PCOS Dataset” hosted on the Kaggle.com platform. An Artificial Neural Network (ANN)
with 97.5 % F1, a Bayesian algorithm with 97.6 % F1 and a K-Nearest Neighbors (KNN) algorithm
with 100 % F1 were designed. The analysis performed showed that the KNN algorithm classifies the
data used optimally, suggesting that it can be used to obtain diagnostics in laboratory applications
to obtain a complementary evaluation.

Keywords: polycystic ovary, artificial neural network, Bayesian network, KNN, machine learning.

1. Introduccion

El Sindrome de Ovario Poliquistico (SOP) es una de las endocrinopatias mas comunes entre las
mujeres que se encuentran en edad reproductiva (Guadamuz-Delgado, et al., 2022). Hay estudios
que exponen que esta patologia afecta entre el 3-15 % de toda la poblacion femenina (Mubasher-
Hassan, ef al., 2020). La principal causa de este trastorno es una anormalidad en los ovarios, pero
algunos agentes adicionales tales como el sobrepeso y factores ambientales pueden influir en el
desarrollo de los sintomas individuales del SOP (Aguayo-Gonzalez, 2023). Actualmente se han
estado utilizando los Criterios de Rotterdam (2003) para su diagnoéstico. Este trastorno es
diagnosticado si se cumplen dos de las tres condiciones que presentan estos criterios: 1)
Hiperandrogenismo clinico o bioquimico, 2) Anormalidades en la ovulacion (Oligoovulacion
crénica), y 3) Poliquistosis ovarica por ecografia y un volumen ovarico mayor a 10 ml (Carvajal, et
al., 2010).

Esta anomalia es un trastorno endocrino que se diagnostica después de descartar otras patologias
con sintomas similares, como pueden ser la hiperplasia suprarrenal congénita no clasica, tumores
productores de androgenos, el sindrome de Cushing y otras formas de hiperandrogenismo. Esto
hace que su diagnostico sea complejo, ya que existe una alta heterogeneidad de su expresién clinica,
Esto toma importancia debido a comorbilidades metabdlicas y trastornos reproductivos (Mubasher
Hassan, 2020).

La evidencia sugiere que el hiperandrogenismo es el factor mas determinante en la fisiopatologia del
SOP, lo que se puede determinar si se observan sintomas como hipertension, acné, menstruacion
irregular y produccién inmoderada de androgenos. Cabe destacar que el SOP es una de las
principales causas de infertilidad femenina, ya que impide la correcta evolucién de los foliculos.
(Winnykamien et al., 2016).

Actualmente se ha reportado el uso automatizado de imagenes de ultrasonido para la deteccién de
SOP y hay algunos trabajos de Machine Learning (Alam-Suha et al., 2022). En este trabajo fueron
utilizados tres métodos de Machine Learning: Clasificador Bayesiano Ingenuo (NB), K-Nearest
Neighbors (KNN) y Red Neuronal Artificial (ANN). Para poder hacer uso de estos fue necesario
elegir las principales caracteristicas responsables del SOP y gracias a ellas lograr crear un modelo
predictivo para la identificacion del SOP con la finalidad de generar un algoritmo que sirva como
apoyo a los especialistas de salud y con ello evitar el error humano.
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2. Materiales y Métodos

2.1 Materiales

Para el desarrollo de este proyecto fue necesario tener acceso a la plataforma de datos que se
encuentra en la pagina de Kaggle.com (Moheddine, 2022). Para el desarrollo de los métodos se utilizo
una version de Matlab con licencia de estudiante en un equipo portatil de la compafiia HP con
procesador Intel Core i7 y 8 gigabytes de memoria RAM bajo el sistema operativo de Windows 11
para 64 bits.

2.2 métodos

Procesar y seleccionar correctamente los atributos mas caracteristicos del SOP fue indispensable
para obtener informacién fundamentada con el objetivo de ofrecer un respaldo estadistico ante un
diagndstico realizado por un médico.

Parte de la metodologia incluyd la modificacion de una base de datos existente y la elaboracién de
distintos algoritmos de Machine Learning: Clasificador Bayesiano Ingenuo (NB), Red Neuronal
Artificial (ANN), y el Algoritmo del Vecino mas Cercano (KNN). Después de realizar los diferentes
algoritmos, con el objetivo de comprobar que los métodos aplicados fueron adecuados, se realizé un
analisis de tipo F1 Score donde se evalda la veracidad de todos los algoritmos.

2.3 Base de datos

La base de datos (DB) utilizada fue la PCOS_Dataset (Moheddine, 2022) que contiene el
historial clinico de 541 pacientes diagnosticados con o sin SOP. Los datos son de libre uso dentro de
la plataforma Kaggle.com y tienen oculta la informacién sensible de los participantes. Por lo que solo
se puede tener acceso a la informacion de sus variables respecto al SOP y las clases a las que
corresponden. Fue necesario hacer una reorganizacion y filtracion de los datos ya que se contaba con
varios diagnosticos y caracteristicas como el grupo sanguineo, si presentaba un embarazo, si habia
practicado un aborto anteriormente y cuantos, en caso de estar en un matrimonio, cuantos afnos tenia,
si presentd algiin aumento de peso y medidas morfoldgicas. Asi como caracteristicas de sus habitos,
tales como la actividad fisica o el consumo de comida chatarra. Por lo que, DB se focaliz6 en 18 de 44
caracteristicas, utilizando solo aquellas que poseen informacién numérica distinta de valores 1 y 0 ya
que esto podria afectar el desarrollo de algoritmos. En la Tabla 1 se enlistan las 18 que fueron
utilizadas.

Si bien los datos obtenidos de DB contiene 541 registros, se utilizaron 237 registros (68 de la clase
PCOS +y 169 de la clase PCOS -), los cuales contienen las caracteristicas indicadas en la Tabla 1 de
forma completa, el resto de los registros, indicaban espacios vacios, por lo que fueron descartados.
A su vez, se dividi6 en cuatro partes de forma aleatoria: 65 % de la clase positiva (BDP), 65 % de la
clase negativa (BDN), el 35 % restante de la clase positiva (BDTP) y el 35 % restante de la clase
negativa (BDTN) esto para obtener datos con los cuales realizar pruebas después del entrenamiento
de los algoritmos generados.
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Tabla 1. Caracteristicas utilizadas de la base de datos.
Table 1. Used database characteristics.

No. Caracteristica
1 Indice de Masa Corporal (BMI)
2 Hemoglobina
3 Gonadotrofina Coriénica Humana I (I 3-HCG)
4 Gonadotropina Coriénica Humana II (II 3-HCG)
5 Hormona Estimulante del Foliculo (FSH)
6 Hormona Luteinizante (LH)
7 Relacion FSH/LH
8 Hormona Estimulante de la Tiroides (TSH)
9 Hormona antimiilleriana (AMH)
10 Prolactina (PRL)
11 Vitamina D3
12 Progesterona (PRG)
13 Glucosa en Sangre (RBS)
14 Presion Sistdlica
15 Presion Diastolica
16 Cantidad de foliculos en el ovario izquierdo
17 Cantidad de foliculos en el ovario derecho
18 Tamano del Endometrio

2.4 Clasificador bayesiano ingenuo

Para el desarrollo del primer algoritmo, se optd por un clasificador Bayesiano Ingenuo (NB),
mediante el cual se le asigna una etiqueta a un elemento segin sus caracteristicas, rasgos o
propiedades, mediante el andlisis de los datos basado en la ecuacion Ec. (1) del teorema de Bayes.

P(B|A)P(4)

PUIB) = P(B) Ec. (1)

Donde “A” y “B” son eventos aleatorios. Siendo la probabilidad del evento “A” en el evento “B” en
términos de la distribucion de la probabilidad condicional del evento “B” en el evento “A”
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multiplicado por la distribucion de probabilidad marginal de “A” (Palomar, et al., 2017). El algoritmo
se puede describir tal cual como se muestra en la Fig. 1.

Caracteristicas

Media

A
<

Varianza

Prioriti

Muestra

v

Evidencia

v

Posteriori

v

Resultados

Figura 1. Diagrama de flujo del algoritmo Bayesiano.
Figure 1. Diagram of Bayesian algorithm.

Una vez realizados los célculos se tomé en cuenta la condicién que se puede observar en la Ec. (2)
para la clasificacion del dato muestra, en donde Z(1) hace referencia a la probabilidad de que el
vector caracteristico sea positivo y Z(2) a la probabilidad obtenida del vector como negativo.

Clase — {posztwo

si Z(1) > Z(2)

negativo si Z(2) = Z(1)

Ec. (2)

La variable Clase podria quedar dentro de una de las dos clases tomando en cuenta los intervalos

calculados: si toma el valor de -positivo-, entonces, los datos ingresados provienen de un paciente con

SOP, en cambio si el resultado se encontrd fuera del intervalo, los datos pertenecen a un paciente sin

SOP.

2.5 Red neuronal (ANN)

Una red neuronal artificial es el conjunto de secuencias matematicas que pueden recibir datos a

modo de caracteristicas, cuentan con una funcién de activacion, una polarizacién y sus respectivos

puntos sindpticos, que al momento de ser entrenada por medio de diversos algoritmos puede

clasificar un dato muestra (Garcia-Chavez et al., 2021).
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La estructura de la red neuronal (ver Fig. 2) fue base para el desarrollo del siguiente algoritmo de
clasificacion, se entrend con los siguientes hiper parametros de forma experimental:

e factor de aprendizaje de 0.01,

e 3,000 épocas

e 5neuronas

e Una capa oculta,

e Verificacién de minimos locales de 2,000
e  Error maximo le-25.

Capa Oculta Capa de salida
Entrada Salida
18 2
5 2

Figura 2. Estructura de la Red Neuronal Artificial.
Figure 2. ANN estructure.

Para el entrenamiento de la red neuronal se utilizé el algoritmo de gradiente descendiente basado
en retro propagacion utilizando BDP y BDN con las 18 caracteristicas de la Tabla 1 como conjuntos
de entrenamiento.

Para poder hacer uso de la red neuronal entrenada, se utilizd la Ec. (3), considerando que Muestrai es
el vector caracteristico por evaluar. La matriz de confusion obtenida después del entrenamiento
quedo como se muestra en el Fig. 3.

y = ANN(Muestra;) Fe. (3)
Entrenamiento

W 7 0 100%
% 17.4% 0.0% 0.0%
2 5 0 128 100%
5 0.0% 82.6% 0.0%
§ 100% 100%

0.0% 0.0%

1 2

Clase objetivo

Figura 3. Matriz de confusion de la red neuronal.
Figure 3. Confusion matrix of ANN.
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K vecinos cercanos (KNN)

El algoritmo del vecino mas cercano es una de las formas mas sencillas de Machine Learning
para poder clasificar una base de datos usando un modelo de entrenamiento tomando las distancias
euclidianas entre los datos vecinos que se encuentren mas cercanos; dandose a si mismo opciones
para su propia modificacion con el objetivo de reducir las limitaciones y obstaculos, asi como mejorar
su precision y aplicabilidad (Uddin et al., 2022).

Se realiz6 una comparacion de las distancias obtenidas para efectuar la clasificacion adecuada y
mediante la funcién “fitcknn” ejecutada en Matlab®, se programo el KNN con las 18 variables de la
Tabla 1.

3. Resultados y discusion

Las métricas de los resultados obtenidos por cada algoritmo se obtuvieron mediante las ecs. (4)-
(7) con lo que se logré obtener la Precision, Recall, Exactitud y F1 score. En donde TP (True Positive)
son los verdaderos positivos, TN (True Negative) verdaderos negativos, FN (False Negative) falsos
negativos y FP (False Positive) falsos positivos, obtenidos al pasar los datos de BDTP y BDTN por los
algoritmos desarrollados.

o P
Precision=—— Ec. (4)
FP+TP

r Ec. (5)

Recall=
P+ FN
Exactitud= e
TP+TN + FP+ FN Ec. (6)
Fl=2 Precision-Recall Ec. (7)
Precision+Recall

Al analizar las métricas de los resultados de cada algoritmo desarrollado en conjunto con los
algoritmos de otros autores se obtuvieron los datos expuestos en la Tabla 2, en los que la precision
maxima fue obtenida mediante el algoritmo de aprendizaje supervisado KNN con un valor del 100
%. Con un F1 score de 97.5 % para el algoritmo bayesiano, 97.6 % para ANN y 100 % para KNN.
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Tabla 2. Comparacién de resultados obtenidos.
Table 2. Comparison of results obtained.

Precision Recall Exactitud F1 Score

Bayesiano 95.1 % 100 % 97.6 % 97.5%
ANN 97.6 % 97.6 % 98.8 % 97.6 %
KNN 100 % 100 % 100 % 100 %
Bayes (Prapty y Shitu, 2020) 80 % 80% 93 % 80 %
Random Forest (Prapty y Shitu, 2020) 84 % 84 % 93.5% 84 %
KNN (Denny et al., 2019) 8333 % - 86.58 %  40.98 %
KNN (Madhumitha et al., 2021) 97 % 9% 97 % 95.98 %
Bayes (Mubasher-Hassan y Mirza, 94 % 76 % 81 % 84 %
2020)

Los datos expuestos en la Tabla 2 sugieren que el uso de algoritmos de agrupamiento basadas en las
18 caracteristicas que se utilizaron en el presente estudio son éptimos para la deteccién y clasificacion
de SOP. Superior 2.4 % en comparacion con la red neuronal desarrollada y a 2.5 % del algoritmo
Bayesiano desarrollado.

Se puede denotar una diferencia en la puntuacion del F1 score con los autores (Prapty et al., 2020)
quienes utilizaron caracteristicas booleanas como el ciclo menstrual regular, grosor del cabello,
pérdida de cabello y la denotaciéon de cambios fisicos en el cuerpo. De igual manera (Denny et al.,
2019) trabajo con datos que pueden ser considerados como booleanos dentro de su conjunto de datos.

(Madhumitha et al., 2021) y (Mubasher Hassan et al., 2020) quienes utilizaron datos obtenidos de
imagenes, lograron generar algoritmos competitivos, sin embargo, se puede notar una diferencia en
el F1 score de sus métricas con las generadas en el presente documento.

Tras una comparacion de los resultados de los distintos trabajos con el presente, es posible identificar
una gran disparidad de valores con una diferencia de 3 % hasta 20 % en la precision, de 5 % a 20 %
en el recall, de 3 % a 19 % en la exactitud y de 16 % hasta 59 % en el F1 score. Los resultados obtenidos
sugieren que el desarrollo de algoritmos de machine learning tienen un mejor desempefio cuando se
involucran datos no booleanos dentro de entrenamiento incrementado las métricas que se puedan
obtener.

4. Conclusiones

Los resultados obtenidos, muestran que en términos generales es recomendable utilizar
caracteristicas descriptivas no booleanas para el desarrollo de algoritmos de machine learning. De
igual manera se deberan validar los algoritmos generados utilizando informacion de algunas otras
anomalias similares para obtener una evaluaciéon complementaria de lo desarrollado en este
documento.
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Es necesario destacar que la presencia del Sindrome de Ovario Poliquistico en la salud femenina ha
alcanzado un importante interés dentro de los factores de riesgo para las mujeres en edad
reproductiva, puesto que es una anomalia que afecta directamente en los problemas de infertilidad
y de salud materna.

