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RESUMEN

El tequila, una de las bebidas espirituosas mas representativas de México, ve amenazada su autenticidad por practicas de adulteracion y falsificacion,
que afectan tanto a los consumidores como a la industria. La distincion entre las categorias de tequila blanco "100% agave' y 'mixto’ resulta crucial
para garantizar su calidad, valor cultural y comercial. En este estudio se propone un método analitico multivariable basado en espectroscopia de
infrarrojo cercano (NIR) y herramientas quimiométricas para abordar este problema, mediante el uso de modelos matematicos avanzados, incluyendo
andlisis de componentes principales (PCA), regresion de minimos cuadrados parciales (PLSR), k-vecinos cercanos (kNN), andlisis discriminante
mediante regresién de minimos cuadrados parciales (PLS-DA), modelado flexible e independiente por analogia de clases (SIMCA) y sistema de
aprendizaje automatico mediante vectores soporte (SVM). Los resultados muestran que los modelos SVM y PLS-DA lograron clasificaciones perfectas
(sensibilidad, especificidad y precision = 1), evidenciando su eficacia en la autenticacion de las categorias de Tequila. Adicionalmente, el modelo de
regresion SVMR demostré un desempeifio sobresaliente en la prediccion del contenido alcohdlico, con un coeficiente de determinacion (R?) de 1.0.
Este enfoque ofrece una alternativa eficiente, rdpida y no destructiva frente a los métodos tradicionales de control de calidad, como la cromatografia.
Su implementacién en la industria tequilera y laboratorios de rutina puede mejorar significativamente la deteccién de fraudes y garantizar la
autenticidad de los productos. Este estudio destaca el potencial de la espectroscopia NIR y la quimiometria como herramientas clave para fortalecer
el control de calidad en la industria de bebidas espirituosas.

Palabras Claves: Control de calidad, Autenticacidn, Fraude alimentario, Quimiometria, Espectroscopia infrarrojo cercano.

ABSTRACT

Tequila, one of Mexico's most representative spirits, is threatened by adulteration and counterfeiting practices that affect both consumers and the
industry. The distinction between the categories of '100% agave' and 'mixed' white Tequila is crucial to guarantee its quality, cultural and commercial
value. In this study, a multivariate analytical method based on near infrared spectroscopy (NIR) and chemometric tools is proposed to address this
problem, using advanced mathematical models, including principal component analysis (PCA), partial least squares regression (PLSR), k-nearest
neighbors (kNN), partial least squares regression discriminant analysis (PLS-DA), soft independent modeling of class analogy (SIMCA) and support
vector machine learning (SVM). Results show that the SVM and PLS-DA models achieved perfect classifications (sensitivity, specificity and precision
= 1), evidencing their effectiveness in the authentication of Tequila categories. Additionally, the SVMR regression model demonstrated outstanding
performance in predicting alcohol content, with a coefficient of determination (R?) of 1.0. This approach offers an efficient, fast and non-destructive
alternative to traditional quality control methods such as chromatography. Its implementation in the tequila industry and routine laboratories can
significantly improve fraud detection and guarantee product authenticity. This study highlights the potential of NIR spectroscopy and chemometrics
as key tools to strengthen quality control in the spirits industry.

Keywords: Quality control, Authentication, Food fraud, Chemometrics, Near infrared spectroscopy
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INTRODUCCION

El tequila, una de las bebidas espirituosas mas embleméticas de México,
es reconocido mundialmente por su calidad, autenticidad y profundo
vinculo cultural con el pais. Esta bebida se produce a partir de la
fermentacion y destilacion del jugo extraido del agave azul (Agave
tequilana Weber var. azul), de acuerdo con estrictas regulaciones que
garantizan su autenticidad, tales como la Norma Oficial Mexicana NOM-
006-SCFI-2012, vigilada por el Consejo Regulador del Tequila (CRT). Este
reglamento especifica los requisitos para etiquetar un producto como
"100% agave", en comparacién con los tequilas mixtos, que contienen
hasta un 49% de aztcares de otras fuentes (CRT, 2016). A pesar de estos
controles, la adulteracion y falsificacion de tequila han aumentado,
afectando tanto a la industria como a los consumidores. Por ello, es
crucial implementar metodologias analiticas avanzadas que
complementen los métodos tradicionales y faciliten una deteccién rapida
y confiable de posibles fraudes (Warren-Vega et al., 2023).

Los métodos analiticos oficiales de control de calidad alimentaria suelen
estar basados en técnicas analiticas tradicionales, tales como la
cromatografia de gases; usada para la determinacién del contenido
permitido de aldehidos, metanol y alcoholes superiores en tequilas
(NMX-V-005-NORMEX-2018), o la cromatografia de liquidos; utilizada
para la determinacién de los niveles maximos de furfural en tequilas
(NMX-V-004-NORMEX-2018).

La mayoria de las técnicas analiticas tradicionales aplican un enfoque
dirigido y requieren ser llevadas a cabo en instalaciones especializadas
de manera off-line con un tiempo prolongado de andlisis, son de alta
complejidad y, a menudo, requieren de un exhaustivo pretratamiento de
la muestra. Una alternativa para disminuir estos inconvenientes y
aumentar la eficiencia de los anélisis de control de calidad alimentario
es aplicar un enfoque no dirigido para desarrollar métodos analiticos
multivariable (MAM), basados en el uso de técnicas espectroscépicas no
invasivas y herramientas quimiométricas, que sean rapidos, confiables,
sencillos y que el tratamiento de la muestra sea poco o nulo, para que
puedan ser usados como métodos de andlisis de cribado (métodos
analiticos de vanguardia) para una deteccién mas temprana de posibles
fraudes alimentarios (Valcarcel y Cardenas, 2005).

De esta manera, el uso de técnicas espectroscdpicas propicia el
desarrollo de estos métodos analiticos de vanguardia que permiten
agilizar los analisis de control y aseguramiento de calidad de una mayor
cantidad de muestras, dejando las técnicas analiticas tradicionales para

el desarrollo de métodos analiticos de retaguardia (Valcércel y Cardenas,

Revista online: https://revistas.uas.edu.mx/index.php/QBU/index

2005; Jiménez-Carvelo et al, 2021), como lo son los métodos

cromatograficos, utilizados para confirmar ciertos resultados
sospechosos de adulteracion o falsificacion provistos por los métodos
de vanguardia.

Entre las técnicas espectroscopicas mas exploradas para el control de
calidad en la industria alimentaria se encuentran la espectroscopia de
infrarrojo medio con transformada de Fourier (FTIR), de infrarrojo
cercano (NIR) y/o Raman (Arendse et al., 2021; Tirado-Kulieva et al,
2022), cuyos espectros son habitualmente utilizados para desarrollar de
manera individual métodos analiticos multivariable.

En este contexto, la quimiometria ha emergido como una herramienta
esencial en el andlisis de alimentos y bebidas, permitiendo interpretar
grandes volimenes de datos generados por técnicas instrumentales
modernas. Definida como la ciencia que aplica métodos matematicos y
estadisticos para maximizar la extraccion de informacion quimica
(Hibbert, 2016), la quimiometria combina modelos supervisados y no
supervisados para clasificar, predecir y evaluar patrones quimicos. Su
integracion con técnicas espectroscdpicas, como la espectroscopia de
infrarrojo cercano (NIR), representa una solucién innovadora para
superar las limitaciones de los métodos analiticos tradicionales, al
proporcionar andlisis rapidos, no destructivos y mas econémicos
(Arendse et al., 2021).

La espectroscopia NIR se ha consolidado como una técnica versétil en la
industria alimentaria y de bebidas, utilizada para evaluar parametros de
calidad, autenticidad y composicién quimica (Pontes et al., 2006; Keong
Tan et al., 2023). En ese sentido, también se han empleado diversas
técnicas espectroscopicas en la industria tequilera, tales como la
ultravioleta visible (UV-Vis) (Contreras et al., 2010), espectroscopia
infrarroja con trasformada de Fourier (FTIR) (Pérez-Beltran et al., 2021) o
espectroscopia Raman compensada espacialmente (Pérez-Beliran et al.,
2022).

Cuando se combina con herramientas quimiométricas, como regresion
de minimos cuadrados parciales (PLSR), anélisis discriminante mediante
regresion PLS (PLS-DA) o maquinas de soporte vectorial (SVM), es
posible diferenciar entre productos auténticos y adulterados con una alta
precision (Kolomiets et al., 2010; Fernandez-Lozano et al., 2019; Warren-
Vega et al., 2023).

El presente trabajo se enfoca en desarrollar y validar un método analitico
multivariable basado en espectroscopia NIR y quimiometria para
diferenciar entre tequila blanco '100% agave' y 'mixto’, asi como para

predecir su contenido alcohdlico. Este enfoque busca proporcionar una


https://revistas.uas.edu.mx/index.php/QBU/index

Perez-Beltran et a/

¥

- &
QuiBio
J @ >pax 4

herramienta robusta y eficiente para el control de calidad en la industria
tequilera, contribuyendo a la preservacién de la autenticidad y calidad de

esta bebida icdnica.

MATERIALES Y METODOS

MUESTRAS

Un total de 55 muestras de Tequila Blanco de distintas marcas fueron
empleadas en este estudio, de las cuales 30 pertenecian a la categoria
100% agave' (TB - Tequila Blanco) y 25 a la categoria 'mixto’ (TBM -
Tequila Blanco Mixto). Dichas muestras fueron otorgadas por el Consejo
Regulador del Tequila de México (CRT, 2016).

Instrumentacion

Se utilizé un espectrémetro Frontier IR Dual-Range System, PerkinElmer,
equipado con una esfera de integracién NIR IntegratiRTM de 50.8 mm
(2") de diametro, PIKE Technologies. Se analizaron 2 mL de cada muestra
de Tequila Blanco, sin ningtn tipo de tratamiento, los cuales se vertieron
en una celda de cuarzo y fueron cubiertos con un émbolo de oro de 1.0
mm de paso Optico para evitar la dispersion de la radiacion
electromagnética. Las huellas instrumentales NIR se obtuvieron en el
rango 10000-4000 cm™, usando 16 escaneos, con una resolucién
nominal de 4 cm™ y correcciones de fondo entre el andlisis de una
instrumentales obtenidas fueron

muestra y otra. Las huellas

transformadas de transmitancia a absorbancia y corregidas
manualmente en su linea base en los puntos 10000, 9400.67, 8868.69,
7784.51, 6006.13, 5461.28 y 4000 cm™', mediante el software
SpectrumTM 10 STD, PerkinElmer. Finalmente, se digitalizaron y

exportaron en formato ASC (Action Script).

ANALISIS DE DATOS MULTIVARIABLE

Las huellas instrumentales originales NIR, formadas por 6000 variables
cada una (1 dato por cm™), fueron exportadas a formato MATLAB
(Mathworks, Massachusetts, USA, v. R2017b). El conjunto de datos fue
divido en un subconjunto de entrenamiento conformado por 42 muestras
(24 TB / 18 TBM) y un subconjunto de validacion externa formado
por11muestras (6 TB / 5 TBM). Dicha seleccién de muestras se realizd
de manera aleatorizada en una proporcion 80-20% para cada uno de los
subconjuntos previamente mencionados.

Los andlisis de datos multivariable fueron llevados a cabo con el
software PLS_Toolbox (v. 8.6.1, 2019, Eigenvector Research In., Manson,
WA, USA).

Revista online: https://revistas.uas.edu.mx/index.php/QBU/index

Las herramientas quimiométricas empleadas para el analisis
exploratorio fueron analisis de componentes principales (PCA, Principal
Component Analysis) y regresion parcial lineal mediante minimos
cuadrados (PLSR, Partial Least Square Regression), mientras que para
los estudios de clasificacion se emplearon k-vecinos cercanos (kNN, k-
Nearest Neighbor), modelado flexible e independiente por analogia de
clases (SIMCA, Soft Independent Modeling of Class Analogy), andlisis
discriminante mediante regresion parcial de minimos cuadrados (PLS-
DA, PLS-Discriminant Analysis) y sistema de aprendizaje automatico
mediante vectores soporte (SVMs, Support Vector Machines). Para la
prediccién del contenido alcohdlico se utilizé PLSR y regresion mediante
SVMR. Asimismo, para los andlisis exploratorios se aplicaron
conjuntamente los siguientes pre-procesados: filtro Whitaker y 12
derivada; para los estudios de clasificacion se seleccion6 el rango 6000-
4000 cm™, se normalizé (drea = 1) y se realizé un centrado en la media;
mientras que para la prediccion del contenido alcohdlico se utilizaron las
6000 variables a las cuales se les aplicé el filtro Whitaker y 12 derivada

como pre-procesado.

RESULTADOS Y DISCUSION

El Tequila contiene una gran variedad de compuestos volatiles (Soto-
Romero et al.,, 2016), como alcoholes superiores, aldehidos, acidos
grasos, ésteres, compuestos azufrados, algunos compuestos fendlicos y
hasta antioxidantes, los cuales le otorgan su aroma y sabor, éstos han
sido identificados a través de cromatografia de gases (Vallejo-Cérdoba
et al.,, 2004; Pefia-Alvares et al., 2006) y de liquidos (Bukovsky-Reyes et
al., 2018), entre otros métodos analiticos (Warren-Vega et al., 2023). No
obstante, el Tequila esta constituido mayoritariamente por agua y etanol
en proporciones aproximadas de 60% y 40% (NOM-006-SCFI-2012),
respectivamente.

La presencia de ambos componentes mayoritarios se puede corroborar
en la Figura 1, donde se muestran las vibraciones caracteristicas de agua
y etanol de dos huellas instrumentales de Tequila Blanco, categorias TB
(espectro color rojo) y TBM (espectro color verde), obtenidas mediante
espectroscopia NIR.

Las intensas bandas alrededor de 7000 cm™"y 5200 cm™" se atribuyen a
las bandas caracteristicas de combinacion de vi + vs y vi + vs,
respectivamente, del agua, las cuales estan superpuestas con las bandas
de combinacion del etanol 2xv(OH) y v(OH) + 6(OH); mientras que las

regiones 6000-5500 cm™ e inferior a 4500 cm™ a las vibraciones

10
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2xv(CH) y v(CH) + 6(CH) del etanol (Livermore et al., 2003; Pontes et al.,
2006; Kolomiets et al., 2010).

Tal como se puede apreciar en la Figura 1, las sefiales instrumentales de
ambas categorias de tequila son muy similares, lo que imposibilita su
diferenciacién y autentificacién a simple vista. Es por ello, que se
requiere la aplicacion de herramientas quimiométricas que permitan
extraer informacion relevante de dichas sefales para lograr su adecuada

autentificacion, tal como se detalla en los siguientes subapartados.

% absorbancia

- . L [P
7000 6000 5,000 4000

R
8000
Numero de onda, cm™!

R N,
9000

Figura 1. Espectros NIR de Tequila Blanco. TB: '100% agave'y TBM: 'mixto'.

ANALISIS EXPLORATORIO

El analisis exploratorio se llevé a cabo para estudiar el agrupamiento y/o
comportamiento natural de este conjunto de datos obtenido de muestras
de Tequila Blanco de categorias '100% agave' y 'mixto’, y para detectar
posibles muestras andémalas. Se realizaron diversos pre-procesados,
encontrando que los mejores resultados para estos analisis
exploratorios eran obtenidos al aplicar conjuntamente el filtro Whitaker y

12 derivada.

El primer andlisis exploratorio fue llevado a cabo mediante PCA, el cual
(PCs,

components), mismas que explicaban el 99.2% de la varianza total. Al

se construyd con 6 componentes principales principal
realizar el andlisis de la PC1 vs PC2 y graficar sus puntuaciones (véase
Material Suplementario Figura 1 (a)), se observé que las muestras se
ordenaban en el plano segln su contenido alcohdlico, siendo las de
menor graduacion alcohdlica las situadas en la parte inferior y las de
mayor graduacién alcohdlica las situadas en la parte superior. Asimismo,
dicha gréfica de puntuaciones propicié la deteccién de dos muestras
anomalas (circulos marcados en magenta), las cuales presentaban una
sefal instrumental distinta en el intervalo 6000-5500 cm™" (Figura 1 (b)),
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debido a que el andlisis espectroscdpico de dichas muestras se realizé
con una cantidad inferior a la requerida, por lo que dichas sefiales
instrumentales fueron excluidas de los siguientes andlisis de datos
multivariable. La utilizacién de la herramienta quimiométrica de PCA
también fue utilizada por Contreras et al. (2010) para desarrollar un
modelo con 2 PCs (99.99% de la varianza total), con el cual se obtuvo una
clara agrupacién de Tequilas Blanco y Tequilas Reposado, lo cual se
debié a las caracteristicas inherentes del proceso de afiejamiento
sucedido en las barricas de madera, facilitando asi dichas agrupaciones.
Posteriormente, se realizé un segundo andlisis exploratorio mediante
PLSR, el cual fue construido con 6 variables latentes (LVs, latent
variables), que explicaban el 99.1% y 92.7% de la varianza total en los
blogues X e Y, respectivamente, y cuyo grafico de puntuaciones (LV1 vs
LV2) se observa en la Figura 2. En este caso y a diferencia del grafico de
puntuaciones del PCA, se pueden distinguir claramente las agrupaciones
de las muestras pertenecientes a ambas categorias de tequila, lo cual
demuestra la ventaja del PLSR sobre el PCA debido a su capacidad para

capturar tanto la varianzay correlacion entre los datos (Wise et al., 2006).

Una vez finalizado el andlisis exploratorio, dichos datos fueron
empleados en los siguientes analisis de datos multivariable. Dichos
resultados son consistentes con otras investigaciones realizadas
previamente, atin cuando la técnica espectroscépica fue diferente; por un
lado, se utilizd espectroscopia FTIR con fusion de datos (Pérez-Beltran
et al., 2021) y, por el otro, espectroscopia Raman compensada
espacialmente (SORS, Spatially Offset Raman Spectroscopy) (Pérez-
Beltran et al., 2022). En ambos estudios la herramienta quimiométrica
que mejores agrupaciones mostré fue la de PLS, evidenciando
tendencias claras para las categorias de “100% agave” y “mixto” de las

muestras de Tequila Blanco.

ANALISIS DE CLASIFICACION

Para la realizacion de este tipo andlisis se emplearon distintas
herramientas quimiométricas de analisis supervisado, en las cuales se
consider¢ a la categoria '100% agave' (TB) como clase diana, debido a
que es la categoria con mayor valor econémico y, por tanto, mds
propensa a sufrir adulteraciones y/o falsificaciones. Después de un
estudio exhaustivo de distintos pre-procesados, se seleccionaron
Ginicamente 2000 variables (6000-4000 cm™') de las 6000 variables
originales para eliminar la mayor cantidad posible de interferencia debida

a las caracteristicas bandas de combinacion (vi + v3) del agua.
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Seguidamente, dichos datos fueron normalizados (area = 1) y centrados
en la media. A continuacién, se describen los resultados obtenidos para

cada uno de los modelos matematicos.
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Figura 2. Grafico de puntuaciones (LV4 vs LV6) de andlisis exploratorio mediante
PLSR a conjunto de datos de Tequila Blanco '100% agave' (TB) y Tequila Blanco
‘Mixto' (TBM).

SVM

Para la elaboracion de este modelo matematico se utilizé la funcién
Kernel de 'base radial' con valores 'gama’ y 'costo’ comprendidos entre
los rangos 107%-10 y 1073-10% respectivamente; asi como una
compresion adicional mediante PLS con 16 LVs. Se establecié un valor
de 0.5 como limite de decision para la clasificacién de las muestras,
donde un valor > 0.5 correspondia a las muestras pertenecientes a la
clase TB, mientras que valores < 0.5 a muestras pertenecientes a la clase
TBM. La gréfica de clasificacion, representada por la Figura 3 (a),
muestra los resultados de los conjuntos de entrenamiento y validacion
externa en donde todas las muestras fueron correctamente diferenciadas
en sus clases correspondientes. Los resultados de este conjunto de
validacién se ponen de manifiesto en la tabla de contingencias de
validacion, expuesta a través de la Figura 3 (b). A diferencia de esta
investigacion, Contreras et al. (2010) utilizaron espectroscopia UV-Vis en
conjunto con SVM y PCA para diferenciar entre Tequilas Blancos y
Tequilas reposados, obteniendo una clasificacién 100% correcta. Por su
parte, en el estudio desarrollado por Pérez-Beltran et al. (2022), se utilizé
espectroscopia Raman compensada espacialmente y SVM, en donde la
diferenciacion de las categorias “100% agave” y “mixto” de Tequila
Blanco fue 100% correcta, logrando resultados consistentes con esta

investigacion.
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PLS-DA

El modelo PLS-DA fue construido utilizando 18 LVs, las cuales explicaban
el 100% y 98.3% de la varianza acumulada en los bloques X e Y,
respectivamente, con un error promedio de clasificacién de validacion
cruzada (RMSECV, Root Mean Square Error for Cross Validation) de
0.604. Al igual que en el modelo SVM, se establecié un limite de 0.5 como
criterio de decision, asociando los valores > 0.5 a muestras de la clase
TB y valores < 0.5 a muestras de la clase TBM, tal como se muestra en
su grafica de clasificacion, representada por la Figura 4 (a). Asimismo,
en ella se aprecia la correcta clasificacién de todas las muestras de los
conjuntos de entrenamiento y validacién externa, cuyos resultados de
validacién se recopilan en su correspondiente tabla de contingencias en
la Figura 4 (b). Dichos resultados, coinciden con los obtenidos por Pérez-
Beltran et al. (2021, 2022) en donde el modelo de clasificacion de PLS-
DA fue capaz de diferenciar correctamente todas las muestras
pertenecientes a las dos categorias diferente de Tequila Blanco,

evidenciando el potencial que tiene esta herramienta para obtener

resultados  consistentes independientemente de la  técnica
espectroscopica utilizada.
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Figura 3. (a) Gréfica de clasificacion y (b) tabla de contingencias de validacion
para el modelo de clasificacién SVM. Clase diana: TB-Tequila Blanco '100% agave';