Se puede concluir que el uso de inteligencia artificial para el diagnostico de este tipo de
enfermedades puede ser muy util. Por lo tanto, se puede generar alguna aplicacién que resulte
practico en laboratorios para el pre diagnéstico de la existencia del SOP, asi como también el
desarrollo de herramientas de asistencia al médico.
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Resumen

El cancer oral en México, se ubica en el lugar 21 en incidencia y 24 en mortalidad, sin embargo, cada
década su incidencia aumenta debido a la exposicion a factores de riesgo que han sido asociados a
esta neoplasia: consumo de tabaco y alcohol, exposiciones virales y eventos genéticos especificos
dentro de los que destacan la presencia de la variante c.-93G>A y la metilacion del gen MLH1, por lo
que el objetivo de la presente revision se centra en describir el impacto de estos dos eventos en el
desarrollo de cancer oral de células escamosas (COCE). Se ha propuesto que la SNV ¢.-93G>A en el
gen MLH1 puede estar relacionada con alteraciones en la tasa transcripcional, ademas de asociarse
con el riesgo y prondstico del COCE, mientras que la metilacion se ha asociado con una disminucién
e incluso supresion de la expresion proteica. Ambas alteraciones repercuten sobre la expresion de la
proteina, afectado el proceso de reparacion del DNA y al ser parte esencial de fisiopatologia es
relevante realizar el analisis de la variante c.-93 G>A y la metilacion del gen MLH1 en pacientes con
carcinoma oral de células escamosas.
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Abstract

Oral cancer in Mexico ranks 21st in incidence and 24th in mortality, however, its incidence increases
every decade due to exposure to risk factors that have been associated with this neoplasm, among
the most relevant are: tobacco and alcohol consumption, viral exposures and specific genetic events,
among which the methylation of the promoter of the MLH1 gene and the presence of the c.-93G>A
variant stand out, for which the objective of this review is focused on describing the impact of these
two events on the development of oral squamous cell cancer. In this review it becomes evident that
MLH1 methylation is an epigenetic event involved in gene silencing, on the other hand the presence
of the c.-93G>A variant is associated with alterations in the transcriptional rate of the gene, so both
events affect the expression of the protein, affected the repair process and therefore a participant in
the development of squamous cell oral cancer. As it is an essential part of pathophysiology, it is
relevant to analyze the c.-93 G>A variant and the methylation of the MLH1 gene in patients with oral

squamous cell carcinoma.

Keywords: oral cancer, methylation, MLH1, c.-93G>A.

1. Introduccion

El Carcinoma Oral de Células Escamosas (COCE) es la neoplasia maligna de la cavidad oral
que incluye algunas estructuras tales como: mucosa bucal, piso de la lengua, lengua anterior, crestas
alveolares, trigono retromolar, paladar duro y parte interna de los labios (Chamoli, et al., 2021),
siendo la lengua el sitio donde se desarrolla con mayor frecuencia y asociandose con mayor
mortalidad en comparacién con otros sitios de la cavidad oral (Almangush et al., 2020).

En el afio 2020, GLOBOCAN reportd que los canceres de labio y la cavidad oral representaron el
décimo-séptimo lugar tanto en incidencia como en mortalidad en el mundo, mientras que en México,
para el mismo afio, los canceres de la cavidad oral se posicionaron en el lugar veintiuno de incidencia
y veinticuatro en mortalidad (Ferlay et al., 2019; Sung et al., 2020), estimandose ademas, que su
incidencia varia entre el 1 % y 5 % de todos los canceres (De la Fuente-Hernandez et al., 2014)
aumentando cada década, en parte, a la exposicion a factores de riesgo tales como: consumo de
alcohol y tabaco, presencia del Virus del Papiloma Humano (VPH) y el Virus de Epstein-Barr (VEB),
de hecho, en paises de Sudamérica y de Europa central y oriental, el VPH es responsable de un
porcentaje elevado de esta neoplasia en jovenes (Chamoli, et al., 2021; Ali, 2022). Antecedentes
familiares de cancer, exposicidn a rayos ultravioleta, dietas bajas en antioxidantes, inmunosupresion
y lesiones orales son desencadenantes de esta neoplasia maligna (Tenore et al., 2020).

Por otro lado, algunos estudios genéticos asocian el desarrollo de COCE con alteraciones genéticas
especificas, dentro de las que se encuentra la presencia de variantes de un solo nucledtido (SNV por
sus siglas en inglés), metilacion e incluso deleciones en el cromosoma 3 (Gonzalez-Ramirez et al,
2011; Senghore et al, 2019; Chamoli et al., 2021). En esta regién se localiza el gen MLH]I, el cual,
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participa en el Sistema de Reparacion de Malos Apareamientos del DNA (MMR). Se ha reportado
que la reducciéon de la expresiéon de MLHI podria estar relacionada al desarrollo de COCE,
especificamente la presencia de la variante c.-93G>A de MLH1 se ha asociado con un mayor riesgo
de desarrollar COCE y un peor prondstico (Jha et al., 2013; Lin et al, 2014; Senghore et al, 2019),
ademas, la metilacion de la region promotora de MLH1 conllevaria una posible inactivacién del gen,
y la disminucién o ausencia de la expresion de la proteina con implicaciones en la reparacion del
DNA y el desarrollo del cancer (Czerninski et al, 2009; Gonzalez-Ramirez et al, 2011).

MLH1 como parte del sistema de reparacion de malos apareamientos

La proteina MutL, homdlogo 1 (MLH1) es un componente fundamental del sistema MMR,
responsable de corregir los apareamientos de bases erréneos en el DNA cometidos de manera
natural durante la replicacion por las DNA polimerasas, manteniendo asi, la estabilidad del genoma
(Liu ef al., 2017). El sistema MMR en eucariotas actiia mediante heterodimeros. Las proteinas MutS,
homologo 6 (MSH6) y MutS, homologo 3 (MSH3) forman heterodimeros con la proteina MutS,
homologo 2 (MSH2); el primer complejo esta conformado por MSH2 y MSH6 denominado “MutSa”
que, reconoce variantes de un solo nucleétido (SNV) e inserciones-deleciones (INDELS) de 1-2 bases.
Por otra parte, MSH2 y MSH3 forman el segundo complejo, “MutSB” que reconoce SNV e INDELS
de mayor tamafio. Por otro lado, la proteina MLH1 y la proteina de segregacion posmeidtica
aumentada de tipo 2 (PMS2) forman el heterodimero “MutLa” que regula la escision del fragmento
mal apareado (Gupta y Heinen 2019).

El mecanismo de accién del sistema MMR (Kunkel y Erie, 2015; Traver et al., 2015; Kadyrova &
Kadyrov 2016; Li & Martin, 2016; Gupta y Heinen 2019; Tamura et al,, 2019) se describe a
continuacion, ilustrandose en la Fig. 1:

1. La reparacion inicia cuando MutS identifica y se une al apareamiento erroneo,
posteriormente se desliza por el DNA vy trae consigo el reclutamiento de MutLa (el cual
contiene a MLH1) uniéndose a la doble cadena de DNA, junto con MutSa reclutan a PCNA
(antigeno nuclear de células en proliferacion) quien activa a MutLa y promueve que PMS2
ejerza una actividad endonucleasa, generando sitios de entrada potenciales para la
exonucleasa 1 (EXO1) para regular la escisiéon de la cadena con el error. Posteriormente,
MSH2 recluta a la helicasa MCMO9 quien elimina la cadena alterada.

2. Una vez conjuntado el complejo proteico (MutSa/ MutLa/ EXO1/ MCM9), comienza la
escisiéon por MutSa, partiendo del apareamiento erréneo y se disocia una vez cumplida su
funcién. Para finalizar la reparacion, la polimerasa d se encargara de la resintesis correcta
de DNA, seguido de una ligadura por la enzima DNA ligasa 1.

De manera normal, el sistema MMR trabaja constitutivamente y con una alta regulacion, sin
embargo, fallas en su funcionamiento pueden dar lugar a mutaciones e inestabilidad gendmica, lo
que a su vez puede conducir a la aparicion del cancer. En este sentido, se ha informado que los
tumores desarrollados por pacientes con deficiencias en las vias de reparacion del sistema MMR
(dMMR) pueden llegar a tener una tasa de mutabilidad aproximadamente 1000 veces mayor que
aquellos desarrollados por individuos con las vias del sistema intactas, ademas, se ha demostrado
que las células deficientes en MMR suelen ser resistentes a la muerte inducida por varios agentes
quimioterapicos importantes (Sedhome, 2019).
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Figura 1. Participacion de MLH1 como parte del mecanismo de reparacion del sistema MMR.

A) Identificacién de un mal apareamiento por MutSa, B) Reclutamiento de MutLa, C) Formacion del complejo
entre MutSa y MutLa e interaccion con PCNA, D) Accién endonucleasa de PMS2, E) Entrada de EXO1 y escision
de la cadena, F) Sintesis de la nueva cadena. (Adaptado de Li & Martin, 2016)

Figure 1. Involvement of MLH1 as part of the repair mechanism of the MMR system.

A) Identification of mispairing by MutSa, B) MutLa recruitment, C) Complex formation between MutSa and
MutLa and interaction with PCNA, D) Endonuclease action of PMS2, E) EXO1 entry and chain scission, F)
Synthesis of the new chain. (Adapted from Li & Martin, 2016).
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MLH1

La proteina MLH1 (mutL homologo 1) localizada en el nticleo, con una masa de 84.6 KDa y 756
aminodcidos, estd conformada por tres dominios: un dominio ATPasa y dos dominios para la
interaccion con MutS homologo y con la proteina PMS2. Es codificada por el gen MLH1, localizado
en 3p22.2, contiene 19 exones y comprende una region de 57,360 pb, generando ademas un transcrito
de 2,524 pb (Atlas of Genetics and Cytogenetics in Oncology and Hematology, 2023).

La region promotora de este gen esta conformada por 1,787 pb (Ito, 1999) y cuenta con secuencias de
control transcripcional importantes situadas entre -300 y -220 pb del codéon de inicio de la
transcripcion (ATG). En primera instancia se destaca una caja CCAAT, ubicada especificamente en -
282, misma que se ha reportado como el principal mediador de la tasa transcripcional del gen, con
aproximadamente un 60 % de la fuerza total del promotor y es reconocida por el factor nuclear NF-
Y. Por otra parte, se ha propuesto que el 40 % restante de la actividad transcripcional de este gen
corresponde a la secuencia ubicada entre -273_-222 y otras secuencias localizadas a lo largo del
promotor. Similarmente, se han descrito elementos cis y sitios de unién a proteinas esenciales de c.-
301_c.-76, y adicionalmente, las regiones de -250 _-151 y de -273_-4 se describen como criticos para
la regulacion de la transcripcion de MLHI1. Este gen, cuenta también con una isla CpG de gran
tamafio en su promotor, el cual comparte de manera bidireccional con EPM2A/P1 (Quaresima et al,
2001; Morak, et al, 2018).

Estudios en diferentes poblaciones han reportado que la metilacion del promotor del gen MLH1 esta
asociada con diversos factores de riesgo clinico-patolégicos del cancer, como la edad avanzada, el
sexo femenino y la ubicacién proximal del tumor (Levine et al, 2016). Ademas, se ha propuesto que
las variantes en los genes MMR son étnico especificas, lo que resalta la necesidad de su estudio en
distintas poblaciones (Zhang et al, 2020).

Participacion de MLH1 en cancer

Tanto la metilacion como la expresion de los genes del sistema MMR, especialmente MLH1,
han sido estudiados en multiples tipos de tumores malignos (Lima et al, 2022), incluyendo variantes
genéticas con potencial de generar alteraciones transcripcionales que pueden conducir a dAMMR,
mismas que han sido descritas en algunos tipos de cancer como: colorrectal, de prostata,
gastrointestinal, de endometrio y de ovario (Lynch, 2015; Sedhome, 2019).

Especificamente en cancer colorrectal, se ha reportado que de 8-21 % de los casos pueden estar
asociados con la pérdida de la expresion de MLH1, misma que puede ser consecuencia de metilacion
del promotor de dicho gen o la presencia de variantes (Rashid et al., 2019). En este sentido, dentro de
las pocas investigaciones al respecto que se han realizado en México, Moreno-Ortiz et al, (2021)
analizaron la metilacion del promotor de MLH1 en tumores colorrectales de pacientes mexicanos,
encontrando una frecuencia de metilacién del 25 %, siendo, ademas, pacientes de sexo femenino
mayores de 45 afios quienes mostraron una mayor frecuencia de metilacion. Mientras que, en lo
concerniente a variantes en este gen, se han descrito en individuos con CCR esporadico y hereditario,
tanto en regiones codificantes como en zonas reguladoras (Nassiri et al., 2013), sin embargo, la mas
estudiada hasta el momento es la variante c.-93G>A, la cual ha sido reportada como un factor de
riesgo para desarrollar CCR (Muniz-Mendoza et al., 2012) ademas de estar relacionada con la
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hipermetilacién del promotor (Miyakura, 2014) y la perdida de expresion de la proteina (Fennell et
al., 2018) e la inestabilidad de microsatélites (MSI) tanto en CCR como cancer de endometrio (Russell
et al., 2021).

Por otro lado, en céancer de ovario se ha reportado que el porcentaje de casos con inestabilidad de
microsatélites va de 2-10 %, llegando a alcanzar hasta el 20 % en el subgrupo endometrioide y en su
mayoria, suele estar relacionado con la metilacién del promotor MLH1 (Fraune, 2020; Evrard, 2021).
De manera similar, Shilpa et. al (2014) estudiaron la relacion de la MSI, 1a metilacion del promotor y
la expresion de proteinas de los genes MMR en el carcinoma epitelial de ovario. Encontrando MSI
en >60 % de las muestras tumorales, con metilacién de MLH1 en 37.5 % de estas, pero sin pérdida
total de la expresion de los genes MMR. Debido a que no hubo correlacion entre MSI, metilacion del
promotor y expresion de proteinas de los genes MMR, se sugiere que cada uno puede funcionar de
forma independiente y contribuir a la aparicion y/o desarrollo del cancer (Shilpa et al, 2014).
Adicionalmente, en cuanto laS variantes génicas en MLH1 y su relacién con este tipo de cancer, han
sido hasta el momento, poco estudiadas. Destacando un analisis de casos y controles realizado en
China en el que se evalto la asociacion entre la variante c.-93 G>A (rs1800734) y el riesgo de
desarrollar cancer de ovario. Encontrando que el alelo A (alterno o variante) puede afectar la
susceptibilidad al cancer ovario en la poblacién estudiada, al aumentar el riesgo de padecerlo (Niu
et al, 2015).

Participacion de MLH1 en carcinoma oral de células escamosas

La metilacion y la presencia de SNV, especificamente la c.-93 G>A, son eventos moleculares
estudiados ampliamente en diferentes tipos de cancer debido a la importancia que tienen en los
procesos carcinogénicos (Lynch, 2015; Sedhome, 2019; Lima et al, 2022), sin embargo, a pesar de su
relevancia y estar bien caracterizados en algunas neoplasias, en COCE, desafortunadamente la
situacion es totalmente contraria. E1 COCE es un cancer pobremente estudiado tanto a nivel nacional
como internacional, aun cuando es una patologia agresiva (De la Fuente-Hernandez et al., 2014;
Chamoli, ef al., 2021), y con grandes repercusiones para la calidad de vida de los pacientes que la
padecen (Almangush et al., 2020).

En este sentido, se describen las investigaciones reportadas hasta el momento que buscan elucidar
la relacion de estos fenémenos de regulacion molecular (metilacién y SNV ¢.-93 G>A en MLH1) con
el COCE.

Variante c.-93 G>A de MHL1 en carcinoma oral de células escamosas

En 2019, Senghore y su equipo de colaboradores reportaron una asociacion entre la SNV c.-93
G>A (rs1800734) con una mayor tasa de supervivencia general y supervivencia libre de la
enfermedad en portadores del genotipo GG para pacientes con COCE que recibieron
quimiorradioterapia concurrente adyuvante, en este estudio se incluyeron 319 individuos,
concluyendo que la variante podria servir como biomarcador predictor en pacientes con esta
enfermedad (Senghore et al, 2019). De manera similar, otro estudio realizado con 185 pacientes
concluyd que el genotipo AA tuvo un mal pronodstico, tanto en la tasa de supervivencia general,
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como en la supervivencia libre de la enfermedad de pacientes varones con COCE, especialmente en
aquellos con estadio avanzado (Lin et al, 2014).

En contraste, en un estudio de casos y controles realizado en pacientes indios asiaticos, en el que se
genotipificaron 242 pacientes con COCE fumadores de tabaco y 205 controles sanos, se encontro6 que
la frecuencia del genotipo AA (c.-93 G>A) fue significativamente menor en pacientes en comparacion
con los controles (21.49 % vs. 47.8 %), mientras que el genotipo GG tuvo una prevalencia
significativamente mayor en pacientes en comparacion con controles sanos (41.32 % vs. 13.66 %), por
otro lado, segtin la misma investigacion, el genotipo AG y el genotipo GG parecen ser de riesgo para
COCE en comparacion con el genotipo AA en la poblacién estudiada. En relacion con la distribucion
alélica, se mostrd que el alelo G es significativamente mayor en los pacientes, estando asociado con
un mayor riesgo de padecer este tipo de cancer en comparacion con el alelo A. En conjunto, los
mencionados resultados sugieren que la variante rs1800734 se asocia con un mayor riesgo de COCE
relacionado con el consumo de tabaco en indios asiaticos y podria ser ttil para detectar poblaciones
susceptibles, lo que pone de manifiesto la naturaleza étnico-especifica de las variantes en genes MMR
(JTha et al., 2013).

Metilacion de MLH1 en carcinoma oral de células escamosas

Por otro lado, respecto a la De la Fuente-Hernandez et al., 2014, cuando se presenta en regiones
promotoras, puede conducir a la inactivacién de la expresién de cualquier gen (Tse, et al, 2017), como
es el caso en MLH1. En 2011, Gonzalez-Ramirez analiz6 el perfil de metilaciéon de MLHI y la
expresion proteica en COCE, se tratd de un estudio de casos y controles que incluyé 50 casos y 200
controles, detectando metilacion en el promotor de MLH1 en 38 (76 %) casos, pero en ninguna de las
muestras control. De las 38 muestras de COCE con metilacién del promotor, 12 (32 %) no mostraron
expresion para la proteina y corresponden a estadios clinicos tempranos (10 en estadio Il y 2 en
estadio I). Mientras que las muestras no metiladas si expresaron MLHI1. El analisis de regresion
logistica multiple mostré un OR de 16,54 para la metilacion del gen MLH1 y estadios tempranos de
COCE. Lo que condujo a la propuesta de que la metilacién de MLH1 es un evento temprano que se
mantiene durante la progresién tumoral en este tipo de neoplasia (Gonzalez-Ramirez et al, 2011).

Del mismo modo, en otro estudio en que se analizaron 28 muestras de pacientes con COCE y 6
muestras de pacientes sanos se report6 hipermetilacion del promotor de MLH1 en el 50 % (14/28) de
los casos, destacandose que el 100 % de los pacientes con neoplasias malignas orales multiples
presentaron hipermetilacion en comparacion con el 31,5 % de los pacientes con tumor tnico
(Czerninski et al, 2009).

Adicionalmente, se ha postulado que MLH1 puede estar asociado con la resistencia a los tratamientos
de quimioterapia por regulacion epigenética (Adachi et al, 2010). Sin embargo, los estudios atin no
son concluyentes para demostrar los efectos de la terapia combinada con un fdrmaco epigenético (5-
aza-2CdR) y cisplatino (CDDP) en COCE. Por lo que recientemente, Lima et al, 2022, realizaron un
estudio con el objetivo de investigar los efectos de CDDP en combinacion con 5-aza-2CdR en la
metilacion de los genes MGMT y MLH1 en células de cancer oral, en donde lineas celulares de COCE
(SCC-9, SCC-15 y SCC-25) se sometieron a 72 horas de tratamiento: CDDP 0,1 uM (o 4,44 uM SCC-
9), 0,1 pM y 0,3 uM 5-aza-2CdR (0 1 uM y 3 uM SCC-9), y los farmacos en combinacion, para
posteriormente evaluar metilacion del ADN de los genes mediante Methylation Sensitivity High-
Resolution Melting (MS-HRM), evidenciando que todos los tratamientos redujeron la viabilidad
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celular. En el caso particular del gen MLH1I, se observo una desmetilacion, ademas, en el analisis de
los tratamientos con dosis bajas y fArmacos combinados se presentd una disminuciéon de la expresion
proteica en SCC-9 y SCC-25; sin embargo, con las dosis altas de 5-aza-2CdR y combinacién de
farmacos con CDDP aumento la expresion de MLH1 en SCC-9, estos resultados que sugieren que
los farmacos epigenéticos empleados en el estudio, asociados con la quimioterapia pueden tener
potencial clinico traslacional como estrategia terapéutica para prevenir o contrarrestar la resistencia
del cancer, sin embargo, es indispensable llevar a cabo mas investigaciones al respecto para poder
comprobar esta teoria (Lima et al, 2022).

Conclusiones

La presencia de variantes y/o metilacién en regiones promotoras de genes importantes para
procesos carcinogénicos, como MLH1, puede impactar considerablemente en el riesgo de desarrollo
y progresion de tumores. Particularmente en COCE, se ha postulado que la SNV ¢.-93G>A en el gen
MLH1 puede relacionarse con el riesgo y pronodstico de la enfermedad, teniendo una naturaleza
étnico-especifica, lo que pone de manifiesto la necesidad de realizar investigaciones centradas en esta
y otras variantes de MMR en diversos grupos poblacionales, con el objetivo de identificar las
caracteristicas genotipicas de cada uno de ellos, y con base en esto determinar mejores estrategias en
beneficio para los pacientes. Respecto a la metilacién del promotor de este gen, se ha demostrado su
presencia en una proporcién importante de pacientes con COCE y suele asociarse con una
disminucion e incluso supresion de la expresion proteica. Sin dejar de lado el hecho de que podria
tener implicaciones en la resistencia a agentes quimioterapéuticos o respuesta a tratamientos, sin
embargo, ain no existen datos concluyentes al respecto, por lo que es importante continuar
investigando.
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Abstract

The effects of Buddleja scordioides (BsLI) leaf infusions on digestive enzymes and carbohydrate
absorption were evaluated. The BsLI yield was 21.64 %. In addition, a chemical characterization was
carried out identifying hydroxybenzoic acids, hydroxycinnamic acids, flavonols, flavanones and
flavones. In vitro studies were performed to determine the inhibitory action of BsLI on lipase, a-
amylase, and a-glucosidase. Then, in rats, oral starch tolerance tests (OSTT) were carried out using
BsLI at a dose of 9.5 mg/kg body weight. Results showed moderate inhibition of lipase and «a-
glucosidase, but greater inhibition of a-amylase compared to positive controls. During the OSTT
trial, the group receiving BsLI showed a significant reduction in glucose levels compared to the
negative control group. Bioactive compounds, such as naringenin, luteolin, quercetin, and coumaric
acid, were identified after BsLI administration. Furthermore, the consumption of BsLI was safe and
showed antioxidant activity like Trolox. In conclusion, BsLI may have an enhanced effect on glucose
metabolism by inhibiting carbohydrate absorption.
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Resumen

Se evaluaron los efectos de las infusiones de hojas de Buddleja scordioides (BsLI) sobre enzimas
digestivas y la absorcion de carbohidratos. El rendimiento de BsLI fue del 21.64 %. Ademas, se
caracterizaron componentes quimicos: &cidos hidroxibenzoicos, acidos hidroxicinamicos,
flavonoles, flavanonas y flavonas. En estudios in vitro, se examind cdmo BsLI inhibe la lipasa, a-
amilasa y a-glucosidasa. Luego, en ratas, se probo su efecto en la tolerancia oral al almidén (OSTT)
a dosis de 9.5 mg/kg de peso corporal. Resultados indicaron moderada inhibicién de lipasa y a-
glucosidasa, y mayor inhibicién de a-amilasa comparado con controles. Durante la OSTT, el grupo
con BsLI tuvo menor glucosa que el control negativo. Tras administrar BsLI, se detectaron
compuestos bioactivos: naringenina, luteolina, quercetina y acido cumarico. Ademas, BsLI fue
seguro, con actividad antioxidante similar al Trolox. En conclusion, BsLI puede tener un efecto
beneficioso sobre el metabolismo de la glucosa al inhibir la absorcién de carbohidratos.

Palabras clave: planta medicinal, absorcion de carbohidratos, antioxidante, Buddleja scordioides

1. Introduction

The western lifestyle is characterized by a lack of physical activity and hypercaloric diets. These
are the main contributing factors to the development of metabolic diseases such as obesity and type
2 diabetes (Kopp, 2019). A therapeutic target of these diseases is the inhibition of digestive enzymes
such as pancreatic lipase, a-amylase, and a-glucosidase (Patil et al., 2015; Irondi et al., 2018).

These digestive enzymes break down dietary lipids and carbohydrates to produce absorbable
molecules such as free fatty acids and monosaccharides. Thus, the inhibition of these enzymes
reduces the amounts of calories absorbed into the body and postprandial glucose (Awosika et al.,
2019). Pharmacological drugs such as acarbose and orlistat inhibit digestive enzymes involved in
glucose and lipid metabolism. However, they often exhibit side effects ranging from diarrhea to
hepatotoxicity, which limit their use in the clinical setting (Lunagariya et al., 2014). In this regard,
previous studies reported that different bioactive compounds (e.g. polyphenols) present in medicinal
plants inhibit one or more digestive enzymes with lesser adverse effects than the drugs
(Ardeshirlarijani et al., 2019; Gutiérrez-Grijalva et al., 2019).

Several species of Buddleja spp. are recognized to treat ills related to inflammatory processes (Estrada-
Zahiga et al, 2019). Additionally, Hwang et al., (2009) found that B. officinalis improves
hyperglycemia, endothelium-dependent vascular relaxation, and inflammation in a diabetic
atherosclerotic mouse model. Previous experimental studies have revealed the diverse biological
activities of Buddleja scordioides, commonly known as salvilla. In a study published in 2002,
VanderJagt et al. demonstrated the anti-inflammatory potential of salvilla. Their findings indicated
that the plant extract could effectively inhibit the production of inflammatory cytokines in rats,
suggesting its potential for reducing inflammation in conditions like arthritis, asthma, and
inflammatory bowel disease. Rocha-Guzman et al. conducted research in 2018 to explore the
gastroprotective effects of salvilla. Their study revealed that the extract provided protective benefits
to the stomach lining. Furthermore, a study by Villegas-Novoa et al. in 2020 reported the antioxidant
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effects of Buddleja scordioides extract in rats. The research demonstrated that the plant's extract
exhibited antioxidant properties, protecting cells from damage caused by free radicals. These
observed benefits have been associated with the bioactive compounds found of this herbal product,
which include iridoids, phenylpropanoids, sesquiterpenes, saponins, verbascosides, and flavonoids.
These compounds have shown a variety of beneficial effects, including antioxidant and anti-
inflammatory properties, as reported by Santos-Cruz et al. (2012) and Gutiérrez-Rebolledo et al.
(2019).

However, to the best of our knowledge, there is no evidence investigating the impact of B. scordioides
on digestive enzymes and carbohydrate absorption in vivo. Therefore, the aim of this study was to
evaluate the in vitro inhibitory effects of BsLI on digestive enzymes and carbohydrate absorption in
vivo. In addition, the oral BsLI-bioactive-compounds absorption (OBCA), antioxidant activity, and
safety of this medicinal plant were investigated.

2. Materials and methods

2.1 Materials

Samples of Buddleja scordioides Kunth (salvilla) were collected at Ignacio Ramirez road in
Durango, México (coordinates 24°30°17.41” N, length 104°4'51.23” W, elevation 2030 m average).
The botanist Dr. Socorro Gonzalez-Elizondo taxonomically identified leaves and the voucher
specimens (47538) were deposited at the Herbarium of the Centro Interdisciplinario de Investigacion
para el Desarrollo Integral Regional del Instituto Politécnico Nacional, Unidad Durango, México.

The leaves were air dried in the shade at 25 °C followed by milling to a particle size of 0.7-1.0 mm.
2.2 Preparation of Buddleja scordioides leaves infusions (BsLI)

The infusion concentration was commonly used by the general population (1 % m/v). The dried
leaves sample (2 g) was added to 200 mL boiling water and kept stirring for 10 min. Infusions were
obtained by subsequent filtration and lyophilized (FreeZone 18 Liter Console Freeze Dry System,
Kansas USA). Samples were stored in amber vessels until use.

2.3 Yields of extractable solids

Infusion yield was determined as follows:
Yield (%)=[(Lyophilized infusion (g))/(Dried plant material (g)) 1100 Eq (D)

Results are reported as means of two independent infusion preparation.
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2.4 Chemical characterization of BsL

Sample analysis was carried out with an Acquity UPLC system (Waters Corp., Milford)
coupled with a tandem Xevo TQ-S triple quadrupole mass spectrometer (Waters Corp., Wexford).
The LC system consisted of a sample manager (5 °C) and a quaternary solvent manager. The column
used to determine the phenolic profile was an Acquity UPLC BEH C8, 1.7 pm, 2.1 mm x 100 mm
(Waters Corp., Wexford), operated at 30 °C. The mobile phase included two solvents: acidified Milli
Q water with 7.5 mM formic acid (Solvent A) and acetonitrile LC-MS (Solvent B): Initial - 5 % B, 0.8
min isocratic to 5 % B, 1.2 min gradient to 10 % B; 1.9 min isocratic 10 % B; 2.4 min gradient to 15 %
B; 3.7 min isocratic 15 % B; 4.0 min gradient to 21 % B; 5.2 min isocratic 21 % B; 5.7 min gradient to
reach 27 % B; 8.0 min gradient to reach 50 % B; 9.0 (linear gradient) for column washing 100 % B;
subsequent at 11.5 min linear gradient 5 % B since 13.5 min for column stabilization at a flow rate of
250 pL/min. Electron spray ionization (ESI) in negative mode was as follows: capillary voltage 2.5
kV, desolvation temperature 300 °C, source temperature 150 °C, desolvation gas flow 500 L/h, and
cone gas flow 150 L/h, collision gas flow was 0.14 mL/min, MS mode collision energy 5.0 and MS/MS
mode collision energy 20.0. For identification and quantification of the phenolic profile, a mixture of
standards (20 ng/uL) was used for monitoring retention times, m/z values, and MS/MS transitions.
Samples and standards were monitoring at multiple modes. The UPLC and Tandem Xevo TQ-S
triple quadrupole mass spectrometer control and data processing was using MassLynx v. 4.1
Software (Waters Corp.).