Clase alternativa: TBM-Tequila Blanco 'Mixto'.
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kNN

Para la construccién de este modelo matematico se consideré como
ndmero 6ptimo de vecino un valor de 8 (k = 8), con el cual fue posible
encontrar una pequefia diferenciacién entre ambas clases bajo estudio.
El limite de decisién se mantuvo igual que en los modelos SVM y PLS-DA,
siendo los valores > 0.5 asociados a las muestras de la clase TB y valores
< 0.5 ala clase TBM, tal como se muestra en la gréfica de clasificacion
del Material Suplementario Figura 2 (a).
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Figura 4. (a) Grafica de clasificacion y (b) tabla de contingencias de validacion
para el modelo de clasificacion PLS-DA. Clase diana: TB-Tequila Blanco “100%

agave’; Clase alternativa: TBM-Tequila Blanco ‘Mixto'.

En este caso, el modelo matematico presenté dificultades para
diferenciar las muestras del conjunto de entrenamiento, lo cual se vio
reflejado en la validacién del modelo con 3 muestras mal clasificadas
(circulos marcados en color magenta). Los resultados que pueden
apreciarse en la tabla de contingencias de validacion en la Figura 2(b) del

Material Suplementario.

SIMCA
Para encontrar los mejores resultados se estudiaron dos estrategias en

la construccion del modelo matematico SIMCA: (i) modelo de
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clasificacion con dos clases de entrada (2iC-SIMCA), en el cual se
utilizaron tanto la clase diana (TB) y la clase alternativa (TBM) para
entrenar el modelo, y (ii) modelo de clasificacién con una clase de
entrada (1iC-SIMCA), en el cual sélo la clase diana fue utilizada para la
etapa de entrenamiento del modelo.

A pesar del gran potencial de esta herramienta quimiométrica y de las
dos estrategias estudiadas, no fue posible obtener una clara
diferenciacion de ambas clases de tequila, tal como se aprecia en la
grafica de clasificacién del Material Suplementario Figura 3 (a), en donde
se muestran los estadisticos T2 de Hotelling y Q para la clase diana con
un nivel de confianza del 95%. Las muestras con valores de T2y Q < 1 son
asociadas a la clase TB, mientras que las muestras con valores de T2y Q
> 1 a la clase TBM. Los resultados para el conjunto de validacion se
pueden apreciar en la tabla de contingencias en la Figura 3 (b).

De manera complementaria, se calcularon las cuatro 4 principales
métricas de calidad en el desempefio de cada uno de los modelos de
clasificacion mencionados -sensibilidad (SENS), especificidad (ESPEC),
valor predictivo positivo o precision (PREC) y el valor predictivo negativo
(VPN) (Cuadros-Rodriguez et al., 2016) - las cuales se muestran en la
Tabla 1. Los mejores resultados, con valores = 1, se obtuvieron con los
modelos matematicos SVM y PLS-DA, seguidos del modelo kNN y por
Gltimo 1iC-SIMCA.

Tabla 1. Principales métricas de calidad en el desempefio para los modelos de
clasificacién SVM, PLS-DA, kNN y 1iC-SIMCA.

SVM PLS-DA kNN TiC-SIMCA
Métricas Clase diana (TB, Tequila Blanco 100% agave)
Sensibilidad (SENS) 1.00 1.00 0.83 0.17
Especificidad (ESPEC) 1.00 1.00 0.60 0.40
Valor predictivo positivo o precisién

1.00 1.00 0.83 0.33
(PREC)
Valor predictivo negative (VPN) 1.00 1.00 1.00 0.33

En este sentido, los modelos SVM y PLS-DA son capaces de clasificar
correctamente todas las muestras TB y TBM, lo cual se demuestra a
través de las métricas SENS y ESPEC = 1, respectivamente. Asimismo,
ambos modelos poseen una excelente precision (PREC = 1), lo cual indica
la proporcion de muestras TB bien clasificadas con relacién a todas las
muestras totales asignadas a la clase TB; asi como también un excelente
VPN = 1, lo cual indica la habilidad de ambos modelos para proveer la
proporcion de muestras TBM bien clasificadas con relacién a las
muestras totales asignadas a la clase TBM.

Cabe mencionar que, a pesar de que el modelo kNN clasificé mal

solamente una muestra de TB, obteniendo buenos resultados de SENS y
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PREC = 0.83 en ambas métricas de calidad, sus resultados de ESPEC =
0.60 indican su falta de habilidad para clasificar muestras de la clase
TBM. Por tanto, los modelos matematicos SVM y PLS-DA arrojan mayor
seguridad en los resultados y, por tanto, para su implementacién en
andlisis de rutina y cribado para el control de calidad del Tequila Blanco,
ya que son capaces de clasificar ambas categorias correctamente y de
"aprender" de los datos que se van incluyendo para aumentar el conjunto
de entrenamiento, por lo que la clasificacion de nuevas muestras
desconocidas sera cada vez mas confiable. Del mismo modo, se puede
concluir que estas dos herramientas quimiométricas son altamente
eficaces para la diferenciacién de las dos categorias de Tequila Blanco
(“100% agave” y “mixto”), lo cual resulta mas complicado debido a que
las diferencias quimicas entre si son mas sutiles, debiéndose solamente
al tipo de aztcar utilizado en la fermentacién para su elaboracién.

Prediccion del contenido alcohdlico.
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Figura 5. Curvas de calibracién para la cuantificacion del contenido alcohdlico de
muestras de Tequila Blanco mediante los modelos matematicos (a) PLSR y (b)
SVMR

El conjunto de entrenamiento estuvo conformado por 38 muestras (22 TB
/ 16 TBM) y el conjunto de validacion externa por 9 muestras (6 TB / 3

TBM), los cuales se utilizaron para construir los modelos matematicos
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de regresion PLSR y SVMR para predecir su contenido alcohdlico. El
primero de ellos se construyd con 6 LVs, las cuales explicaban el 99.24%
y 96.90% de la varianza acumulada en los bloques X e Y, respectivamente,
con un RMSEC de 1.481 y R? = 0.969 (Figura 5 (a)). El sequndo modelo
de regresion, SVMR, fue construido utilizando 22 vectores soporte (SVs,
support vectors), funcion Kernel de base radial, y valores dptimos de
gama y costo de 0.00032 y 100, respectivamente. Dicho modelo
matematico proporcioné un RMSEC de 0.091 y un R? = 1.0 (Figura 5 (b)).
Ademas de las métricas de calidad en el desempefio de la prediccion del
contenido alcohdlico comentadas anteriormente, se calcularon otras 5
métricas, sugeridas en las practicas estandarizadas para la validacién de
calibraciones multivariable realizadas empiricamente (ASTM E2617,
2017).

Como se puede observar a partir de las métricas de calidad de la Tabla
2, el modelo de regresion SVMR obtuvo mejores resultados que el modelo
PLSR en cuanto a los errores que estos modelos pueden presentar al
momento de realizar las predicciones. No obstante, el porcentaje de la
desviacion estandar de los residuos de validacion (SDV, Standard
Deviation of Validation residuals), el cual hace referencia a la
concordancia entre el valor predicho y el valor de referencia, de ambos
modelos es muy similar, indicando que las predicciones del contenido

alcohdlico de ambos modelos son muy préximas entre si.

Tabla 2. Métricas de calidad en el desempefio de la prediccion del contenido

alcohélico de muestras de Tequila Blanco mediante SVMR y PLSR.

PLSR SVMR

Métricas Valor (%)

Coeficiente de determinacion (R?) 0.969 1.00
Error cuadrético medio (RMSE) .21 6.22
Error absolute medio (MAE) 517 3.79
Error absoluto de la mediana (MdAE) 6.16 5.02
Error estandar de validacion (SEV) 6.86 6.47
Desviacion estandar de los residuos de validacién (SDV) 6.47 6.21

CONCLUSIONES

La adulteracién y falsificacion de bebidas alcohdlicas espirituosas, como
el tequila, haido en aumento a través de los afios, con lo cual se requieren
de métodos analiticos auxiliares para agilizar y maximizar la deteccion
de dichas bebidas apdcrifas. En este trabajo, se ha desarrollado un
método analitico multivariable basado en la espectroscopia de infrarrojo
cercano (NIR) y herramientas quimiométricas para el control de calidad

de las categorias "100% agave' y 'mixto’ del Tequila Blanco. Las

14


https://revistas.uas.edu.mx/index.php/QBU/index

Perez-Beltran et a/

¥

- &
QuiBio
J @ >pax 4

herramientas quimiométricas con las cuales fue posible obtener
informacién de relevancia de las huellas instrumentales y, por tanto,
mejor desempefio fueron SVM y PLS-DA, con las cuales ha sido posible
diferenciar entre ambas categorias de Tequila Blanco, logrando una
sensibilidad, especificidad, precision y valor predictivo negativo = 1. Del
mismo modo, se desarroll6 un modelo matematico para predecir el
contenido alcohélico de las muestras, con el cual fue posible obtener un
R? = 1.0 al utilizar regresion mediante SVMR.