2.5 Inhibitory effects of BsLI on digestive enzymes

2.5.1 Pancreatic lipase inhibition assay

The assay was performed following the methodology reported by McDougall et al. (2009),
with some modifications. In brief, 150 uL of a solution (10 mg/mL) of porcine pancreatic lipase type
IT (Sigma- Aldrich, Cat. No. L3126) was mixed with BsLI (at 10, 50, 100, 200, 400, 600, 800, and 1000
ug/uL), 400 pL of Tris buffer (100 mM, pH 8.2), 400 puL of p-nitrophenyl laurate (SSIGMA Co., St.
Louis, USA), and substrate solution (0.08 % w/v dissolved in 5 mM sodium acetate at pH 5.0
containing 1 % Triton X-100). Samples were incubated at 37 °C for 2 h and centrifuged at 16,000 RPM,
for 3 min. Finally, the supernatant was read at 400 nm using a microplate reader (MultiScan Go,
Thermo Scientific, USA). The positive control was Orlistat (Redustat® Laboratorios Liomont S.A. DE
C.V.).

The lipase inhibitory activity was expressed as a percentage of inhibition:
Inhibition %=100[S_0-S_1)/S_(0)] Eq @

Where S_0 is the absorbance of the blank and S_1 is the absorbance of BsLI.

Additionally, BsLI concentration that provided 50 % inhibition (ICs0) was calculated by plotting the
inhibition percentage versus the log concentration curve (Coruh et al., 2007).
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2.5.2 o ~Amylase inhibition assay

The assay was performed following the methodology reported by Tamil et al. (2010) with
several modifications. Substrate solution was performed using starch (4 %), CaCL 0.01 M, and
distilled water (5 mL) for 5 min at 96 °C. The BsLI (at 10, 50, 100, 200, 400, 600, 800, and 1000 pg/uL)
were incubated for 1 h at 37 °C with 100 pL of porcine pancreas a-amylase solution (2.5 mU/uL in
sodium phosphate buffer (0.02 M, pH 6.9) and sodium chloride (6 mM)) (SIGMA Co., St. Louis, USA).
Afterward, to stop the reaction, NaOH (4 mL, 0.1 M) was added, and a centrifugation step was
performed (700 xg for 5 min). Glucose concentration in the supernatant was determined using an
enzymatic kit (Biosystems Instruments Reagents, Barcelona, Spain). Acarbose (Laboratorios
Alpharma, CDMX, México) was used as a positive control. Results were expressed as inhibition
percentage (equation 2) and ICso.

2.5.3 a -Glycosidase inhibition assessment

The assay was performed following the methodology reported by Apostolidis et al. (2007).
Sample of BsLI (25 uL at 20, 40, 60, 80, and 100 pg/pL), 100 uL of glucosidase enzyme (SIGMA Co.,
St. Louis, USA) (0.19 mU/uL), and 50 uL of phosphate buffer (0.1 M, pH 6.9) were mixed and
incubated for 10 min at 37 °C. Then, 25 pL of p-nitrophenyl-a-D-glucopyranoside solution (5 mM/L
prepared in a 0.1 M/L of citrate-phosphate buffer, pH 7) (SIGMA Co., St. Louis, USA) was added
and incubated 30 min at 37 °C. The reaction was stopped by adding 1 mL of a 0.05 mol/L NaOH
solution. Samples were read at 410 nm with the Synergy HT Microplate Reader (Biotek Instruments,
Winooski, Vermont, USA.). Acarbose (Laboratorios Alpharma, CDMX, México) was used as a
positive control. Results were expressed as inhibition percentage (equation 2) and ICso.

2.6 Antioxidant activity of BsLI in vitro.

2.6.1 Determination of radical scavenging activity using the ABTS assay

The ABTS assay was performed following the methodology reported by Re et al. (1999). In
brief, potassium persulfate (2.5 mM) was mixed and incubated in dark for 16 h at 25+1 °C with ABTS
(7 mM) to produce the radical cations. The BsLI (2.5 pL at 10, 50, 150, 200, 250, 300, 350, and 400
ug/mL) were added to the ABTS solution (200 pL). Trolox was the positive control. Afterward, the
absorbance was recorded, and the results were expressed as the inhibition percentage (equation 2)
and as ICso.

2.6.2 Radical scavenging assay: Diphenylpicrylhydrazyl (DPPH)

The DPPH assay was performed following the methodology reported by Brand-Williams et
al. (1995). One mL of the stable free radical DPPH solution (20 mg/L) was mixed with 200 uL of BsLI
(at concentration of 10, 50, 100, 200, 400, 500, 600, 700 and 800 pg/mL). Samples were incubated for
30 min in dark at room temperature (26 °C).The absorbance was registred at 515 nm. Trolox was the
positive control. The results were expressed as the inhibition percentage (equation 2) and as ICso.
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2.7 Effect of BsLI on carbohydrate absorption in vivo.

2.7.1 Animals/ethics approval

Animal experiments were carried out in accordance with the Mexican guidelines
(NOM-062-Z0O0-1999) and the National Institutes of Health (2002) recommendations for research
with animals.

Animals used in the experiments were male Wistar rats (ten weeks old, n = 8, 180 + 20 g of body
weight) and male CD-1 mice (eight weeks old, n=28, 25 +5 g of body weight), as well as non-pregnant
female CD-1 mice (eight weeks old, n=6, 25 + 5 g of body weight). All animals were obtained from
the same source, Universidad Nacional Auténoma de México (UNAM), campus Juriquilla,
Querétaro, México.

They were housed in a controlled environment with a 12-12 h light-dark cycle and maintained at a
temperature of 27 + 1 °C. Water and food (Rodent Lab Chow 5001, Purina®, Québec, Canada) were
provided ad libitum for all the animals during the experiments.

2.7.2 Oral starch tolerance test (OSTT)

Effects of BsLI on carbohydrate absorption were assessed with an oral starch tolerance test
(OSTT). Starch was the negative control, whereas the positive control was acarbose.

In fasting conditions, male Wistar rats (ten weeks old, n =8, 180 + 20 g of body weight) were given a
starch load at a dose of 3 g/kg of body weight (equivalent to 519.26 mg contained in an infusion cup
of 240 mL consumed by an adult of 70 kg by a meal). Additionally, 5.12 mg/Kg of body weight of
acarbose was used as a positive control (equivalent to 50 mg by a meal in humans). Blood glucose
levels were determined in blood samples collected from the tail vein using a glucometer (Stat Strip®
Glucose, Nova Biomedical, Waltham, MA, US) at 0, 30, 60, and 120 min. The variations in serum
glucose onset time, peak, and AUC were considered to the determination of the relative rate of
carbohydrate digestion and absorption.

The human dose extrapolation (HED) to the animal was estimated according to the following
formula:

HED = animal dose (mg/kg) [animal weight (kg/human weight in kg)] 0.33
Reagan-Shaw et al. (2008)

Eq (3)

2.8 Oral absorption assay of BsLI bioactive compounds (OABC)

The oral absorption assay was conducted on male CD-1 mice (eight weeks old, n=28, 25 + 5
g of body weight). The mice were placed in metabolic cages and fasted for 12 hours before the
experiment. Treatments (n=4 per time point) were administered through gavage at a dose of 2500
mg/kg of body weight to the intervention groups at various time intervals (0, 0.5, 2, 4, 8, 12, and 24
hours). The negative control group received water as the vehicle. After each treatment, the mice were
anesthetized and euthanized by cardiac puncture. Serum was separated from the blood and
immediately frozen at -80 °C for later analysis.
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The analysis of the serum samples involved adding 100 uL of serum to a mixture containing 37 pL
of water with 200 pg/uL of ascorbic acid and 1 pug/uL of EDTA. The mixture was then centrifuged at
14000 g for 10 minutes, and 250 uL of ethyl acetate was added for liquid-liquid micro-extraction. The
suspension was mixed using a vortex for 1 minute. The collected volumes were dried using a
vacuum centrifugal console, reconstituted in methanol (200 uL), and filtered through 0.45 um
syringe filters. The identification and quantification of BsLI bioactive compounds present in mouse
serum were performed following the methodology previously described in section 2.4 on "the
chemical characterization of BsLI".

2.9 Toxicity assessment of BsLI

2.9.1 Acute toxicity

The acute toxicity assay was carried out on non-pregnant female CD-1 mice (eight weeks
old, n=6, 25 + 5 g of body weight) (Universidad Nacional Auténoma de México, campus Juriquilla,
Querétaro, México). The guidelines of the Organization for Economic Cooperation and Development
for testing of chemicals 420 (OECD, 2001) were followed. The Mice were divided into two groups of
three animals each. A single dose of BsLI (5000 mg/kg of body weight) was administered via gavage
(in distilled water). Mice were observed for signs of possible toxicity (convulsions, tremors, lethargy,
salivation, diarrhea, sleepiness, and coma) every hour for the first four hours, and then the animals
were fed. Thereafter, mice were monitored for any signs of toxicity (changes in the eyes, skin, fur,
mucous membranes, and the respiratory, circulatory, and autonomic nervous and central nervous
systems) and mortality for 14 days. Measurements of body weight and food and water intake were
performed daily. On the last day, animals were sacrificed under deep ether anesthesia and the
median lethal dose (LD50) values were estimated. Vital organs such as the heart, kidney, liver,
spleen, and lung were isolated and weighted to assess histopathological changes. The organs were
fixed in 10 % buffered neutral formalin, embedded in paraffin wax, cut (5 pm) on glass slides, and
stained with hematoxylin and eosin. The slides were examined under a light microscope.

2.9.2 Sub-chronic toxicity

For the sub-chronic toxicity assessment, both female and male mice aged eight weeks and
weighing 25 + 5 g of body weight (UNAM, Campus Juriquilla, Querétaro, México) were used.
The assay was performed according to the methodology described by the Organization for Economic
Co-operation and Development-407 (OECD, 2008). Animals were divided into four groups of 10 each
(five males and five females). The control group received distilled water (vehicle), while the three
intervention groups received BsLI by gavage at doses of 250, 750, and 2500 mg/kg of body weight,
respectively, for 28 days. Mice were observed for signs of abnormalities during the treatment period.
Measurements of body weight and food and water intake were performed daily.

Before sacrifice, urine was collected and analyzed using urinalysis strips (Bio-Uridiag-A10) for the
measurement of leucocytes, nitrite, urobilinogen, protein, blood, specific gravity, ketone, bilirubin,
and glucose. At the end of the treatment period, mice were sacrificed, and blood samples were
obtained via cardiac puncture into non-heparinized and ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA)
containing tubes for biochemical and hematological analyses.
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Heart, kidney, liver, spleen, and lung were isolated to assess histopathological changes. These organs
were excised, weighed (Scout PRO Ohaus, Mississauga, Ontario, Canada), examined
macroscopically, and fixed in 10 % buffered neutral formalin. Fixed organs were processed for
paraffin embedding and cuts of 5 mm thick were obtained by microtome and then processed using
an alcohol xylene series for being later stained with hematoxylin and eosin.

Hematological parameters such as red blood cell (RBC), mean corpuscular volume (MCV), mean
corpuscular hemoglobin (MCH), mean corpuscular hemoglobin concentration (MCHC), and white
blood cell (WBC) were analyzed using an automatic hematology analyzer (Hemat Technology,
Newton, Massachusetts, USA).

Serum biochemical parameters such as glucose, total cholesterol, triglycerides, high-density
lipoprotein cholesterol (HDL-c), alanine aminotransferase (ALT), aspartate aminotransferase (AST),
albumin, total protein, and total bilirubin were analyzed using Biosystem commercial test kits with
an automated A15 spectrophotometer (Biosystems Instruments Reagents, Barcelona, Spain). The
concentrations of low-density lipoprotein cholesterol (LDL-c) were estimated using the formula by
Friedewald et al., (1972):

LDL-c (mg/dL) = [total cholesterol (TC) (mg/dL) - HDL (mg/dL) - (triglycerides
(TG) (mg/dL)/5)] Eq (4)

2.10 Statistical analysis

Data were expressed as mean values + standard error (SE). Statistical significance was
determined by one-way variance analysis (ANOVA) (p < 0.05) followed by Tukey’s test, Statistical
analysis was conducted using the Sigma Plot software version 13.0 (Systat Software, Inc., San Jose,
CA, USA).

3. Results and discussion
3.1 Yield and chemical characterization

The yield of BsLI was 21.64 %. Regarding chemical characterization results, hydroxybenzoic
acids, hydroxycinnamic acids, flavonols, flavanones, and flavones were identified and quantified.
The protocatechuic acid, salicylic acid, vanillic acid, and quinic acid were the phenolic acids with the
highest concentration; whereas, quercetin, quercetin 3-O-glucoside, and luteolin were the main

flavonol compounds detected (Table 1).
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Table 1. Chemical characterization of Buddleja scordioides leaves infusion (BsLI)(1 %).

Tabla 1. Caracterizaciéon quimica de la infusion de hojas de Buddleja scordioides (BsLI)(1 %).

Content

Rt [M-HI [ng/mg of crude
No. Compound (min) m/z Transitions extract]
Hydroxybenzoic acids
1. Gallic acid 1.64 169 125,79 8.529+0.73
2. Protocatechuic acid 3.13 153 109, 91 258.914 £9.73
3. 2,5-dihydroxybenzoic acid 421 153 109, 81 183.945 £0.27
4. 4-hydroxybenzoic acid 441 137 93, 65 106.790 £ 2.60
5. Vanillic acid 4.85 167 152, 123 138.336 £1.13
6. Tri-hydroxybenzaldehyde 6.21 153 83 16.584 £1.33
7. Salicylic acid 7.70 137 93, 65 401.480 + 43.62
Hydroxycinnamic acids
8. Quinic acid 1.01 191 93, 85 210.486 +24.05
9. Chlorogenic acid 4.32 353 191, 85 27.11+2.95
10.  4-O-caffeoylquinic acid 4.51 353 353,179 13.717 £0.48
11.  Caffeic acid 4.85 179 135 93.348 £ 6.94
12.  Coumaric acid 6.19 163 119, 98 47.224 +10.48
13.  Ferulic acid 6.54 193 178, 134 51.178 £1.08
14.  4,5-dicaffeoylquinic acid 7.14 515 353,179 3.446 £ 0.47
15. Rosmarinic acid 7.73 359 197, 161 36.189 £ 0.02
Flavonols
16.  Rutin 6.25 609 300, 271 69.162 +1.15
17.  Quercetin 3-O-glucoside 6.48 463 300, 271 433.894 +1.48
18.  Quercetin 3-O-B-glucuronide 6.54 477 301, 151 164.200 +9.09
19.  Quercetin 8.41 301 179, 151 466.554 £2.06
Flavanones
20. Neohesperidin 7.77 609 301, 164 48.328 £1.00
21.  Eriodictyol 8.42 287 151, 135 5.225+0.90
Flavones
22.  Luteolin 8.40 285 151, 133 231.853 £4.55
23.  Apigenin 8.80 269 148, 117 13.022 £1.36
24. 9.80 283 268, 211 21.021 +1.30

Values are means of duplicate determinations * standard error.
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3.2 Inhibition of digestive enzymes

3.2.1 Lipase inhibition

Results of lipase assessment are depicted in Fig. 1. The BsLI showed a lower percentage of
lipase inhibition (~44%) than orlistat (~92 %). Additionally, the ICs0 values were significantly higher
as compared with the positive control (16-fold) (Table 2).
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Figure 1. Lipase inhibition of Buddleja scordioides leaves infusion (BsLI). Orlistat was the positive control.
Different letters in the graph indicate significant differences in the percentage of lipase inhibition. Values are
means of duplicate determinations + standard error. (p <0.05) by Tukey's test.

Figura 1. Inhibicién de la lipasa de la infusion de hojas de Buddleja scordioides (BsLI). Orlistat fue el control
positivo. Las letras diferentes en el grafico indican diferencias significativas en el porcentaje de inhibicion de la

lipasa. Los valores son medias de determinaciones duplicadas * error estandar. (p < 0.05) mediante la prueba
de Tukey.