Dichos métodos analiticos multivariables podrian ser implementados en
laboratorios analiticos de rutina para agilizar el andlisis de muestras y
aumentar la deteccion de bebidas alcohdlicas adulteradas o falsificadas,
asi como también podria ser utilizado en la industria tequilera bajo
condiciones reales de produccion para agilizar el control de calidad de
los productos elaborados en sus instalaciones, ayudando a garantizar su
aplicabilidad practica y confiabilidad en escenarios cotidianos. Este
enfoque puede extenderse a la autenticacion y control de calidad de otras
bebidas alcohélicas, como mezcal, sotol y whisky, enfrentando desafios
similares de adulteracion y falsificacién, lo cual impacta de manera
simultanea en la actualizacion de normativas nacionales e
internacionales, promoviendo estdndares modernos de autenticacion
que incluyan técnicas rdpidas, no invasivas y ambientalmente

sostenibles.
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RESUMEN

La citologia cervical o Papanicolaou (PAP), estudia las células exfoliadas del cérvix, esta prueba revoluciond la salud ptblica mundial, pues redujo
la incidencia y mortalidad por cancer cervicouterino (CaCu). En México, la incidencia ocupa el quinto lugar con 13.2 por cada 100,000 mujeres, y
la prevalencia a 5 afios es de 49.8 por cada 100,000 mujeres. Sin embargo, se desconoce la prevalencia con precision. El objetivo del presente
estudio fue describir la prevalencia de las lesiones cervicales en las derechohabientes del Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS), por grupos
de edad y region del pais. Se realizé un andlisis secundario de datos, capturados de 2018 a 2022, del mddulo de CaCu del Registro Institucional
de Céncer (RIC) del IMSS a partir de 3,581,098 registros citoldgicos tnicos de mujeres entre 25y 95 afios. El resultado prevalente fue negativo
para lesion (97.5%), el resto fueron sospechosos de lesion cervical (2.5%), de los cuales las lesiones de bajo grado fueron las mas prevalentes.
El analisis descriptivo mostré que el 27.77 % fueron registros de mujeres de 45 a 54 afios. El 32.59% de los registros corresponden al centro del
pais. En cuanto a los resultados citolégicos por afio, en el 2018 se report6 la menor prevalencia (4.68%), mientras que la mayor correspondi6 al
2022 (34.42%). Estos datos permitieron determinar que las lesiones premalignas son prevalentes en el IMSS durante 2018-2022, en comparacion
con el resto de los resultados citoldgicos.

Palabras clave: Cadncer cervicouterino, Prueba de papanicolaou, Citologia, Prevalencia, Andlisis de datos secundarios.

ABSTRACT

Cervical cytology or Papanicolaou (PAP), which studies the exfoliated cells of the cervix, has revolutionized public health worldwide by reducing
the incidence and mortality from cervical cancer (CaCu). In Mexico, the incidence ranks fifth with 13.2 per 100,000 women, and the 5-year
prevalence is 49.8 per 100,000 women. However, the precise prevalence is unknown. The aim of the present study was to describe the prevalence
of cervical lesions in female beneficiaries of the Mexican Social Security Institute (IMSS), by age group and region of the country. A secondary
analysis of data, captured from 2018 to 2022, from the CaCu module of the IMSS Institutional Cancer Registry (RIC) was performed from 3,581,098
unique cytology records of women aged 25 to 95 years. The prevalent result was negative for lesion (97.5%), the rest were suspicious for cervical
lesions (2.5%), of which low grade lesions were the most prevalent. The descriptive analysis showed that 27.77% were records of women aged
45 to 54 years. The 32.59% of the records correspond to the center of the country. Regarding cytological results by year, the lowest prevalence
was reported in 2018 (4.68%), while the highest corresponded to 2022 (34.42%). These data allowed determining that premalignant lesions are
prevalent in IMSS during 2018-2022, compared to the other cytological results.

Keywords: Cervical cancer; Papanicolaou test; Cytology; Prevalence,Secondary data analysis.
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INTRODUCCION

EPIDEMIOLOGIA DEL CANCER CERVICOUTERINO

En el mundo, segun el Observatorio Global de Cancer (GLOBOCAN), en
el 2022 el CaCu ocupd el octavo lugar en términos de incidencia, con
662,301 nuevos casos diagnosticados, lo que equivale a 14.1 por cada
100,000 mujeres. En cuanto a su prevalencia en América del Norte a
cinco afios, se registraron 20,889 casos, es decir, 16.5 por cada
100,000 mujeres. Ademads, este tipo de céncer fue el noveno lugar
como causa de mortalidad, con 348,874 muertes al afio, lo que
representa 7.1 por cada 100,000 mujeres (Cancer Today, 2022).

En México, el sistema de salud posee dos programas de tamizaje para
la deteccion oportuna para distintos tipos de céncer que afectan a las
mujeres mexicanas (cancer de mama y cancer de cérvix). La
mastografia es el principal método de tamizaje para cancer de mama,
y la citologia cervical o PAP, ha sido durante mucho tiempo el principal
método de deteccidn y control del CaCu, pero la deteccién del Virus de
papiloma humano de alto riesgo oncogénico (VPH-AR) ha ganado cada
vez mas importancia. (Barquet-Mufioz et al,, 2024). En México, de
acuerdo con los datos del GLOBOCAN (2022), el CaCu ocupa el quinto
lugar en incidencia, con 10,348 nuevos casos reportados, lo que
equivale a una tasa de 13.2 por cada 100,000 mujeres. La prevalencia
a cinco afios se estima en 33,441 casos, lo que representa 49.8 por
cada 100,000 mujeres (Cancer Today, 2022). En términos de
mortalidad, nuestro pais se posiciona en el noveno lugar con 4,909
mujeres fallecidas anualmente a causa de esta enfermedad, lo que se
traduce en una tasa de 6.2 por cada 100,000 mujeres. Estos datos
subrayan la importancia de implementar y fortalecer programas de
tamizaje para mejorar la deteccién y tratamiento del CaCu en la
poblacién femenina mexicana (Cancer Today, 2022). En nuestro pais,
el CaCu es una prioridad en atencion a la salud, pues es causa de
mortalidad de mujeres en edad reproductiva y productiva,
especialmente en dreas con recursos limitados y menor acceso a
servicios de salud (Torres-Roman et al., 2022).

En el IMSS, la citologia cervical con tincién de Papanicolaou es la
prueba de deteccion estdndar para identificar lesiones precursoras de
cancer, y en algunos casos se complementa con la prueba de
deteccion de Virus del Papiloma Humano (VPH) (Barquet-Mufioz et al.,
2024). Datos del IMSS, correspondientes al 2023, indican que el
comportamiento de la incidencia del CaCu en 2019 tuvo un incremento,
en comparaciéon a 2018, de 6.5 a 7.5 casos por cada 100,000
derechohabientes, sin embargo, en 2020 se observé una disminucion
a 4.0 casos por cada 100,000 derechohabientes, probablemente por la
pandemia de coronavirus SARS-CoV-2, que obligd a la disminucién de

la atencién médica de otros padecimientos, para enfocarse en la
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COVID-19 (Wentzensen et al., 2021). Durante el 2021, se observé un
incremento con cifras semejantes a las presentadas antes de la
pandemia, reportando una tasa nacional de incidencia de 6.1 casos de
CaCu por cada 100,000 derechohabientes, y en el 2022 de 8.2 casos
por cada 100,000 derechohabientes, mientras que para el 2023 fue de
8.7 casos por cada 100,000 derechohabientes (Wentizensen et al,
2021). En este mismo afio, los érganos de operacion administrativa
desconcentrada (00ADs) o delegaciones del IMSS, reportaron que la
incidencia mas alta de CaCu, fue en Zacatecas (31.5%), Veracruz Norte
(24.1%), Yucatan (18.6%), Colima (18.6%), y Tabasco (17.6%), mientras
que la menor incidencia la reportaron Nayarit (1.5%), Guerrero (2.4%),
CDMX Norte (2.5%), Tlaxcala (4.5%) y México Oriente (4.6%)
(Coordinacion de Vigilancia Epidemioldgica, 2024).

CITOLOGIA CERVICAL Y TAMIZAJE

La citologia cervical, con tincién de Papanicolaou estudia las células
exfoliadas de la unién escamocolumnar del cuello uterino, para
identificar alteraciones compatibles con lesiones; premalignas o
malignas, del cérvix (Boon et al., 2022). Las primeras pruebas fueron
llevadas a cabo por George Papanicolaou en 1928, y en la década de
1940 comenzd a usarse ampliamente en el dmbito médico, desde
entonces ha sido el principal método de deteccién temprana del CaCu.
Esta prueba revolucioné la salud piblica mundial, al permitir la
identificacién temprana de cambios celulares precancerosos, lo que
ha reducido significativamente la incidencia y mortalidad por CaCu
(Wentzensen & Clarke, 2021).

Para el reporte de los resultados citolégicos se han elaborado un
sinndmero de clasificaciones, actualmente los hallazgos se reportan
mediante la clasificacion de Bethesda 2014, que cataloga las
alteraciones como atipia celular en células escamosas ASC (células
ASC-US (células

escamosas atipicas), en dos modalidades;

escamosas de significado indeterminado), y ASC-H (células
escamosas atipicas que no descartan la presencia de una lesién de
alto grado). Las lesiones escamosas son definidas como lesion
intraepitelial escamosa de bajo grado (LIEBG) y de alto grado (LIEAG),
la LIEBG presenta cambios citoldgicos o histolégicos que se
caracterizan por la presencia de células coilociticas en el epitelio
cervical, y generalmente se resuelven de manera espontdnea. Las
LIEAG, tienen alteraciones celulares que se limitan al epitelio cervical,
sin invasion del estroma por ruptura de la membrana basal (Zur
Hausen, 1996). Las lesiones malignas pueden ser de tipo escamoso o
glandular, denominandoseles CaCu o adenocarcinoma (Ad CaCu) . En
el caso de las células glandulares, se incluyeron las siguientes

clasificaciones: AGC (células glandulares atipicas) y AGUS (células
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glandulares atipicas de significado indeterminado) (Bergeron, 2003;
Pangarkar, 2022).

Por otro lado, en relacién al reporte de los resultados citolégicos,
también se utiliza la terminologia de la clasificacion de Richart (1968)
en la que citologias que presentan alteraciones premalignas o
malignas, son denominadas como neoplasia intraepitelial cervical
(NIC) que se dividen en las siguientes categorias: 1) NIC 1: lesion
intraepitelial de bajo grado (displasia leve). 2) NIC 2: lesion
intraepitelial de grado moderado y 3) NIC 3: lesion intraepitelial de alto
grado, con sospecha de invasion al estroma (Richart, 1967; Safaeian et
al.,, 2007). Ademas, la citologia informa sobre el estado hormonal de la
(Sellors &

Sankaranarayanan, 2003). La fortaleza de la citologia cervical se basa

paciente, y la presencia de microorganismos
en décadas de experiencia en su uso, bajo costo, alta especificidad (86
% al 100 %), y que las lesiones identificadas pueden ser tratadas
(Wentzensen y Clarke, 2021), aunque los valores de sensibilidad son
desalentadores (30% al 87%) (Scott ef al, 2001). EI PAP, se indica a
mujeres en edad productiva y reproductiva, y principalmente en
quienes nunca se lo han realizado o que tengan factores de (Mayorga-
Bautista et al, 2023). La finalidad del tamizaje de CaCu, es reducir la
morbilidad y mortalidad por esta malignidad. El punto de equilibrio de
la prueba de tamizaje que se utilice, esta en identificar las lesiones
precursoras con mayor probabilidad de progresar a CaCu invasor. En
México, desde 1962, el tamizaje se ha realizado mediante la prueba de
PAP, el cual adquiri6 el caracter de Programa Organizado a partir de
1973 (Mendoza, 2017). En la actualidad, las muestras de citologia
cervical o PAP son tomadas en la Unidad de Medicina Familiar (UMF),
y son enviadas a los laboratorios de citologia para su anlisis e
interpretacion. Las mujeres con resultados anormales son referidas a
las clinicas de colposcopia para corroborar el diagnéstico o para
iniciar tratamiento. El tamizaje poblacional tiene los siguientes
criterios: mujeres de 25 a 64 afios de edad y periodicidad trienal. Por
otro lado, la cobertura de PAP de primera vez en el IMSS, se ha
incrementado al pasar de 2007 a 2012 de 25.7% (2,245,064) a 32.8%
(3,230,878) (Coordinacion de Vigilancia Epidemioldgica, 2024).

En México, la norma oficial NOM-014 de CaCu (Secretaria de Salud,
2007), describe las

recomendaciones similares que también siguen organizaciones

acciones  para controlar esta  enfermedad,
internacionales de salud como la Fuerza de Trabajo de Servicios
Preventivos de los Estados Unidos (USPSTF) y las Guias de Tamizaje
para la Prevencién y Deteccion Temprana de CaCu de la OMS, por lo
que el tamizaje primario de CaCu, con PAP es aceptado
a nivel mundial (Saslow et al,, 2012). Es decir, la importancia del PAP

en la reduccién de la mortalidad por CaCu ha sido probadaen
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varios lugares (Lazcano-Ponce et al, 2008). En nuestro pais, un
estudio con modelos de regresion lineal mostrd que la disminucién en
la tasa de mortalidad es proporcional al aumento en la cobertura con
PAP, y la reduccion de la tasa de nacimientos (Lazcano-Ponce et al.,
2008).

Considerando el registro de enfermedades malignas que afectan a la
poblacion de nuestro pais, han habido varias iniciativas (Brau-Figueroa
et al, 2020), por lo que se cuenta con experiencia en registros, sin
embargo, estos registros adn enfrentan dificultades como la falta de
personal, presupuesto e infraestructura adecuada, limitantes que se
deben resolver para tener registroscon estdndares de
calidad internacional. En el IMSS, actualmente se cuenta con el
Registro Institucional de Cancer (RIC), y a nivel nacional se ha creado
la Red Nacional de Registro de Cancer (IMSS, 2017). Los registros,
como el de CaCu, son fundamentales pues de esta manera se podra
definir las necesidades para controlar esta malignidad, al obtener
informacion veridica y actual sobre la incidencia y prevalencia del
CaCu , especificamente en las derechohabientes del IMSS (Canfell,
2019).

La prevalencia, es una medida epidemioldgica importante para la
planeacion de recursos, pues es influenciada por mdltiples factores,
incluyendo aspectos demograficos, tasas de vacunacion, acceso a los
servicios de salud, calidad de los registros de casos, entre otros. En
consecuencia, la prevalencia de lesiones premalignas y malignas del
cérvix reportada en el Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS),
debe tomarse con cautela, al no tener informacién confiable, y control
en la poblacién afectada. El objetivo del presente estudio fue describir
la prevalencia de las lesiones cervicales premalignas y malignas por
grupos de edad y region del pais (O0AD o delegacion), reportadas en

el mddulo de CaCu del RIC del periodo 2018-2022.

MATERIALES Y METODOS

TIPO DE ESTUDIO Y CARACTERISTICAS DE LA POBLACION

Estudio ecoldgico en el que se llevé a cabo el andlisis secundario de
datos, correspondientes a los afios 2018 a 2022 de los registros
citolégicos de CaCu del RIC. La investigacion fue realizada en la
Unidad de Investigacion Epidemioldgica y Servicios de Salud (UIESS),
con la colaboracién de la Coordinacién de Vigilancia Epidemiolégica y
de la Coordinacién de Atencién Oncoldgica. Los criterios de inclusion
fueron; registros Unicos de mujeres entre 25 y 95 afios, de las 35
00ADs del IMSS. Los criterios de exclusion fueron; registros
duplicados, sexo masculino, edad fuera del rango, y fechas invélidas.
Los criterios de eliminacién fueron; registros que no tenian descripcién

citolégica, asi como aquellos con delegacion incorrecta.
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Tabla 1. Prevalencia de negativos a lesion con datos de inflamacion y de sospechosos a lesion cervical de 2018 a 2022

Datos demograficos 3;;18 ,00398 Prev(ao/:c)encla Tasa de prevalencia*
NEGATIVO A LESION CON DATOS DE
INFLAMACIGN 3492835 97.5 97 535
RESULTADOS SOSPECHOSOS DE LESION CERVICAL 88 263 2.5 2 465
CITOLOGICOS ASC-US y ASC-H 22 849 25.9
LESIONES LIEBG 49 819 56.4 56 400
PREMALIGNAS LIEAG 13 848 15.7 15700
MALIGNAS 1747 2 2000
25-34 724 408 20.23 20 200
35-44 811 582 22.66 22700
GRUPO ETARIO 45-54 994 414 27.77 27 800
55-64 841 495 23.5 23 500
65-95 209 199 5.84 5800

*Tasa de prevalencia a 5 afios por cada 100 000 mujeres. Los valores en negritas indican los mas altos y bajos. ASC-US; Atipias celulares del cérvix de significado
indeterminado. ASC-H; Atipias celulares del cérvix que no descaerta lesion de alto grado. LIEBG; Lesién intraepitelial escamosa de bajo grado. LIEAG; Lesion

intraepitelial escamosa de alto grado.

ANALISIS ESTADISTICO

Las variables independientes, y la variable dependiente se analizaron
descriptivamente y expresaron mediante frecuencias y porcentajes.
Las independientes fueron; edad en grupos etarios, y OOAD de
procedencia. La dependiente fue el resultado citoldgico reportado, de
acuerdo a la solicitud de citologia cervical del IMSS, donde el resultado
se describe como; negativo a lesion cervical con datos de inflamacidn,
atipias celulares del cérvix, lesiones premalignas de bajo y alto grado,
cancer epidermoide y adenocarcinoma. El andlisis de los datos se
realizé utilizando Python Software Fundation License y SPSS V. 27 IBM

(International Business Machines Corporation).

RESULTADOS Y DISCUSION

PREVALENCIA DE NEGATIVOS A LESION CON DATOS DE
INFLAMACION Y DE SOSPECHOSOS A LESION CERVICAL DE 2018 A
2022

El RIC es una herramienta electronica creada en el IMSS en el 2015, a

la fecha contiene informacion de cinco tipos de cancer. Respecto al
CaCu, en este registro se recopilan y clasifican todos los casos; tanto
nuevos, como existentes de las derechohabientes, siendo posible
obtener la prevalencia. Sin embargo, en el RIC no se distingue entre
casos incidentes, y prevalentes, por lo que se sugiere crear las
variables; casos incidentes, y casos prevalentes, para poder calcular la
incidencia.

El analisis de la informacion inicié con 5,768,260 registros citolégicos
correspondientes al periodo 2018-2022, posterior a la limpieza de
datos se analizaron un total de 3,581,098 resultados citolégicos tnicos
que tuvieron el siguiente comportamiento; citologia negativa a lesion

con datos de inflamacién 3,492,835 casos, prevalencia de 97.5% y tasa
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de prevalencia de 97,535 casos/ 100,000 mujeres, y aquellos con
sospecha de lesion 88,236 casos, con una prevalencia de 2.5% y una

tasa de prevalencia de 2,465 casos/100,000 mujeres (Tabla 1).

El andlisis exclusivo de los resultados citolégicos sospechosos de
lesion cervical, mostré que los 88,263 casos (100%) se distribuyeron
de la siguiente forma; citologias atipicas de significado indeterminado
(ASC-US, -H) 25.9%, lesiones premalignas; LIEBG fue del 56.4%,
seguido de LIEAG con 15.7%, y para las malignas del 2.0% (Tabla 1).
En el estudio de Mayorga-Bautista (2023), no consideraron la
prevalencia de citologias negativas a lesién con datos de inflamacién,
ni de citologias con atipia celular (ASC-US y -H), pero reportaron que la
prevalencia de las LIEBG fue del 46.4%, del 22.82 % para LIEAG, y el
4.3% para CaCu (Mayorga-Bautista et al., 2023) prevalencias parecidas
a los hallazgos de esta investigacion (Tabla 1). No obstante, los
resultados de ese estudio no son comparables con los resultados
mostrados en este trabajo, ya que en el estudio de Mayorga-Bautista
(2023), los resultados corresponden a una poblacién local atendida en
la Clinica de displasias de en un hospital general de zona del IMSS, del
estado de Querétaro, México, en el afo 2020.

Por grupo etario, de los registros de mujeres entre 25 y 95 afios de
edad de las 35 O0ADs del IMSS, las mujeres de 45 a 54 afios fueron
las que tuvieron la prevalencia mas alta de tamizaje (27.77%) con una
tasa de 27,800 por cada 100,000 mujeres, seguidas de las mujeres de
55 a 64 afios de edad (23.5%) con una tasa de 23,500 por cada 100,000
mujeres, posteriormente por las de 35 a 44 afios (22.66%) con una tasa
de 22,700 por cada 100,000 mujeres, de las de 25 a 34 afios (20.23%)

con una tasa de 20,200 por cada 100,000 mujeres y finalmente las de

21


https://revistas.uas.edu.mx/index.php/QBU/index
https://paperpile.com/c/RSoWDx/648l

Capire-Gastaieda ef a/

¥

- &
OQuiBio
QJ @ >oax 4

65 afios y mas (5.84%) con una tasa de 5,800 por cada 100,000 mujeres
(Tabla 1). La deteccion oportuna del cancer cervical mediante citologia
es esencial para todas las mujeres, especialmente aquellas en etapas
reproductivas y productivas que de acuerdo a la Organizacién Mundial
de la Salud (OMS), la etapa reproductiva de la mujer se define entre los
15y los 49 afios de edad (Herrera-Cuenca, 2017). Mientras que la etapa
productiva, que se refiere al periodo en el que son mas activas
econémicamente, puede considerarse desde los 15 hasta los 64 afios
de edad a nivel global (Organizacion Internacional del Trabajo, 2024),
mientras que en México va de 25 a 54 afios de edad (INEGI, 2023). De
acuerdo a los grupos etarios analizados, el mayor volumen de
informacién que se registra en el RIC, corresponde a las mujeres
incluidas en las etapas reproductiva y productiva de riesgo para CaCu.
En el estudio de Gonzélez-Ldpez et al (2015), el grupo de edad mas
frecuentemente tamizado, fue de los 45 a 59 afos (31%)
independientemente del reporte citoldgico, lo que fue similar a nuestro
estudio con 27.77% de 45 a 54 afios, sin embargo, hay que considerar
que en el estudio de Gonzéalez-Lopez et al (2015) sélo se analizaron
datos locales de Jalisco, de 3 afios y el nuestro fue de 5 afios a nivel

nacional (Gonzalez-Lopez et al., 2015).