3.2.2 a-amylase inhibition

The amylase results are shown in Fig. 2. The BsLI had a higher percentage of a-amylase
inhibition than acarbose, achieving a ~96 % while acarbose had a ~78 % inhibition. On other hand,

no differences were observed for the ICso values between BsLI and positive control (acarbose) (Table
2).
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Table 2. Inhibitory digestive enzymes and antioxidant assessment of Buddleja scordioides leaves infusion (BsLI)
ICs0 values.

Tabla 2. Inhibiciéon de enzimas digestivas y evaluacion antioxidante de la infusién de hojas de Buddleja
scordioides (BsLI) Valores IC50.

Orlistat Acarbose Trolox BsLI

(ug/uL) (ug/uL) (ug/uL) (ug/uL)
Lipase 0.34 +0.012 5.50 + 0.01v
o-amylase 1.69 + 0.812 1.83 £0.01-
o-glucosidase 1.64 + 0.042 7.60 +0.10v
ABTS 1.93 £0.01= 1.48 £0.012
DPPH 2.11+0.012 2.05+0.012

Results are expressed as inhibitory median concentration (ICs0) values. Values are means of
duplicate determinations * standard error. a-c Different letters indicate statistical differences
(p <0.05) by Tukey's test.
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Figure 2. a-amylase inhibition (1) and a-glucosidase inhibition (2) of Buddleja scordioides leaves infusion (BsLI).
Acarbose was the positive control. Values are means of duplicate determinations + standard error. a,b Different
letters indicate statistical differences between BsLI and positive control (p <0.05) by Tukey's test.

Figura 2. Inhibicion de a-amilasa (1) e inhibicion de a-glucosidasa (2) de la infusion de hojas de Buddleja
scordioides (BsLI). La acarbosa fue el control positivo. Los valores son medias de determinaciones duplicadas +
error estandar. a,b Las letras distintas indican diferencias estadisticas entre BsLI y el control positivo (p < 0.05)
mediante la prueba de Tukey.
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3.2.3 a -glucosidase inhibition

Fig. 2 shows the results of a-glucosidase inhibition. The BsLI had a lower percentage of -
glucosidase inhibition (~19 %) than acarbose (~94 %). Regarding ICso values, BsLI was 4-fold higher
than the positive control (Table 2).

3.4 Oral starch tolerance test (OSTT)

Variations in serum-TG onset time and area-under-time-curve (AUC) are depicted in Fig. 3.
Both groups treated with acarbose and BsLI showed significantly reduced glucose levels at 60 (above
12 %) and 120 min (above 14 %) in comparison with the control group.
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Figure 3. Oral starch tolerance test (OSTT) (1) and Area-under-time-curve (AUC) (2) in rats treated with Buddleja
scordioides leaves infusion (BsLI). Acarbose was used as apositive control. Values are means of duplicate
determinations + standard error. (*) indicates statistical differences between study groups, whereas for AUC a,b
different letters indicate statistical differences between groups (p <0.05) by Tukey's test.

Figura 3. Prueba de tolerancia oral al almidén (OSTT) Prueba oral de tolerancia al almidén (OSTT) (1) y area
bajo la curva de tiempo (AUC) (2) en ratas tratadas con infusién de hojas de Buddleja scordioides (BsLI). La
acarbosa se utilizdo como control positivo. Los valores son medias de determinaciones duplicadas + error
estandar. (*) indica diferencias estadisticas entre los grupos de estudio, mientras que para AUC a,b letras
diferentes indican diferencias estadisticas entre los grupos (p < 0,05) por la prueba de Tukey.

3.5 Oral BsLI-bioactive-compounds absorption evaluation (OBAC)

Polyphenols detected in the serum of mice are shown in Fig. 4. Bioactive compounds such
as 4-hydroxybenzoic acid, naringenin, eriodictyol, luteolin, quercetin, and coumaric acid were
identified in serum mice at different times after BsLI administration. The coumaric acid (13.84 ng/uL)
and luteolin (16.01 ng/uL) exhibited the highest concentration; nevertheless, these levels declined
rapidly.
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Figure 4. Inhibition percentage of Buddleja scordioides leaves infusion (BsLI) on ABTS (1) and DPPH (2)
assessment. Trolox was the positive control. Values are means of duplicate determinations + standard error. a,b
Different letters indicate statistical differences between BsLI and positive control (p <0.05) by Tukey's test.

Figura 4. Porcentaje de inhibicion de la infusion de hojas de Buddleja scordioides (BsLI) en la evaluacion ABTS (1)
y DPPH (2). Trolox fue el control positivo. Los valores son medias de determinaciones duplicadas + error
estandar. a,b Las letras distintas indican diferencias estadisticas entre BsLI y el control positivo (p < 0.05)
mediante la prueba de Tukey.

3.6 Antioxidant activity of BsLI in vitro.

3.6.1 ABTS and DPPH
Antioxidant evaluation of the BsLI by ABTS and DPPH assays is shown in Fig. 5. On one
hand, ABTS results, showed that the BsLI had inhibition percentage like Trolox. On other hand, BsLI
exhibited a lower inhibition percentage (~70 %) of DPPH radical compared with Trolox (~91 %).

There were no significant differences for ICso between the treatments for both, ABTS and DPPH
assessment (Table 2).
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Figure 5. Means of total polyphenols of Buddleja scordioides leaves infusion (BsLI) in mice serum: (1)
hydroxybenzoic acids, (2) hydroxycinnamic acids, (3) flavones y flavonols, and (4) flavanones. Values are
expressed as mean + standard error.

Figura 5. Medias de polifenoles totales de la infusién de hojas de Buddleja scordioides (BsLI) en suero de
ratones: (1) acidos hidroxibenzoicos, (2) acidos hidroxicinamicos, (3) flavonas y flavonoles, y (4) flavanonas. Los
valores se expresan como media * error estandar.

3.7 Acute and sub-chronic toxicity evaluation

A single oral dose of infusion of BsLI (5000 mg/kg of body weight) produced no signs of
toxicity (tremors, convulsions, salivation, diarrhea, lethargy, sleepiness, or coma) or mortality after
14 days. No significant difference in body weight gain was observed. No gross pathological
abnormalities were observed in both groups. Furthermore, histological analysis of isolated organs
showed no abnormal changes (data not shown). Thus, the LD50 value was found to be greater than
5000 mg/kg.

Regarding sub-chronic toxicity evaluation, there were no significant differences between the study
groups for body weight, water, and food consumption (data not shown).

Macroscopic analysis of liver, lung, spleen, kidney, and heart exhibited no significant changes in
color and texture compared with the control group. Additionally, intervention with BsLI samples at
different doses did not affect the weight of organs.

Sub-chronic oral administration BsLI samples at different doses had no significant differences in the
urinary biochemical parameters compared with the control group (data not shown). Moreover,
treatment with BsLI showed no significant changes in serum concentrations of glucose, liver
enzymes, total bilirubin, total protein content, albumin, total cholesterol, HDL-c, LDL-c, and
triglycerides in comparison with the controls (Table 3).

Sub-chronic oral administration BsLI samples at different doses exhibited no significant changes on
hematological profile compared with the control group (Table 4).
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Histological analysis of heart, kidney, liver, spleen, and lung of intervention groups treated with
different doses of BsLI (250, 750 y 2500 mg/kg of body weight) revealed no abnormal changes
compared with the control group (data not shown).

Our results showed that BsLI decreases carbohydrate absorption in vivo, which could be explained
by the inhibition of digestive enzymes involved in glucose metabolism. Also, we found an
antioxidant activity in these herbal infusions.

Although the BsLI exhibited a lower percentage of lipase inhibition than orlistat, this effect could
reduce the absorption of lipids in vivo. However further studies to examine the impact of BsLI on
lipid metabolism are required.

Regarding carbohydrate digestive enzymes, BsLI showed higher inhibition of a-amylase than
acarbose. This effect could be attributed to bioactive compounds present in BsLI such as polyphenols.
It has been reported that the hydroxyl groups of these compounds interact with the enzyme active
site, allowing the formation of ligands with the catalytic residues of the binding site and,
consequently the generation of a conjugated system, resulting in the inactivation of the enzyme
(Narita and Inouye, 2009).

On other hand, BsLI had a minimal inhibitory effect on a-glucosidase. This lack of effect could be
because we employed p-nitrophenyl glucoside as substrate and a-glucosidase from a yeast,
Saccharomyces cerevisiae. This test only indicates a general glucosidase activity (Williamson, 2013);
therefore, further investigation to determine the effect of BsLI on a-glucosidase inhibition using
other substrates such as sucrose and enzyme from other sources (e.g. porcine small intestine) is
mandatory.

Our results showed that the BsLI decreases the absorption of starch similarly to acarbose. We
attribute this effect to the inhibitory activity of BsLI on a-amylase. Given that the hydrolysis of the
polysaccharide to produce limited dextrins, maltose, and maltotriose is catalyzed by a-amylase,
inhibition of both salivary and pancreatic a-amylase decreases meal-derived carbohydrate
absorption (Robyt et al., 2008).

In the present study, we detected phenolic compounds (quercetin, rutin, luteolin, and phenolic acids)
with well-established biological activity (Deng et al., 2020; Sok et al., 2021), which could be
responsible for the beneficial effects of BsLI. However, it is important to consider that the biological
action of polyphenols depends on their absorption and interaction with target tissues (Silberberg et
al., 2006). In this regard, we analyzed the absorption of bioactive compounds of BsLI in serum mice.
The main metabolites identified in BsiLI were phenolic acids and flavonoids. Additionally, the
plasma levels of these compounds suggest relatively rapid absorption, which is partly consistent
with previous studies (Liu et al., 2002).

Also, it has been reported that the bioactive compounds contained in this herbal infusion have
antioxidant effects (Moretti ef al., 2012; Tian ef al., 2021). In this line, the results of our study
demonstrated that BsLI exhibits antioxidant properties by scavenging free radicals (ABTS and
DPPH). It has been suggested that an ideal antidiabetic agent should have antioxidant activity (Mai
et al., 2007); thus, in addition to the hypoglycemic action, the BsLI could emerge as a therapeutic
alternative for diabetes management.
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The toxicological activity of medicinal plants is an important aspect that must be assessed before
being recommended as alternative therapies (Nasri, 2013). In this context, we evaluate the acute and
chronic toxicological effects of BsLI and our results revealed no signs of toxicity, macroscopic
abnormalities, or mortality, suggesting non-toxic effects of these herbal infusions. Usually, the
consumption of infusions in Mexican communities is one cup per day at 1 % (m/v) concentration
(equivalent to 33 mg/kg of body weight). Interestingly, although we used higher doses (7.5 [250
mg/kg], 22.7 [750 mg/kg] and 75 [2500 mg/kg] times), none of these caused signs of toxicity, damage
symptoms or mortality. Additionally, all hematological and biochemical parameters remained
within the reference range for CD1 mice (Titlow, 2013) and no significant differences were observed
between the study groups. Particularly, it is noteworthy that after treatment with BsLI we found no
significant differences in transaminase levels or abnormal changes in liver tissue by histological
examination, suggesting that this natural agent does not induce hepatocellular damage. Also,
macroscopic and microscopic evaluation of the organs from mice receiving oral administration of
BsLI for 28 days at different doses (250, 750, and 2500 mg/kg) revealed normal architecture indicating
no detrimental changes or morphological disorders in the sub-chronic toxicity assessment. Hence,
the no-observed-adverse-effect level (NOAEL) may be considered for this herbal product. The BsLI
could be considered a promising and attractive strategyin the treatment of chronic diseases such as
obesity and type II diabetes; however, future clinical studies investigating the effects of these herbal
infusions are needed to confirm our findings.

Table 3. Liver function indices of CD-1 mice administrated orally with Buddleja scordioides leaves infusion (BsLI)
for 28 consecutive days.

Tabla 3. Indices de funcién hepética de ratones CD-1 administrados por via oral con infusién de hojas de
Buddleja scordioides (BsLI) durante 28 dias consecutivos.

250 750 2500
Control group (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)

AST (IU/L) 193.00 + 6.20= 184.55 + 11.462 180.78 +13.872  193.52 +19.53a
ALT (IU/L) 65.47 +1.852 59.75+4.174 49.56 +£3.162 49.05+5.70a
Total Protein (g/dL) 4.99 +0.062 5.05+0.062 5.31+0.052 5.07 +£0.102
Albumin (g/dL) 2.53+0.282 1.61 +0.072 1.96 +0.072 1.86 +0.082
Total bilirubin 0.14+0.092 0.12+0.09a 0.15+0.35a 0.28+0.182
(mg/dL)

Total cholesterol 104.12 +1.892 99.14 + 3.252 101.71 +£2.87a 98.43+1.47a
(mg/dL)
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62.18 £2.23°b

2422 £2.20°

69.86 +2.682

59.03 +3.292

31.46+1.822

68.50 + 3.83

58.26 +1.532

30.73 £2.09

77.2+3.23b

ALT: alanine aminotransferase, AST: aspartate aminotransferase, HDL-c: high density lipoprotein, and LDL-
c: low density lipoprotein. Values are expressed as mean * standard error. Different letters indicate
statistically significant differences between groups *p < 0.05 significantly different from the control were
determined by using one way ANOVA followed by Tukey’s multiple comparison tests.

Table 4. Effect on hematological parameters of oral administration with infusions of Buddleja scordioides leaves
infusion (BsLI) for 28 consecutive days.
Tabla 4. Efecto sobre los parametros hematolégicos de la administracion oral con infusién de hojas de Buddleja
scordioides (BsLI) durante 28 dias consecutivos.

Control group 250 750 2500
(mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)
RBC (x10¢/uL) 9.02+0.19a 8.31 £0.26" 9.56 +£0.14a 8.67 +£0.17"
Hemoglobin (g/dL) 17.24 +0.37" 16.51 + 3.282 18.45+0.342 16.88 £0.29a
Hematocrit (%) 46.52 +0.98¢ 4413 +1.26° 49.62 +0.902 44.77 +0.792
MCYV (fL) 51.56 + 0.07 2 53.26 +0.29 51.73+£0.332 51.671+£0.292
MCH (pg) 19.10 £ 0.042 19.93 +£0.082 19.24 £0.152 19.50+£0.112
MCHC (g/dL) 37.03 £ 0.062 37.44 +0.132 37.18 +0.082 37.73+0.13
Platelets (x103/uL) 1171.66 +4.77 2 727.85+4.91° 1047.33 +3.972 978.28 +4.41
WBC (x103/uL) 8.26+291a 5.68+2.71= 6.26 +3.032 520+2.542
Neutrophils (%) 11.00 £0.51® 9.71+0.75" 14.11+£0.582 11.86 £0.57
Eosinophils (%) 0.55+0.112 0.57+£0.162 0.00£0.00® 0.57£0.162
Basophils (%) 0.00+0.00¢ 0.14+0.052 0.11+£0.04" 0.14+£0.05
Lymphocytes (%) 87.22+£0.49- 86.71 +£0.932 83.56 +(0.59¢b 85.71+0.43
Monocytes (%) 1.22+0.12¢ 2.86+0.30 2.22+0.90 1.71+0.15

RBC: red blood cell, MCV: mean corpuscular volume, MCH: mean corpuscular hemoglobin, MCHC: mean
corpuscular hemoglobin concentration, WBC: white blood cell. Values are expressed as mean * standard
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error. Different letters indicate statistically significant differences between groups *p < 0.05 significantly
different from the control were determined by using one way ANOVA followed by Tukey’s multiple
comparison tests.