El hecho de que el 97.5% de las citologias cervicales fueran negativas
a lesién con datos de inflamacién, sugiere al menos dos escenarios;
en primer lugar, considerando la sensibilidad del PAP (30% al 87%), es
posible que aproximadamente el 50% de los resultados sean falsos
negativos, aun cuando su especificidad es alta (86% al 100%) (Barquet-
Mufoz et al.,, 2024), y en segundo lugar, las derechohabientes IMSS,
son una poblacién que acude regularmente a la UMF para la realizacion
de revision ginecoldgica y toma de PAP (IMSS, 2023), lo que les da la
caracteristica de tener tamizajes frecuentes (Alonso de Ruiz et al,
2005), por lo que posiblemente la prevalencia de negativos a lesion
cervical con datos de inflamacion reportados en el RIC no sea del todo
cuestionable, hipétesis que tendria que comprobarse. Otro aspecto
que puede participar en la elevada prevalencia de citologias negativas
a lesion cervical, es el hecho de que el PAP pasa por un proceso de
multietapas para su evaluacién, quedando vulnerables a errores de
diferente naturaleza, por ejemplo; inadecuada técnica en la toma del
raspado de células cervicales, accidentes en el transporte de las
citologias de la UMF al modulo de citologia, errores en el
procesamiento de las muestras, y errénea interpretacion de las
mismas (Toro de Méndez & Azuaje de Inglessis, 2022). Por otro lado,
en este trabajo no fue posible estimar falsos positivos, falsos
negativos o las proporciones atribuidas a un procesamiento deficiente
de la muestra, como en el caso de Mendoza (2017), quien report que

el 15% de los errores en citologia cervical pueden ser atribuidos a una
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interpretacion citoldgica errénea, en tanto que un 64% puede deberse
al mal procesamiento y toma de la muestra. Ademas, indica que del
10 al 54% fueron falsos negativos, entre el 0 al 52% fueron falsos
positivos, y del 18.5% - 22.2% no fue posible emitir resultado citoldgico
alguno (Mendoza, 2017). Estimaciones que deberian poder calcularse
con la informacién registrada en el RIC para que los tomadores de

decisiones en politicas de salud cuenten con informacion veraz.

PREVALENCIA, Y TASA DE PREVALENCIA A 5 ANOS (2018-2022) POR
RESULTADO CITOLOGICO Y GRUPO ETARIO: ANALISIS DE LA
TOTALIDAD DE DATOS

La prevalencia a 5 afios, calculada a partir de 3,581,098 registros
citolégicos totales, se distribuyd de la siguiente forma; las citologias
con resultado negativo a lesién con datos de inflamacién fueron del
97.5%, con una tasa de 97,535 casos / 100,000 mujeres. Para las
atipias celulares del cérvix (ASC-US y ASC-H), la prevalencia fue de
0.64%, con una tasa de 640 casos/ 100,000 mujeres. Para LIEBG la
prevalencia fue de 1.39%, con una tasa de 1390 casos/100,000
mujeres. Mientras que para LIEAG fue de 0.38%, con una tasa de 380
casos/100,000 mujeres. Finalmente, para CaCu, la prevalencia a 5
afos fue de 0.05%, con una tasa de 50 casos / 100,000 mujeres (Tabla
2). Posterior a una exhaustiva revision de literatura, sobre la
prevalencia y tasa por 100,000 mujeres a 5 afios de; citologias
negativas a lesion con datos de inflamacion, ASC- (US y H), LIEBG y
LIEAG, no encontramos referencias con las que fuera posible hacer
comparaciones, por lo que en este trabajo la informacién que
presentamos es nueva respecto a la prevalencia, y tasa de prevalencia
por 100,000 mujeres para estos resultados citoldgicos a 5 afios. Por
el contrario, especificamente para CaCu la tasa por 100,000 mujeres a
5 afios fue 50 casos (Tabla 2), parecida a la reportada en el
GLOBOCAN (2022), en el que indican una una tasa de 49.8 casos por
cada 100,000 mujeres (Cancer Today, 2022). En este trabajo la tasa de
prevalencia por 100,000 mujeres para CaCu, se calculd a partir del
reporte citoldgico, mientras que en el GLOBOCAN (2022), esta tasa es
a partir de casos confirmados de CaCu. Es importante sefalar que la
informacion aportada por el Globocan (2022) para CaCu en México,
proviene del Instituto Nacional de Estadistica Geografia e Informatica
(INEGI) de casos confirmados de cancer, y nuestros datos
corresponden a los reportes citolégicos de las derechohabientes del
IMSS. Esto refleja la necesidad de verificar que el registro de los datos
se realice en los establecimientos de salud del IMSS correspondientes,
ademas de una evaluacién mds profunda de los factores que pueden
influir en la variabilidad de las tasas de prevalencia, como infeccién

por VPH 16y 18, acceso y participacion en los programas de tamizaje
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Tabla 2. Prevalencia, y tasa de prevalencia a 5 ailos (2018-2022) por resultado citoldgico y grupo etario: anilisis de la
totalidad de datos
RESULTADO Grupo Casos Prevalencia Tasa de Casos | Prevalencia (%) Tasade
CITOLOGICO etario (%) prevalencia* prevalencia*
25-34 | 700 413 19.56 19 560
NEGATIVO A 35-44 | 788 586 22.02 22 020 349283
LESION CON DATOS | 45-54 | 970 742 27.11 27110 ' 5 ’ 97.5 97 535
DE INFLAMACION | 55-64 | 827 405 23.10 23100
65-95 | 205 689 5.74 5740
25-34 | 4662 0.13 130
CELSILF:EAS?DEL 3544 | 5356 0.15 150
CERVIX 45-54 | 6803 0.19 190 22849 0.64 640
(ASC-US, -H) 55-64 | 4859 0.14 140
65-95 | 1169 0.03 30
25-34 | 16 370 0.46 460
. 35-44 | 13 645 0.38 380
LESI%I;:E()BAJO 45-54 | 12716 0.36 360 49819 1.39 1390
55-64 | 5845 0.16 160
65-95 | 1243 0.03 30
25-34 | 2771 0.08 80
. 35-44 | 3652 0.10 100
LESIO(?R?)%ALTO 45-54 | 3642 0.10 100 13848 0.38 380
55-64 [ 2911 0.08 80
65-95 872 0.02 20
25-34 192 0.01 10
35-44 343 0.01 10
MALIGNO 45-54 | 511 0.01 10 1747 0.05 50
55-64 475 0.01 10
65-95 226 0.01 10
TOTAL 3581098 45815.7 3581098 100

*Tasa de prevalencia a 5 afios por cada 100 000 mujeres. De acuerdo con el resultado citolégico, los valores altos son destacados en negritas, tanto en las
columnas correspondientes a; grupo etario, casos, prevalencia (%) y tasa de prevalencia por 100,000 mujeres, como los valores correspondientes a los

totales de; casos, prevalencia (%) y tasa de prevalencia por 100,000.

(Organizacion Mundial de la Salud, 2023), factores socioeconémicos,
comportamientos sexuales, tabaquismo, estado inmunoldgico, uso
prolongado de anticonceptivos orales, nimero de embarazos a
término (American Cancer Society, 2024), y vacunacién contra VPH,
entre otros, que permitan realizar mejoras de politicas en salud
(Organizacion Mundial de la Salud, 2023), a partir de datos

representativos.

PREVALENCIA Y TASA DE PREVALENCIA POR RESULTADO
CITOLOGICO Y GRUPO ETARIO PARA CADA ANO DEL PERIODO
ESTUDIADO

El periodo de 2018 a 2022, mostré que para el 2018, se observo la
menor prevalencia de estudios citolégicos (independientemente del
resultado), siendo de 4.7%, mientras que la mayor prevalencia se

observd en 2022 con una prevalencia de 34.4%. En general el
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comportamiento de las prevalencias anuales de los resultados
citolégicos fue en aumento, con excepcion del 2020, donde la
prevalencia fue de 13.3%, lo que puede estar asociado a las limitantes
en la atencidn de pacientes con padecimientos diferentes a la COVID-
19. Finalmente, fue posible observar una tendencia en el incremento
anual del registro de datos citoldgicos en ~ 30 % del 2018 (4.7%) al
2022 (34.4%).

Los resultados citoldgicos; negativos a lesion cervical con datos de
inflamacién fueron los mas prevalentes en cada uno de los 5 afios
estudiados, seguido de LIEBG, atipias cervicales (ASC-US y -H), LIEAG
y malignas. Considerando las tasas anuales por 100,000 mujeres para
CaCu, no se observaron contrastes importantes entre cada afio
analizado, exceptuando las tasas de los afios 2021 y 2022, que fueron

de menos de la mitad de lo reportado de 2018 a 2020, la disminucion
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en la tasa de CaCu en 2021y 2022, se podria atribuir a que el tamizaje
para la deteccion oportuna de lesiones premalignas ha tenido efecto
positivo en la disminucion de los casos de CaCu en México. Es posible
que en los proximos afios, la disminucién en la prevalenciay en la tasa
de CaCu por 100,000 mujeres, por efecto de la vacunacién oportuna
contra el VPH pueda ser menor (Alonso de Ruiz et al., 2005) (Tabla 3).

Especificamente, por grupos etarios y resultado citoldgico, en el
periodo de estudio (2018-2022) las mujeres de 45-54 tuvieron la mayor
prevalencia de citologias negativas a lesion con datos de inflamacidn,
y de atipias celulares del cérvix. En las mujeres de 25 a 34 afios fue
mas prevalente el resultado LIEBG, mientras que en las mujeres de 35-
54 afios, fue notoria la prevalencia de las LIEAG, finalmente el grupo
etario que incluye a las mujeres de 45 a 64 afios tuvieron mayor

prevalencia de CaCu (Tabla 3).

En el estudio de Gonzalez-Ldpez et al (2015), las muestras con NIC 1
o LIEBG, se presentaron con mayor frecuencia entre los 35 a 59 afios.
En contraste, en este trabajo, por afio de esudio, las LIEBG (NIC 1),
fueron mds prevalentes en el grupo de 25 a 34 afios. Respecto a las
NIC 2/NIC3 o LIEAG, alcanzaron su mayor prevalencia entre los 45 a 59
afos de edad (Gonzalez-Lépez et al., 2015), mientras que en esta
investigacion las LIEAG (NIC 2/ NIC 3) fueron prevalentes en el grupo
de 35 a 54 afios de edad (Tabla 3). Es evidente que la distribucion de
los grados de lesion pre maligna del cérvix varia segun la edad de las
pacientes, la poblacion de estudio, de factores como la infeccién por
VPH de tipos virales oncogénicos, estado inmunoldgico de la paciente,
entre otros. En general, en las pacientes mas jévenes son mas
prevalentes las lesiones de tipo NIC 1 o LIEBG, mientras que las NIC
2/NIC 3 o LIEAG, son prevalentes en mujeres de mayor edad dentro del
rango reproductivo (Seefod-Jarquin et al,, 2023) como lo muestran

nuestros resultados.