4. Conclusion

The study demonstrates that the infusion of Buddleja scordioides (BsLI) exerts inhibitory
effects on carbohydrate absorption in vivo by targeting digestive enzymes involved in glucose
metabolism. Moreover, BsLI exhibits antioxidant properties and contains bioactive compounds,
including phenolic acids and flavonoids. The infusion proves to be safe, with no indications of
toxicity or adverse effects on organ histology. These findings suggest that BsLI holds promise as a
potential therapeutic alternative for managing conditions such as obesity and type II diabetes.
However, further clinical studies are necessary to validate these results and explore the full potential
of BsLI as a treatment option.
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Resumen

El grano de maiz contiene una elevada cantidad de compuestos fendlicos los cuales poseen diversas
actividades biologicas, entre las que se encuentra la actividad antifiungica (AAF). El objetivo del
estudio fue determinar la AAF del extracto acetonico del grano de maiz de accesiones con diferentes
coloraciones de grano. En el estudio se emplearon 60 accesiones de grano azul morado (AZM), 34
accesiones de grano rojo cereza (RC) y 26 accesiones de grano rojo ladrillo (RL). Se utilizaron las
técnicas de microdilucion en placa y la prueba de porcentaje de inhibicién fingica para evaluar la
AAF de los granos de maiz. Como agente patogénico se empled una cepa de Fusarium oxysporum y
el antifingico comercial Itraconazol como testigo negativo. La prueba de microdilucién en placa
funcioné como filtro para los extractos de las accesiones, al reducir en 50 % las muestras que se
sometieron a la prueba de porcentaje de inhibicion, considerada cuantitativa de la AAF. Los extractos
de las accesiones de grano AZM presentaron menor AAF que los de los granos RC y RL. Con la
prueba de porcentaje de inhibicion se comprobd la mayor AAF de los extractos de maiz con grano
RC. Ninguno de los extractos super6 la AAF del antifungico comercial Itraconazol. La AAF del
grano de maiz esta asociada con su color.

Palabras clave: Zea mays L., micotoxinas, compuestos fendlicos, prueba de microdilucion, prueba
de inhibicién.
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Abstract

The maize grain contains high amounts of phenolic compounds which have various biological
activities, including antifungal activity (AFA). The objective of the study was to determine the AFA
of the acetone extract of the maize grain from accessions with different grain colors. In the study, 60
accessions of blue purple maize grain (BP), 34 accessions of cherry red grain (CR) and 26 accessions
of brick red grain (BR) were used. Microplate dilution techniques and the percentage of fungal
inhibition test were applied to assess the AFA of maize grains. A strain of Fusarium oxysporum was
used as a pathogenic agent and the commercial antifungal Itraconazole was employed as negative
control. The plate microdilution test worked as a "sieve" to filter the extracts of the accessions, by
reducing by 50 % the samples that were analyzed with the inhibition percentage test, considered
quantitative by the AFA. The extracts from the BP grain accessions presented lower AFA than those
from the CR and BR grains. With the inhibition percentage test, the highest AFA of the maize extracts
with CR grain was verified. None of the extracts outperformed the AFA of commercial antifungal
Itraconazole. The AFA of maize grain is associated with its color.

Keywords: Zea mays L., micotoxins, phenolic compounds, microdilution test, inhibition test.

1. Introduccion

El cultivo de maiz (Zea mays L.) es afectado por diferentes enfermedades causadas por hongos.
De estos microorganismos, los del género Fusarium reciben especial atencion, ya que ocasionan
dafios en raiz, tallo y mazorca, lo que origina pérdidas considerables a los productores de este cereal
en diferentes zonas del mundo donde se cultiva (Rivas-Valencia ef al., 2011; Gromazdka et al., 2019;
Carbas et al., 2021). La pudricién de la mazorca de maiz debido a especies de Fusarium ocasiona no
solo reduccién en la calidad del grano, y pérdidas de rendimiento, sino que las micotoxinas
producidas por el hongo representan un problema de salud para el hombre y animales que lo
consumen (Ji et al., 2019).

Las plantas producen compuestos fenolicos en sus diferentes estructuras como mecanismo de
defensa a factores bioticos y abiodticos (Kumar ef al., 2020). El maiz es de los cereales que mayor
cantidad de compuestos fenolicos (CF) acumulan en sus granos (Adom y Liu, 2002). Los CF presentes
en el grano de maiz se integran principalmente por dos grupos que son acidos fendlicos y
flavonoides. El grupo predominante en el grano de maiz es el de los acidos fendlicos (Salinas-Moreno
et al, 2017), con los acidos fertlico y p-cumdrico como los mas abundantes, concentrados
particularmente en el pericarpio, aunque el germen alberga también una cantidad relevante de estos
compuestos (Das y Singh, 2016; Razgonova et al., 2022).

Los CF poseen multiples actividades bioldgicas, de entre las cuales, las mas estudiadas son la
antioxidante, anticancerigena y anti-infecciosa, por estar implicadas en beneficios a la salud humana.
Sin embargo, se ha documentada la actividad de los CF del grano de maiz en la tolerancia a las plagas
de almacén (Arnasson et al., 1992), y en trabajos recientes se ha sefialado su importancia en la
tolerancia a la infestacion de los granos por hongos del género Fusarium (Pilu et al., 2011; Schoneberg
et al., 2018).

México se considera uno de los principales centros de origen y domesticacion del maiz, y posee una
gran diversidad de esta especie que se halla clasificada en razas, de las que han sido descritas mas de
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60 (Kato et al., 2009). Al interior de estas razas, se encuentra una gran cantidad de poblaciones de
maiz que difieren en distintos aspectos, entre los que se encuentra el color de sus granos. La variacion
de color desde rosa hasta morado intenso del grano de maiz se debe a la presencia de compuestos
tipo antociano (Salinas et al., 1999; Magana et al., 2020).

Hasta ahora, el grano blanco de maiz es el que mas se ha usado en los diferentes estudios sobre
participacion de los CF en la tolerancia a infecciones por hongos, y poco se sabe sobre el desempefio
de los maices con granos de otros colores sobre estos aspectos. El objetivo del estudio fue determinar
la actividad antifingica de accesiones de maiz con diferentes colores de grano.

2. Materiales y Métodos

2.1 Material vegetal

Se utilizo el grano de accesiones de maiz de colores azul morado (AZM), rojo cereza (RC) y
rojo ladrillo (RL) obtenidas de los bancos de germoplasma del Instituto Nacional de Investigaciones
Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP) y del Centro de Mejoramiento de Maiz y Trigo
(CIMMYT). Los detalles de las razas de las cuales provinieron las accesiones empleadas se muestran
en el Cuadro 1.

2.2 Preparacion de los extractos del grano de maiz

Se emplearon entre 30 y 35 granos de maiz de cada accesion, los cuales se trituraron ligeramente
con ayuda de un martillo, con el cuidado de no aplastar el germen, el cual se corto en trozos pequenios
con ayuda de una navaja. Las muestras trituradas se depositaron en cartuchos de papel que fueron
puestos en un extractor Soxhlet para retirar la grasa. Se utilizé éter de petréleo (J.T. Baker; Xalostoc,
Estado de México, México) como solvente, y la extraccion se realizé por 8 h. Las muestras
desengrasadas se dejaron secar durante 15 h en un horno (GRIEVE, modelo LW-201 C; Illinois, EUA)
a 37 £ 2 °C para posteriormente molerlas en un molino tipo ciclénico (UDY Corporation, modelo
3010-080p. USA) con malla 0.5 mm. La harina se colocé en viales ambar y se le midid su contenido
de humedad mediante el método 44-15.02 (AACC, 11a edicién).

Se pes6 1.0 g de harina base seca, que se deposit6 en un matraz Erlenmeyer de 50 mL y se agregaron
20 mL del solvente, que fue una solucién de acetona /agua /acido acético 75:24.5:0.5 (v/v/v). Se eligio
este solvente porque es el que permite extraer la mayor cantidad de compuestos fendlicos del tipo
proantocianidinas (Prior et al., 2010). Las proantocianidinas son de los compuestos fenolicos, los de
mayor actividad antifungica (Ullah et al., 2019). La mezcla se agit6 y la boca del matraz se cubrid
con Parafilm y se llevo a un bafio sonicador (BRANSON, modelo 2510R-MT, EUA) por 15 min.
Posteriormente se colocé en un agitador horizontal (New Brunswick, modelo G10; New Brunswick,
N.J., EUA) durante 60 min, para luego centrifugarse a 2660 ¢ por 10 min (Hettich Zentrifugen
Universal 32, Al). El sobrenadante se recuperd, se filtré con papel Whatman No. 4, se ajustd a un
volumen de 20 mL con el solvente de extraccidn, y se coloc en tubo de vidrio, en congelacion hasta
su analisis. Los extractos obtenidos de esta manera se emplearon para evaluar la actividad
antifungica.
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Como referencias para la actividad antifiingica de los maices con fenoles coloridos, se utilizaron
extractos de dos maices de grano blanco. Una cruza experimental del programa de maiz del Instituto
Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP) (cruza 200x201) y una
variedad de maiz nativo blanco de la raza Tuxpefio proveniente de Veracruz, cuyos extractos se
prepararon de la misma manera que los maices con pigmentos. La incorporacion de estas referencias
se realizo para determinar la actividad antifingica de los compuestos fenodlicos no coloridos y se
utilizaron dnicamente en la prueba de porcentaje de inhibicién del crecimiento fungico de los
extractos.

Cuadro 1. Accesiones de razas de maiz con diferente tipo de pigmentacion utilizadas en la evaluacién de
actividad antifingica contra Fusarium oxysporum.

Table 1. Accessions of maize races with different pigmentation used in the evaluation of antifungal activity
against Fusarium oxysporum.

Color de grano No. de accesiones Razas de maiz

Arrocillo amarillo (2), azul (4), Bolita (4),

Celaya (2), Chalqueno (1), Conejo (2),
Coénico (2), Conico norteno (2), Elotero de

Sinaloa (2), Elotes cénicos (9), Elotes
Azul morado 60 occidentales (9), Mushito (1), Nal-Tel (1),

Nal-Tel de altura (1), Negro de Tierra

Caliente (1), Olotillo (4),0Olotdn (2),
Reventador (1), Tabloncillo (1), Tepecintle
(4), Tuxpeno (5)

Bofo (1), Bolita (2), Celaya (1), Conico (4),
Conico norteno (3), Dulcillo del noroeste (1),
Elotes cénicos (6), Elotes occidentales (5),
Mushito (1), Olotillo (1), Pepitilla (2), Ratéon
(1), Tabloncillo (1), Tabloncillo perla (1),
Tuxpenio (4)

Rojo cereza 34

Ancho (1), Celaya (1), Complejo serrano de
Jalisco (1), Cénico (3), Cénico norteno (1),
Dulcillo (2), Dzit Bacal (1), Elotes conicos

(5), Elotes occidentales (3), Nal-Tel (2),
Olotillo (1), Olotén (3), Pepitilla (1),
Tepecintle (1)

Rojo ladrillo 26
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2.3 Actividad antifangica

La actividad antifiingica (AAF) de los extractos se evaludé mediante la prueba de microdiluciéon
en placa. Esta prueba fue presuntiva de esta actividad. Se aplicé de acuerdo al método de
microdilucion en placa (Chadha y Kale, 2015) con la adicién del compuesto resazurina o Azul de
Alamar (AA). El AA es un colorante que, al oxidarse, cambia de color azul a rosa, por efecto del
crecimiento del microorganismo. Esta caracteristica se aprovecha para medir de manera indirecta,
por el cambio de color que se registra con un espectrofotémeto, el crecimiento del hongo que se utiliza
en la evaluacién. En este caso se empled una cepa del hongo Fusarium oxysporum.

De cada extracto obtenido en la seccién 2.2 se tomaron 5 mL que se evaporaron en un rotavapor
(Buchi modelo R-215, Suiza) hasta un volumen aproximado de 1.5 mL. Lo anterior se realiz6 para
remover compuestos del solvente que pudieran tener efectos antimicrobianos como la acetona.
Previamente se realiz6 una prueba con el solvente puro para asegurar que al reducir a 1.5 el volumen
inicial de 5 mL de extracto, se eliminaran los residuos toxicos que pudieran haber quedado. Esta
prueba se realizo con el hongo a emplear en el estudio y se comprobé la no inhibicion del desarrollo
del hongo. El extracto evaporado se ajustd a un volumen de 2 mL con agua destilada, se coloc6 en
tubos eppendorf y se almacend a -80 °C hasta su analisis.

Se utilizé6 una cepa del hongo filamentoso Fusarium oxysporum, proveniente de la coleccion de
microorganismos del Centro Nacional de Recursos Genéticos (CNRG) del INIFAP, cuya identidad es
CMCNRG1007, y que esta catalogada como virulenta.

2.3.1 Activacion de la cepa

Para la activacion de la cepa del hongo se utilizé6 como medio de cultivo caldo papa-dextrosa
(CPD) (Dibico) en relacion de 20 mL/caja Petri, en la cual se colocé un disco de F. oxysporum,
conservado a -80 °C en ultracongelador (Thermo, modelo 8607, EUA) donde son resguardados estos
microorganismos, y su posterior descongelamiento utilizando bafio de agua a 37 °C. Se sembro por
medio de impronta para mantener contacto con el medio de cultivo en todo momento. Las cajas se
colocaron en incubadora a 30 °C + 2° por una semana.

2.3.2 Preparacion del indculo fangico

La preparacion del indculo se basé en el método del documento M38-P del Comité Nacional de
Normas de Laboratorio Clinico (NCCLS, 2002), donde se describen los pardmetros para ensayar las
actividades antifingica y fungistaticas (MIC'S, por sus siglas en inglés) en hongos filamentosos. De
la cepa de F. oxysporum activada se tomo con asa micoldgica un explante cuadrado de 5 cm del hongo
desarrollado y se coloc6 en un matraz Erlenmeyer con 150 mL de CPD estéril. En el matraz se instalo
un tapdn de algodon para el ingreso de oxigeno y se incub6 a 30 °C en una estufa (Techne, modelo
TSI500, RU) durante dos dias y con movimientos circulares suaves (120 rpm).

Luego se cribd sobre un vaso de precipitado utilizando una gasa estéril lo que propicié una
suspension de conidios libre de hifas. La concentracion final de conidios se ajusté a 2x10° UFC/mL,
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con el empleo de una camara Neubauer, de acuerdo con la metodologia para conteo celular de
Bastidas (2013).

2.3.3 Inhibicion del crecimiento fingico mediante el ensayo de microdilucion con
azul de alamar

Se empled el compuesto resazurina o AA como indicador indirecto del crecimiento fungico, al
ocurrir una reaccion de éxido-reduccion entre este compuesto y las células del hongo. La resazurina
es un compuesto inocuo permeable a las células y de color azul. Al entrar en las células, la resazurina
se reduce a resorufina, que funciona como un aceptor artificial de electrones en la cadena de
transporte electronico, que produce fluorescencia roja muy brillante o rosa. Las células viables
realizan esta reaccion, generando asi una medida cuantitativa de la viabilidad o citotoxicidad
(Chadha y Kale, 2015).