CASOS Y PREVALENCIAS POR 00AD Y RESULTADO CITOLOGICO DE
2018-2022

De acuerdo a las regiones geograficas de México, conformadas por;
Centro Occidente, Centro del Pais, Noreste, Noroeste y Suroeste,
(PROGRAMA SECTORIAL DE COMUNICACIONES Y TRANSPORTES
2001-2006, 2007), el mayor volumen de resultados citoldgicos provino
del Centro del Pais (32.5%), y el menor volumen de estudios citoldgicos
del Noreste (13.1%) (Figura 1). Por 00ADs, el resultado citolégico
negativo a lesién con datos de inflamacién tuvo mayor prevalencia en
Morelos (79,902 [99.75%]), por el contrario, la 00AD Tlaxcala tuvo la
menor prevalencia de este resultado citolégico (13,078 [87.33%)).

Respecto a las atipias celulares del cérvix la OOAD con mayor
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prevalencia fue Baja California Sur (903 [2.49%]), en contraste la 00AD
con menor prevalencia fue Morelos (48 [0.06 %]). Respecto al resultado
de LIEBG, encontramos una mayor prevalencia en la O0AD Tlaxcala
(1,423 [9.50%)], y la menor prevalencia ocurrié en Morelos (116
[0.14%]). La OOAD Tlaxcala, report6 la mayor prevalencia de LIEAG
(259 [1.73%]), y nuevamente la O0OAD con la menor prevalencia fue
Morelos (25 [0.03%]). Considerando el resultado CaCu, la OOAD
Tlaxcala tuvo la mayor prevalencia (25 [0.17%]), mientras que la 00AD
Colima tuvo la menor prevalencia (4 [0.01%]). Es importante destacar
que las variaciones en las prevalencias de casos registrados por tipo
de lesién citoldgica, entre las diferentes 00ADs del IMSS es posible

atribuirla, entre otros factores, al subregistro de la informacidn, pues

no en todas la O0AD realizan el registro de datos (Tabla 4).

Figura 1. Distribucién de las entidades del pais de acuerdo con las 5 regiones
indicadas en el mapa. En color naranja se resaltan los valore de prevalencia
mds altos y bajos para cada 00AD por resultado citolégico. Elaborado a partir
de PROGRAMA SECTORIAL DE COMUNICACIONES Y TRANSPORTES 2001-2006.

Finalmente, los resultados obtenidos muestran que el tamizaje
mediante la citologia cervical o PAP, en el IMSS seria conveniente
reforzarlos con la deteccion por PCR de los tipos virales de VPH de alto
riesgo oncogénico, en particular los VPHs virales 16 y 18, dada la
elevada prevalencia de citologias negativas a lesién con datos de
inflamacién. Ademas, con fines de investigacion basica, que pueda ser
trasladada a la clinica, la genotipificacion de VPH por técnicas como
la secuenciacién masiva permitira la identificacién de VPHs de otras
familias, como beta o gamma, para establecer relaciones entre los
tipos de VPH de diferentes familias y el proceso oncogénico cervical.
Asi mismo, sera posible conocer la incidencia y prevalencia de tipos
no descritos en otros trabajos, y su relacion con el tipo de lesién
cervical y factores de riesgo sociodemograficos (Osuna-Espinoza et
al., 2024).

CONCLUSIONES

El analisis de los datos secundarios del mddulo de citologia cervical
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Tabla 3. Prevalencia y tasa de prevalencia por resultado citoldgico y grupo etario para cada afio del periodo estudiado

2018 2019 2020 2021 2022 |
RESULTADO s(.; rup(;"e Cas  Prevale ::::ac:: Casos Prevalen pI:::I::c Caso Pr::izle pI:::I::c Caso Pr::izle pI:::I::c Cas Prevalen ;aeijﬂt
CITOLOGICO edad os ncia (%) neia* cia (%) ia* s %) ia* s %) ia* os cia(%) cia*
3 167 % 168 235
2534 (31 196 oo (097 200 20000 [P0 208 2080 |3 196 19600 [2° 196 19600
40 184 103 190 269
344 [0 247 24700 |50 230 23000 |00 223 22300 |0 221 22100 (50} 224 22400
NEGATIVO A 40 202 122 246 357
o 4554 (789 251 25100 |27 252 25200 |9 265 26500 |60 287 28700 (S50 207 29700
DATOS DE 32 173 106 211 302
INFLAMACIG | 5564 |22 200 20000 [173 216 21600 [100 230 2300 (2 246 24600 302 252 25200
N 17 75 34 43 36
6595 17 106 10600 [[> 93 9300 [S5, 73 7300 [T, 50 5000 |30 30 3000
1
ToTAL | 192 967 96700 [89% 977 97700 |%%% 975 97500 [%0 976 97600 [202 975 97500
182 358 876 877 7
25-34 |218 203 20300 |902 211 21100 |ee1 21.0 21000 |1239 202 20200 2) 5 200 20000
35-44 |274 255 25500 |1003 235 23000 |737 234 23400 ;90 227 22700 ;52 237 23700
ATIPIAS 1 2
Ciluiares |54 (293 213 27300 |1210 204 28400 855 271 27100 g 303 30300 gy, 315 31500
DELCERVIX | oc6a [206 102 19200 [836 407 40700 |es2 216 21600 ;58 222 22200 ;77 216 21600
65-05 [84 78 7800 |316 74 7400 |218 69 6900 |287 47 4700 |264 32 3200
TOTA |1 5 8
! i 06 600 |2054 05 500 3153 0.7 700 o9 07 700 o5 07 700
1 3 5
25:34 |1, 337 33700 4048 349 34900 [2235 347 34700 |3, 315 31500 |5 315 31500
35-44 |942 288 28800 |3221 278 21800 |1675 260 26000 303 271 27100 20 , 276 27600
LESION DE 3 4
LESIS 4554 (748 229 22900 [2680 231 23100 (1589 247 24700 |3 267 26700 |}, 272 27200
LU 55-64 (326 100 10000 |1267 109 10900 |752 117 11700 160 124 12400 540 122 12200
65-95 [154 47 4700 384 33 3300 [185 29 2900 |272 23 2300 |248 15 1500
2 1 1 16
ToTAL |2 20 2000 |00 14 1400 6436 1.4 1400 (113 1300 |0 14 1400
25-34 |176 176 17600 |540 185 18500 |367 19.8 19800 |676 205 20500 2)12 212 21200
35-44 |280 28.1 28100 |800 27.4 27400 |465 251 25100 |840 255 25500 ;67 265 26500
LESION DE|45-54 |260 270 27000 |715 245 24500 |487 263 26300 |881 267 26700 |'2? 27.0 27000
0
ALTO GRDO ;
55-64 183 183 18300 [585 200 20000 [379 205 20500 (722 219 21900 [l 218 21800
65-95 [90 9.0 9000 |284 97 9700 |155 84 8400 |177 54 5400 |166 35 3500
3 4
TOTAL | 998 0.6 600 |2924 04 400 1853 04 400 S0 04 400 S, 04 400
2538 |10 6.9 6900 |49 114 11100 |25 94 9400 |52 141 14700 |56 106 10600
35-44 |23 160 16000 |84 190 19000 |55 207 20700 |77 209 20900 |104 198 19800
waLeno | 4554 (31 215 21500 |28 289 28900 |73 274 27400 [105 285 28500 [174 331 33100
55-64 |38 264 26400 |102 230 23000 |82  30.8 30800 |95 258 25800 |158 300 30000
65-05 |42 202 29200 [s0 181 18100 |31 117 11700 |39 106 10600 |34 65 6 500
TOTAL | 144 01 100|433 04 100 266 04 100 368 004 40 526 004 40
1
167 822 475 8824 232
TOTAL 671 47 4700 |592 230 23000 |584 133 13300 |82 246 24600 |76 344 34400

*Tasa de prevalencia por cada 100 000 mujeres
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Tabla 4. Casos y prevalencias por 00AD y resultado citolégico de 2018-2022

NEgSLI\;gTAo;%SIIEON CELSS\?:SS DEL | oS | LESIORDSALTO | maueNo | ToTAL
INFLAMACION CERVIX

ENTIDAD Casos % Casos % Casos % Casos % Casos %
AGUASCALIENTES 26891 95.48 545 1.94 571 2.03 143 0.51 14 0.05 28164
BAJA CALIFORNIA 127627 97.87 1350 1.04 1089 0.84 317 0.24 17 0.01 130400
BAJA CALIFORNIA SUR 34483 95.24 903 2.49 701 1.94 107 0.30 1 0.03 36205
CAMPECHE 37233 97.78 139 0.37 459 1.21 241 0.63 5 0.01 38077
CD. MEXICO 338511 96.44 3273 0.93 6985 1.99 1941 0.55 298 0.08 351008
CHIAPAS 44648 95.87 209 0.45 1243 2.67 410 0.88 61 0.13 46571
CHIHUAHUA 111595 97.51 725 0.63 1389 1.21 684 0.60 53 0.05 114446
COAHUILA 158172 97.93 695 0.43 2156 1.33 449 0.28 47 0.03 161519
COLIMA 31691 98.75 112 0.35 183 0.57 101 0.31 4 0.01 32091
DURANGO 64742 97.45 413 0.62 1024 1.54 224 0.34 33 0.05 66436
ESTADO DE MEXICO 457029 97.26 3496 0.74 7315 1.56 1778 0.38 279 0.06 469897
GUANAJUATO 145931 97.74 822 0.55 2039 1.37 422 0.28 87 0.06 149301
GUERRERO 51136 98.02 160 0.31 736 1.41 119 0.23 20 0.04 52171
HIDALGO 73398 95.45 442 0.57 2321 3.02 717 0.93 19 0.02 76897
JALISCO 210264 97.80 1017 0.47 3265 1.52 340 0.16 108 0.05 214994
MICHOACAN 138390 98.17 501 0.36 1642 1.16 393 0.28 49 0.03 140975
MORELOS 79902 99.75 48 0.06 116 0.14 25 0.03 8 0.01 80099
NAYARIT 65017 97.43 430 0.64 547 0.82 704 1.05 32 0.05 66730
NUEVO LEON 283565 99.25 665 0.23 1035 0.36 381 0.13 67 0.02 285713
OAXACA 44060 95.59 640 1.39 1264 2.74 107 0.23 23 0.05 46094
PUEBLA 171205 98.25 620 0.36 1650 0.95 739 0.42 36 0.02 174250
QUERETARO 136697 97.82 582 0.42 1827 1.31 525 0.38 109 0.08 139740
QUINTANA ROO 61643 94.96 1016 1.57 1839 2.83 397 0.61 23 0.04 64918
SAN LUIS POTOSI 98753 97.06 856 0.84 1706 1.68 385 0.38 43 0.04 101743
SINALOA 61704 98.11 453 0.72 575 0.91 144 0.23 16 0.03 62892
SONORA 70702 96.47 629 0.86 1398 1.91 508 0.69 53 0.07 73290
TABASCO 40184 96.72 603 1.45 561 1.35 174 0.42 26 0.06 41548
TAMAULIPAS 22817 97.50 138 0.59 321 1.37 111 0.47 15 0.06 23402
TLAXCALA 13078 87.33 191 1.28 1423 9.50 259 1.73 25 0.17 14976
VERACRUZ NORTE 187816 98.57 743 0.39 1330 0.70 529 0.28 125 0.07 190543
YUCATAN 63289 98.93 93 0.15 381 0.60 182 0.28 26 0.04 63971
ZACATECAS 40662 96.73 340 0.81 728 1.73 292 0.69 15 0.04 42037
TOTAL 3492835 97.54 22849 0.64 49819  1.39 | 13848  ### | 1747 ### 3581098