El ensayo se llevd a cabo colocando 50 pL de la suspension de conidios en cada pocillo de la
microplaca, para luego afiadir 50 pL del extracto a evaluar. En el caso del testigo positivo se utilizaron
50 pL de la suspension de conidios. Para el testigo negativo, se utilizaron 50 pL de concentraciones
del antifiungico comercial Itraconazol (5, 10, 20, 40, 80 y 160 pg/mL), disuelto en CPD, con el fin de
establecer la concentracion minima inhibitoria (CMI) de los compuestos probados fente al hongo. El
itraconazol es un antifingico usado contra hongos filamentosos (Chadha y Kale, 2015). Cada
muestra, incluyendo los testigos positivo y negativo se evaluaron por triplicado. Se realizé una
prueba de control de esterilidad de la placa, para lo cual se colocaron 100 uL de CPD en 4 pocillos de
la placa. Tanto la placa de control de esterilidad como la que contenia los ensayos de los extractos
se sellaron con Parafilm y se colocaron en una incubadora (Binde, modelo BF115, aronTuttlingen,
Alemania) a 30°C durante 24 h. Ya que el ensayo es rapido, se logr6 analizar un elevado nimero de
muestras por dia. La Fig. 1 ilustra la forma de preparacion de ensayos y testigos, asi como la prueba
de esterilidad.

Después de la primera incubacion, se anadieron 10 pL del reactivo Azul de Alamar (Thermofisher,
EUA), en cada pocillo de la placa. Se realizé una segunda incubacién a 37 °C durante 4 h al interior
de un espectrofotdmetro para microplacas Multiskan™ GO (Thermofisher modelo 1510, Finlandia).
Al concluir esta segunda incubacidn, se realizd la lectura de la absorbancia de los pocillos de la placa
a una longitud de onda de 570 nm.

Se calcul6 el promedio de las tres lecturas de absorbancia de cada extracto, asi como el promedio de
todos los extractos para obtener la media poblacional. Como punto de corte positivo o superior se
definio la absorbancia media de la fila de pocillos con la solucién de conidios y CPD (testigo positivo).
La absorbancia promedio a la cual ya no se observé crecimiento del hongo o cambio en el color del
pocillo, fue definida como punto de corte inferior o control negativo.
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Figura 1. Esquema de preparacion de muestras y testigos, asi como de la prueba de esterilidad en la
implementacion de la técnica de microdilucion en placa. SC: Suspension de conidios (2x10° UFC/mL); EXT:
Extracto del grano de maiz; AA: Azul de alamar; CPD: caldo papa-dextrosa; ITRA: Itraconazol diluido en CPD
(20 pg/mL).

Figure 1. Scheme of the preparation of samples and controls as well as the sterility test in the implementation of
the microdilution plate technique for each of the tested forms SC: Conidia suspension (2x105 CFU/mL); EXT:
Acetone extract of corn grain; AA: Alamar blue; CPD: potato-dextrose broth; ITRA: Itraconazole diluted in CPD
(20 pg/mL).

2.4 Prueba de porcentaje de inhibicion fangica

Esta prueba se basa en la evaluacion del crecimiento micelial radial del hongo en CPD en cajas
Petri. Almedio esterilizado y antes de que solidifique, se le agrega una alicuota conocida del extracto



Salinas-Moreno et.al TECNOCIENCIA CHIHUAHUA, Vol. XVII (1) e 1172 (2023)

a evaluar. Volumenes de 10 mL de CPD se depositaron en tubos de ensayo de 13X16 mm y se
esterilizaron en autoclave.

Una vez enfriados los tubos (35-40°C) y bajo condiciones asépticas (en campana de flujo laminar), se
agrego6 una alicuota de 500 pL del extracto a evaluar, se agité y se vertid en caja Petri para su
solidificacién. Luego, se colocoé un explante cuadrangular (0.5x0.5 cm) del crecimiento del hongo
realizado previamente en caja Petri por siete dias, en el centro de ésta. De manera paralela se
prepararon los testigos positivo y negativo. Como testigo positivo se consider6 al tubo con CPD sin
la agregacion del extracto, y el negativo consistid en agregar al tubo 500 pL del Itraconazol a una
concentracion de 20 pg/mL (ppm), que fue la concentracion minima inhibitoria determinada para el
hongo previamente. Las cajas con los explantes del hongo se incubaron a 30 °C + 2 en oscuridad. La
incubacidn se prolong6 hasta que el testigo positivo mostré un crecimiento del hongo tal que cubrid
toda la superficie de la caja, condicién que se alcanzd aproximadamente a los siete dias. Cada extracto
se evalu6 por duplicado.

Se midid el diametro de crecimiento en dos direcciones opuestas del desarrollo micelial con un
vernier. El valor promedio de estas lecturas se relaciond con el diametro de la caja del testigo positivo
(Ochoa et al., 2012).

Se calcul6 el porcentaje de inhibicién del crecimiento del hongo por medio de la Ecuacion (1).

Porcentaje de inhibicién (PI) = (%)(100) Ec. (1)

Donde: CMP= crecimiento micelial del testigo positivo; CMT= crecimiento micelial del tratamiento

3. Resultados y discusion

3.1 Inhibicion del crecimiento fangico mediante el ensayo de microdilucion con
Azul de alamar

En la Fig. 2 se muestra el desarrollo de los conidios con los extractos del grano de tres accesiones
una vez concluida la prueba de microdilucién, asi como la diferencia en el color de cada pocillo. La
actividad antifingica del extracto de la accesion 156 fue elevada al impedir el crecimiento del hongo
y con ello disminuir la oxidacion del colorante. El extracto 114 permiti6 el desarrollo del hongo, el
cual oxido el colorante cambiando el color del pocillo de azul a rosa.
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Figura 2. Desarrollo micelial del hongo F. oxysporum en los pocillos de la microplaca para diferentes accesiones
de grano azul morado, durante el desarrollo de la prueba de microdilucién en placa con Azul de alamar.
Figure 2. Mycelial development of the fungus F. oxysporum in the wells of the microplate for different accessions
of purple blue grain, during the development of the microdilution plate test with Alamar blue.

3.1.1 Accesiones de grano azul morado

De las 60 accesiones con color de grano azul morado evaluadas con la técnica de microdilucién
en placa para el hongo F. oxysporum, solamente 30 presentaron absorbancias por debajo del punto de
corte (Figs. 3 A y B) que se estableci6 en 0.142; las muestras que mostraron valores menores de
absorbancia, se consideraron como candidatas para someterlas a la prueba de inhibicion. El testigo
negativo (Itraconazol), a su concentracion minima inhibitoria (20 pg/mL) obtuvo una absorbancia de
0.135; el testigo positivo de la cepa de F. oxysporum mostro una absorbancia de 0.189. Los valores de
absorbancia obtenidos para las accesiones variaron en un intervalo de 0.130 a 0.166. EL extracto de la
accesion 102, perteneciente a la raza Olotillo fue la que obtuvo el menor valor de absorbancia. Esto
significa que mostré un elevado efecto inhibitorio sobre el desarrollo de los conidios del hongo, lo
que provoco menor oxidacion de la resazurina al haber menos células para oxidar al compuesto. Asi
mismo, la accesiéon 31, de la raza Elotes Occidentales, con un valor de absorbancia de 0.166 fue la de
menor efecto inhibitorio sobre el desarrollo de los conidios.

La respuesta diferencial del crecimiento del hongo a los extractos denota diferencias en la
composicion quimica de éstos. El grano de maiz posee compuestos fenolicos diversos, entre los cuales
los mas abundantes son los acidos fendlicos (Salinas-Moreno et al., 2017), con predominancia de
feralico, p-coumadrico y galico (Libron et al., 2021). La toxicidad de cada acido fendlico difiere segin
la especie de Fusarium de que se trate, pero en general, los acidos ferulico y p-coumarico exhiben alta
actividad antifingica (Ferruz et al., 2016).
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Figura 3. Valores de absorbancia y punto de corte de las accesiones de maiz con grano azul morado de la prueba
de inhibicién del crecimiento mediante ensayo de microdilucién en placa.

Figure 3. Absorbance values and cut-off point of maize accessions with blue-purple kernels from the growth
inhibition test using the microdilution plate assay.

Otros compuestos fendlicos presentes en maices con pigmentos antociano son las antocianinas y
flavonoides del tipo flavanoles y flavan 3-ols. Estos ultimos cuando se presentan en forma de
oligdbmeros se denominan proantocianinas (Hiimmer y Schreier, 2008).

Las proantocianidinas (PAs) derivan de la catalisis de la antocianidin reductasa, y se consideran
metabolitos secundarios que regulan la sintesis rio abajo de los flavonoides, particularmente
antocianinas, por lo que en tejidos que acumulan gran cantidad de estos pigmentos se encuentran
en menor proporcion (Han et al., 2012). Estos flavonoides (PAs) tienen una participacion definitiva
en la tolerancia de cultivares de algodén (Gossypium spp.) a Fusarium oxysporum Schlecht. (Su et al.,
2022), o de pepino (Cucumis sativus L.) a Fusarium solani (Mart.) Sacc. (Li et al., 2022).

3.1.2 Accesiones de grano rojo cereza

De las accesiones con color de grano rojo cereza, 70.6 % presentaron valores de absorbancia por
debajo del punto de corte. Las que mostraron valores extremos en absorbancia fueron la 21
perteneciente a la raza Cénico, con 0.130, y la accesion 208 de la raza Elotes Occidentales la cual tuvo
un valor de absorbancia de 0.161 (Fig. 4A). Los maices de grano rojo cereza presentan menor
contenido de antocianinas que los de grano azul morado (Salinas ef al., 1999), pero es posible que
posean mayor contenido de proantocianidinas (PAs), lo que explicaria su mayor AAF
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Figura 4. Valores de absorbancia y punto de corte de las accesiones de maiz con grano rojo cereza (A) y rojo
ladrillo (B) de la prueba de microdilucion en placa.

Figure 4. Absorbance values and cut-off point of cherry red (A) and brick red (B) maize accessions from the
microdilution plate test.

3.1.3 Accesiones de grano rojo ladrillo

El porcentaje de accesiones con grano rojo ladrillo cuyos extractos mostraron valores de
absorbancia por debajo del punto de corte fue 34.6, que es un valor inferior al de las accesiones con
grano azul morado (Fig. 3) y rojo cereza (Fig. 4A).

3.2 Prueba de porcentaje de inhibicion fangica

Las pruebas de microdiluciéon en placa y prueba de inhibicion estan relacionadas de manera
negativa. Un bajo valor de absorbancia en la prueba de microdilucién deberia asociarse con un
elevado porcentaje de inhibicion. Sin embargo, esta relacion no fue contundente entre las muestras
analizadas, debido a que la prueba de microdilucion es presuntiva. De acuerdo con la Fig. 5, la
accesion 8, con un valor de absorbancia muy cercano al punto de corte (0. 141) mostré un valor de
inhibicion de 22 %, en tanto que la accesion 218 con una absorbancia de 0.131 present6 un porcentaje
de inhibicién de 41.3. Es posible también que la lectura de absorbancia a 570 nm usada como
indicador del crecimiento celular no haya sido lo suficientemente sensible para esta actividad
biolégica. Lo ideal es medir en lugar de absorbancia, la fluorescencia del pocillo. Sin embargo,
disponer de un fluoréometros es mucho menos factible que disponer de un espectrofotdmetro, por
cuestiones del costo de un equipo y otro.
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Figura 5. Relacién entre las pruebas de microdilucién en placa (A) y % de inhibicién de crecimiento del hongo
(B) en extractos de accesiones de grano de maiz con diferentes colores. RC: rojo cereza, AZM: azul morado, RL:
rojo ladrillo.

Figure 5. Relationship between plate microdilution tests (A) and and percentage of fungal growth inhibition (B)
in extracts from accessions of maize grains with different colors. colors. CR: cherrry red, BP: blue purple, BR:
brick red.

3.2.1 Accesiones de grano azul morado

En las 30 accesiones de maiz con grano de color azul morado evaluadas mediante la prueba de
PI, se observo una variacion de 16.5 a 49.0 %. El tratamiento con el Itraconazol mostro valores de PI
arriba de 60 % (Fig. 6A). Los maices de grano blanco presentaron valores de Pl entre 5 y 8 %, que se
ubican muy por debajo de los observados en los maices de grano azul morado, lo que demuestra que
el grano de maiz con esta coloracién posee compuestos fendlicos con mayor AAF.

La accesion que presentd el mayor PI fue la 50, que pertenece a la raza Elotes Occidentales. Esta
accesion se ubicd 14 puntos porcentuales debajo del antifingico comercial Itraconazol empleado a
20ug/mL que fue la concentracion minima inhibitoria; la accesion 36, de la raza Bolita presento el
menor porcentaje de inhibicion de todas las accesiones con este color de grano. Las accesiones de
grano azul morado presentaron un porcentaje promedio de inhibicién de 27.8 % y un coeficiente de
variacion de 30.21 %.
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Figure 6. Percentage inhibition of maize accessions with purple blue (A), cherry red (B) and brick red (C) kernel
color selected by the microdilution plate test.
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3.2.2 Accesiones de grano rojo cereza

El porcentaje de inhibicion de las accesiones de grano de maiz color rojo cereza vari6 de 19 a
51.5 % (Fig. 6B), la accesion 20, de la raza Coénico fue la que mayor PI mostro (51.5 %), por lo que
puede decirse que fue la de mayor AAF; el PI de esta accesion se ubico 11.5 puntos porcentuales por
debajo del antifingico comercial (Itraconazol). La accesion 14, de la raza Elotes Conicos fue la que
presentd menor AAF, con un PI de 19 %.

El valor medio del PI para este color de grano fue de 34.69 %, con un coeficiente de variacion de 26.62.
Este valor promedio de PI fue mayor que el observado en las accesiones de grano color azul morado.

3.2.3 Accesiones de grano rojo ladrillo

Los resultados de PI entre las accesiones con esta coloracion de grano variaron entre 21 y 41.5
%. La accesion 3 presentd el mayor Pl 'y pertenece a la raza Olotdn; el menor PIlo presento la accesion
6 que proviene de la raza Dulce (Fig. 6C). El valor medio de PI entre las accesiones de grano RL fue
31.17 %, valor que resulta mayor que el promedio de las accesiones AZM, pero menor al observado
en las accesiones con grano RC.
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4. Conclusiones

El grano de las accesiones de maiz con coloraciones azul morado, rojo cereza y rojo ladrillo
posee actividad antifiingica asociada con el color del grano. De los tres colores de grano analizados,
las accesiones que presentaron el mayor porcentaje de inhibicién fueron las de grano color rojo cereza,
seguidas por las de grano rojo ladrillo y por tltimo las de grano azul morado. Aunque en la prueba
de microdilucion algunos de los extractos evaluados presentaron valores de absorbancia menores
que el Itraconazol, lo que podria significar una elevada actividad antifingica, en la prueba de
inhibicién ninguna de las accesiones iguald el porcentaje de inhibiciéon mostrado por el Itraconazol.
Son necesarios estudios sobre la composicion fendlica de los extractos analizados para determinar los
compuestos fenolicos involucrados en la actividad antifingica del grano de maiz.
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Resumen

Genéricamente podemos considerar a la biomasa como todo aquel material proveniente del
crecimiento de microorganismos, plantas o animales, dicho material representa una fuente de
residuos y en consecuencia de diversas moléculas de interés, las cuales pueden ser transformadas a
otros productos de valor afiadido y potencialmente dutiles. Uno de los propodsitos para su
aprovechamiento seria el uso preferente de biomasa de desecho o en desuso, con lo cual se logra la
disminucion de residuos y el costo de las materias primas. De la hidrdlisis de la biomasa se puede
llegar a diversas moléculas o bloques de construccion entre los que se destacan, pero no se limitan
al furfural y sus derivados, hasta llegar al acido levulinico (AL). El AL es considerado como una
plataforma quimica a partir de la cual se pueden realizar diversas transformaciones quimicas y con
ello preparar una gran variedad de productos ttiles a nivel industrial y en la academia. Para lo
anterior, el uso de metodologias cataliticas es otro aspecto deseable, ya que con ello se logra la
disminucién de subproductos, tiempos de reaccién y consumo de energia. En este trabajo se resalta
el uso de metales abundantes en la naturaleza para efectuar dichas transformaciones cataliticas.

Palabras clave: biomasa, catalisis, homogénea, sustentable, metales, acido levulinico.

Abstract

Biomass can be considered any material from microorganisms, plants, or animals growing; such
material represents a source of a variety of molecules of interest that can be transformed into new
value-added useful products. A target for this is the use of waste or final-use biomass, aiming to
reduce the production of residues and lower the cost of raw materials. Several molecules and
building blocks of interest can be derived from biomass hydrolysis, including furfural and closely
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related derivatives to yield Levulinic Acid (LA). LA is considered a chemical platform from which it
is possible to prepare a variety of valuable products for industry and academia. To achieve that,
using catalytic methodologies is a desirable aspect to achieve fewer byproducts, shorter reaction
times, and low energy consumption. This work focuses on using earth-abundant metals to make
these catalytic transformations.

Keywords: biomass, catalysis, homogeneous, sustainable, metals, levulinic acid.

1. Introduccion

Historicamente la biomasa ha sido una fuente de alimentacion y energia, asi como una fuente
de medicamentos, fragancias y condimentos. No obstante, fue hasta la segunda mitad del siglo XIX
que inicié la conversion industrial de la biomasa a productos quimicos y materiales ttiles, con la
produccién de ésteres de celulosa y de lindleum. Desde inicios del siglo XXI ha ido en aumento el
numero de productos obtenidos a partir de la biomasa a saber, diversos sabores y fragancias son
producidos por la conversién catalitica de terpenos; asi como surfactantes y lubricantes fabricados
por la industria de aceites vegetales y un gran ntimero de materias primas son obtenidas por la
conversion de carbohidratos procedentes de diferentes cultivos. Sin embargo, los productos
derivados de la biomasa sufrieron una fuerte competencia econdmica por los productos menos
costosos obtenidos a partir de hidrocarburos por medio de rutas convencionales las cuales han sido
constantemente optimizadas en los tltimos cien anos (Gallezot, 2012; Ravelli y Samori, 2021).

La sociedad utiliza en la actualidad mucha energia y productos de consumo provenientes de la
industria quimica, desde combustibles hasta productos farmacéuticos. Los combustibles fésiles eran
usados ocasionalmente hasta la revolucion industrial, pero en tiempos recientes el mantenimiento
de altos niveles de produccién y consumo al menor costo ha implicado una fuerte dependencia de
dichos combustibles a nivel global (Gallezot, 2012).

Hoy en dia se busca reducir las emisiones de CO:de acuerdo con el protocolo de Kyoto aunado a la
disminucion de las reservas de combustibles fosiles, lo cual ha dirigido la atencién de la comunidad
cientifica a la busqueda de soluciones innovadoras para el abatimiento de los niveles de CO:2 y para
el reemplazo de las fuentes fosiles por fuentes renovables y sustentables. En este contexto la biomasa
ha ganado interés como una fuente de diversas materias primas o plataformas quimicas de
compuestos basados en carbono (Kamm et al., 2006).

Tanto en la arena académica como en la industrial, se han investigado metodologias para utilizar la
biomasa como materia prima en la preparacion de compuestos organicos debido a su disponibilidad,
alta regeneracion y facilidad de distribucion (Mika et al., 2018). El uso de la biomasa es uno de los
temas clave en el desarrollo sustentable debido a que las fuentes biolégicas son renovables y neutras
en términos del CO: producido-reutilizado (huella de CO: virtualmente nula), en marcado contraste
con los combustibles fosiles generadores de CO2 (Arakawa ef al., 2001). Las moléculas obtenidas de la
biomasa contienen en su estructura grupos funcionales que potencialmente requeririan un menor
numero de etapas en la sintesis de compuestos quimicos comparado con los hidrocarburos.
Adicionalmente, los productos de la biomasa podrian tener propiedades mas atractivas comparadas
con los productos derivados de los hidrocarburos, por ejemplo, la biodegradabilidad y la
biocompatibilidad, por lo que en algunos paises como los Estados Unidos existen programas
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gubernamentales del Departamento de Energia para la implementacién del uso de biomasa. En
Europa la organizacion SUSCHEM promueve el incremento del uso de materias primas renovables
para la produccion de derivados quimicos y de energia (Gallezot, 2007).

Considerando los principios basicos de los procesos sustentables la biomasa haria posible lograr
ciertos objetivos como son: disminucién de la contaminacién, disminucién del uso o fabricacién de
productos quimicos peligrosos, reduccion de materiales de desecho por tecnologias de conversion
mas eficientes y el uso de biomasa como una fuente de energia renovable, bajo el concepto de
“biorrefineria” como la integracion de diversos procesos de conversion para la generacion de
combustibles y la obtencién de productos quimicos de valor agregado, empleando preferentemente
todos los atomos de carbono provenientes de las materias primas (economia atomica) (Corma et al.,
2007).

Una tendencia encontrada en los sistemas cataliticos para la hidrogenacién de derivados de la
biomasa ha sido el uso metales nobles (Mika y Horvath, 2021). Los cuales, debido a su poca
abundancia y altos costos, limitan sus aplicaciones y la sustentabilidad de la biorrefineria.
Considerando lo anterior, una alternativa al uso de catalizadores de metales nobles es emplear
catalizadores basados principalmente en metales de la primera serie de transicién (por ejemplo, Fe,
Ti 6 Mn), lo cual ha ganado mucha atencién para su uso en la valorizacion de derivados de la biomasa
y se ha convertido en un tema de interés en los tltimos afios (Dutta ef al., 2019).

2. Biomasa y el concepto de Biorrefineria

La Unioén Internacional de Quimica Pura y Aplicada (IUPAC) define a la biomasa como
“Material producido por el crecimiento de microorganismos, plantas o animales” (IUPAC, 1997). Hoy
en dia el interés se centra preferentemente en el material de desecho de dicha biomasa, el cual no
tiene un uso directo como alimento, intermediario quimico o fibras procedentes de ésta. Los desechos
antes mencionados pueden provenir de la industria agropecuaria, sargazo y/o biosolidos de
desechos urbanos entre muchos otros.

Actualmente la atencidon académica mundial estd enfocada en que a mediano o largo plazo la
obtencién de energia o de materias primas sea satisfecha con productos provenientes de recursos
renovables y que dichas substancias sean transformadas en nuevos productos tutiles. Se busca que
las materias primas no sean toxicas (como las provenientes de la biomasa) y que los productos
obtenidos resulten ser biodegradables. Se pretende que la emision de gases de efecto invernadero,
se compense por completo con el consumo de CO: como materia prima, logrando una huella de
carbono virtualmente neutra, contrario al uso de fuentes fosiles los cuales aumentan la produccion
de COa.

Considerando las premisas anteriores se establecen los principios de una biorrefineria, la cual la
define la Agencia Internacional de Energia -Bioenergia (IEA Bioenergy) como “un proceso sostenible
para la transformaciéon de la biomasa en una gama de productos de base bioldgica como los
alimentos, piensos, productos quimicos, materiales y bio-energia a saber biocombustibles,
generacion de energia y/o calor" (De Jong et al., 2020). De manera analoga a una refineria tradicional
que emplea fuentes fosiles, se requiere el uso de catalizadores para llevar a cabo las transformaciones
quimicas de la materia prima de manera selectiva y temperaturas de reacciéon mas bajas, para que el
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proceso sea sustentable ambiental y energéticamente. En la Fig. 1, se muestra un modelo conceptual
simplificado de una biorrefineria, basado en la econdmica circular (Stegmann et al., 2020).

Diéxido de carbono- CO,

] 4]
@,JL" )\,\g,on
Lo Mo },— “_‘m oro‘_-_::‘:l.(\

p 2 ,g; (FF) [Ln;
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Residuos sblidos de biomateriales

Figura 1. Modelo conceptual simplificado de una biorrefineria
Figure 1. Simplified conceptual model of a biorefinery

De forma general se pueden agrupar tres clases de materias primas derivadas de la biomasa
apropiadas para la produccion de combustibles renovables: materias primas amilaceas (incluidos los
azucares), triglicéridos y materiales lignocelulésicos. En la Fig. 2 se muestran los diversos
biocombustibles que se pueden obtener con cada una de las materias primas antes mencionadas
(Alonso et al., 2010). Las amilaceas estan compuestas por polisacaridos de glucosa unidos por enlaces
glucosidicos a, como la amilasa y la amilopectina, sustancias que se hidrolizan facilmente a los
mondmeros de azticar correspondientes lo que facilita su procesamiento, como ocurre en las
instalaciones de bioetanol de primera generacion.

Los triglicéridos estan compuestos de acidos grasos y glicerol derivados tanto de fuentes vegetales
como animales. Las fuentes de triglicéridos para la produccion de biodiesel incluyen varios aceites
vegetales, productos derivados del aceite de desecho (p. €j., grasa amarilla) y algas. La lignocelulosa
es la clase de biomasa mas abundante. Mientras que el almidoén y los triglicéridos solo estan presentes
en algunos cultivos, la lignocelulosa contribuye a la integridad estructural de las plantas y, por lo
tanto, resulta omnipresente. La mayoria de los cultivos energéticos y la biomasa residual
considerada para la produccion de energia son materias primas lignoceluldsicas, entre los que se
incluyen desechos de pastos y trigo, residuos agricolas, desechos municipales y residuos del
procesamiento de la madera. La lignocelulosa se compone de tres fracciones diferentes: lignina,
hemicelulosa y celulosa (Huber y Corma, 2007).
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Figura 2. Materias primas derivadas de la biomasa y plataformas para la conversién a biocombustibles.
Figure 2. Biomass-derived feedstocks and platforms for conversion to biofuels.

3. El 4cido levulinico como plataforma quimica

De la ruptura de los tres componentes principales de la lignocelulosa (celulosa, hemicelulosa
y lignina; Fig. 2) por via de la hidrolisis se obtienen moléculas pequenas, conocidas como bloques de
construccion o plataformas quimicas iniciales conocidas como IPC’s por sus siglas en inglés. Aunado
a lo anterior, el departamento de energia de los Estados Unidos, realizé un estudio y proyeccion
econdmica de cada una de ellas, para establecer su uso potencial en la elaboracién de materias primas
o productos ya en uso, o nuevos productos de interés, pero de fuerte demanda entre los
consumidores. Se determinaron 12 plataformas quimicas selectas la de mayor proyeccidn, es el acido
levulinico (AL), que es ademas el producto principal en la hidrdlisis de la hemicelulosa, Fig. 3 (Werpy
y Peterson, 2004; Alonso et al., 2013).
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Figura 3. Obtencion del acido levulinico (AL) a partir de la lignocelulosa.
Figure 3. Obtaining levulinic acid (LA) from lignocellulose.

El AL es una de las moléculas derivadas de la biomasa mas importantes porque tiene dos grupos
funcionales reactivos y esta disponible comercialmente a bajo costo como residuo de celulosa
(Clement, et al., 2014). Entre los productos derivados de su hidrogenacién se encuentran el acido
hidrovalerico (AH) usado en la industria de pinturas, el 1-4 pentanediol (1,4-PDO) usado como
monomero para la elaboracion de polimeros y en la quimica fina (es decir en la sintesis de alto valor
anadido), la y-valerolactona (GVL) y el 2-metiltetrahidrofurano (MTHEF) estos dos tltimos usados
como aditivos para combustibles y disolventes, ver Fig. 4 (Kumaravel et al., 2019).
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Figura 4. Diversos productos derivados del acido levulinico.
Figure 4. Various products derived from levulinic acid.

4. En camino a procesos cataliticos sustentables

Hoy en dia la mayoria de los sistemas cataliticos para la conversion de AL en materiales de
valor agregado estan basados en metales nobles, especialmente en la hidrogenaciéon del AL a GVL o
2-MTHF (Mika y Horvath, 2021). Sin embargo, debido a la baja abundancia de metales nobles en la
naturaleza, el uso de estos metales conduce directamente a un aumento en los costos de la
biorrefineria y una menor sustentabilidad. Por ello, buscando alternativas al uso de catalizadores de
metales nobles, surge el interés del empleo de metales no nobles en dichos sistemas cataliticos,
basados principalmente en metales de la primera serie de transicion (abundantes), los cuales han
atraido mucha atencion para ser usados en la valorizacidon de AL, proceso que se ha convertido en
un tema de interés y actualidad (Dutta ef al., 2019; Liu et al., 2019; Jurado-Vazquez et al., 2021).
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Para ejemplificar lo anterior cabe mencionar un ejemplo reciente en el drea de catdlisis homogénea
con metales abundantes como el manganeso (Mn). El uso de compuestos organometalicos de Mn
desencadend un gran interés en la ultima década y atn lo contintia haciendo (Valyaev et al., 2016;
Sortais, 2021). Quizds desde el descubrimiento de los primeros sistemas cataliticos eficientes de
(des)hidrogenacion empleando Mn por Beller y Milstein a principios del 2016 esta drea evoluciono
explosivamente para convertirse en un objeto de estudio muy competido en el campo de la catalisis
(Elangovan et al., 2016; Mukherjee et al., 2016).

Considerando los informes iniciales con manganeso la bibliografia reciente pone en evidencia que
las arquitecturas de los complejos originales conteniendo ligantes tridentados (o pinzas, Fig. 5) no
son requisitos necesarios para obtener catalizadores de hidrogenacion eficientes, ya que los
complejos que contienen ligantes bidentados, menos elaborados pueden ser competitivos o incluso
superiores en términos de actividad catalitica y/o ambito de aplicacién (Gardurio y Garcia, 2018).

Figura 5. Ejemplos de compuestos de manganeso con ligantes polidentados usados en reduccion catalitica.
Figure 5. Examples of manganese compounds with polydentate ligands used in catalytic reduction.

Hoy en dia se han documentado varios casos exitosos de sistemas cataliticos de Mn(I) que contienen
solo ligantes donadores auxiliares simples o incluso se basan tinicamente en precursores del
carbonilo metalico, lo que indica la existencia de mecanismos de reaccion no convencionales que sin
duda surgen de la especificidad de la quimica de complejos organometalicos de manganeso
(Gulyaeva et al., 2022).

Nuestro grupo de trabajo ha hecho algunas contribuciones recientes en el campo antes descrito, entre
los cuales se puede mencionar de forma particular las reacciones de reduccion y ciclacion del acido
levulinico para la formacién de 2-metiltetrahidrotiofeno, catalizada por complejos comercialmente
disponibles de Mn y fuentes de hidrégeno de bajo costo provenientes de los desechos de la
fabricacion de siliconas, como es el caso del tetrametildisiloxano (TMDS) el cual se ilustra en la Fig.
6 (Roa y Garcia, 2021).
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Figura 6. Ejemplo de reduccidn y ciclacién con manganeso.
Figure 6. Example of reduction and cyclization with manganese.

Conclusiones y perspectivas

El uso de materiales provenientes de la biomasa, particularmente de los desperdicios o
productos de desecho, en conjunto con procesos catalizados por metales abundantes ofrece la
posibilidad de disminuir la contaminacién por residuos y el poder producir articulos de valor
agregado de interés para la sociedad de manera sostenible. Muchos de esos procesos estan en vias
de optimizacion para su uso en el futuro cercano, idealmente en la sustitucion gradual de los
combustibles y materiales fdsiles.
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