del RIC del periodo 2018-2022, permitié conocer que las lesiones
premalignas del cérvix uterino en las derechohabientes del IMSS son
mas prevalentes que las lesiones malignas. Sin embargo, el tamizaje
basado en citologia cervical tiene el riesgo de pasar por alto citologias
con lesiones no identificadas durante la interpretacion por el citélogo.
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Frecuencia de anticuerpos irregulares en pacientes de un hospital de segundo

nivel en la Huasteca Potosina
Frequency of irregular antibodies in patients from a second-level hospital in the Huasteca Potosina
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RESUMEN

Las pruebas de compatibilidad sanguinea requeridas para transfusiones incluyen la tipificacién del grupo sanguineo ABO/Rh, pruebas cruzadas (mayor
y/o menor) y la deteccién de anticuerpos irregulares. Los anticuerpos irregulares pueden desarrollarse en pacientes que han estado previamente
expuestos a antigenos de membrana eritrocitaria y, ante una nueva exposicion, pueden desencadenar reacciones inmunoldgicas. Estas reacciones pueden
generar efectos adversos en la transfusion, como disminucién de la supervivencia de los eritrocitos transfundidos por hemdlisis, con severidad que varia
de moderada a grave. En este estudio se realiz6 una revision retrospectiva de los rastreos de anticuerpos irregulares efectuados durante el afio 2021 en
pacientes atendidos por el Banco de Sangre del Hospital General de Ciudad Valles. Los resultados mostraron una frecuencia de anticuerpos irregulares
del 4%, con anticuerpos identificados como anti-Lewis (25%), anti-E (17%), anti-c (17%), anti-Duffy A (8%) y un 33% sin identificar. Asimismo, los datos
evidenciaron una mayor prevalencia de aloinmunizacién en pacientes de sexo femenino, representando el 83.3% de los casos. El porcentaje de rastreos
positivos observado supera la media nacional establecida por la Norma Oficial Mexicana NOM 253-SSA1-2012. La identificacién adecuada de pacientes
con anticuerpos irregulares disminuye el riesgo de efectos adversos a la transfusion a corto y largo plazo. El conocimiento de los principales anticuerpos
irregulares presentes en la poblacion es clave para desarrollar protocolos de transfusién seguros y eficaces en beneficio de los pacientes.

Palabras claves: Aloinmunizacion, Transfusion sanguinea, Compatibilidad eritrocitaria, Banco de sangre

ABSTRACT

Blood compatibility tests required for transfusions include ABO/Rh blood group typing, crossmatch tests (major and/or minor), and detection of irregular
antibodies. Irregular antibodies can develop in patients previously exposed to erythrocyte membrane antigens and may trigger immune reactions upon
subsequent exposure. These reactions can lead to adverse transfusion effects, such as reduced survival of transfused erythrocytes due to hemolysis,
ranging from medium to high severity. This study conducted a retrospective review of irregular antibody screening performed in 2021 on patients treated
at the Blood Bank of the General Hospital of Ciudad Valles. The results showed a frequency of irregular antibodies of 4 %, with identified antibodies
including anti-Lewis (25%), anti-E (17%), anti-c (17%), anti-Duffy A (8%), and 33% unidentified. Additionally, data indicated that female patients exhibited a
higher prevalence of alloimmunization compared to males, accounting for 83.3% of cases. The percentage of positive screenings observed exceeds the
national average established by the Mexican Official Standard NOM 253-SSA1-2012. Proper identification of patients with irregular antibodies reduces the
risk of adverse transfusion reactions in the short and long term. Understanding the primary irregular antibodies present in the population provides essential
guidance for developing safe and effective transfusion protocols to benefit patients.
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INTRODUCCION

Las transfusiones de sangre son de vital importancia para una amplia gama
de condiciones de salud, principalmente en cirugias, traumatismos
masivos y trasplantes; como coadyuvante en tratamiento de tumores y
neoplasias sanguineas. También se utilizan habitualmente en casos de
complicaciones con el embarazo y de anemia grave del recién nacido
(Organizacion Mundial de la Salud, 2020).

La demanda transfusional de la mayor parte de los pacientes que requieren
una transfusién sanguinea, se ve resuelta al infundir sangre de aquellos
cuyo sistema ABO y Rh (D) es igual que el del paciente. Sin embargo,
antigenos de grupos sanguineos diferentes a estos se pasan por alto,
principalmente porque la cantidad de personas que poseen anticuerpos
dirigidos contra alguno de ellos es menor (Alanazi, 2024; Wu et al., 2024).
De acuerdo con la NOM-253-SSA1-2012, un anticuerpo irregular de
importancia clinica es una inmunoglobulina plasmatica poco frecuente
(prevalencia menor del 1%) que puede causar enfermedad a través de
diferentes mecanismos (Diario Oficial de la Federacion, 2012). La
membrana de los glébulos rojos contiene muchas proteinas de superficie
ancladas y proteinas que atraviesan la bicapa lipidica. Muchas de estas
proteinas de superficie son polimérficas y portadoras de los determinantes
antigénicos de grupo sanguineo. La mayoria de los antigenos de los grupos
sanguineos son glicoproteinas y su especificidad estd determinada
principalmente por el oligosacarido (por ejemplo, ABO) o la secuencia de
aminodcidos (por ejemplo, MNS, Kell, Duffy, Kidd, Diego). Cada sistema de
grupo sanguineo representa un solo gen o un grupo de genes homélogos
estrechamente vinculados. Existen 41 sistemas de grupos sanguineos
registrados formalmente. Se han identificado y secuenciado los 45 genes
responsables de estos sistemas (Red Cell Immunogenetics and Blood
Group Terminology, The International Society of Blood Transfusion [ISBT],
s.f.). Los anticuerpos clinicamente significativos tienen la capacidad de
provocar la destruccién acelerada de los eritrocitos que expresan el
antigeno correspondiente. Debido a su especificidad, estos anticuerpos
pueden causar enfermedad hemolitica del feto y del recién nacido, reducir
la sobrevida de los eritrocitos transfundidos y desencadenar anemia
hemolitica autoinmune. La mayoria de los anticuerpos irregulares
clinicamente relevantes son de tipo IgG aunque también pueden
presentarse, en menor proporcion, como IgM. Entre los mas comunes se
encuentran los pertenecientes a los sistemas Rh (anti-D, anti-E, anti-c, anti-
C, anti-Cw, entre otros), Kell (anti-K, anti-k, anti-Kpa, anti-Kpb, anti-Kpc, anti-
Jsa y anti-Jsh), Duffy (anti-Fy? y anti-Fy?), Kidd (anti-Jk? y anti-Jk®), Lewis

(anti-Le? y anti-Leb), Lutheran (anti-Lu® y anti-Lu®), asi como anticuerpos
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anti-P, anti-P1, anti-Px, anti-A1, anti-M, y anti-N (Peralta-Martinez et al.,
2015).

Segun lo establecido en la NOM-253-SSA1-2012, el rastreo de anticuerpos
irregulares se debe realizar en aquellos pacientes que, por su diagndstico
e historial clinico, se consideren mas propensos a generar dichos
anticuerpos, como pueden ser politransfundidos, mujeres con
antecedentes de embarazos (0 abortos) y aquellos con enfermedades
inmunoldgicas. En pacientes a los que se les haya solicitado transfusion
que tengan dichos factores, debe priorizarse el rastreo, pero eso no
descarta que pueda realizarse a cualquier paciente independientemente
del diagnéstico; por lo tanto, no hay criterios de exclusion, en este trabajo
se clasificaron todos los rastreos realizados y reportados en la base de
datos para el registro (Diario Oficial de la Federacion, 2012).

Estos anticuerpos eritrocitarios pueden detectarse e identificarse por
varias técnicas y su blisqueda constituye una parte crucial en las pruebas
inmunoldgicas pretransfusion de compatibilidad, ademas de constituirse
como fundamentales para el pronéstico, seguimiento y diagndstico de
otros procesos de tipo inmune. El presente trabajo busca determinar la
prevalencia de anticuerpos irregulares en pacientes con rastreo positivo
realizado por el Banco de Sangre que han sido atendidos en un hospital de
segundo nivel que da servicio a la poblacién de la Huasteca de los estados
de San Luis Potosi y el norte de Hidalgo y Veracruz, lo que lo convierte en

un hospital de concentracién de la regién.

MATERIALES Y METODOS

TIPO DE ESTUDIO Y POBLACION

Se llevd a cabo un estudio retrospectivo documental de enero a diciembre
de 2021 a los registros de solicitudes de hemocomponentes para
transfusién de los pacientes que son atendidos en el Hospital General de
Ciudad Valles. De dichos registros se contabilizaron aquellos que cuenten
con el estudio para el rastreo de anticuerpos irregulares, para
posteriormente clasificarlos en rastreos positivos y negativos; con la
informacion recabada se obtuvo el porcentaje de cada uno de ellos, asi
como la frecuencia de los anticuerpos irregulares detectados y
compararlos respecto al sexo de los pacientes. El protocolo fue aprobado
por el Comité de Etica e Investigacién del Hospital General de Ciudad Valles

con ndmero de registro 08/2021.

ANALISIS ESTADISTICO
Se realiz6 estadistica descriptiva para los datos obtenidos de la base de
datos HemoCod (Sistema completo de gestion de redes de hemoterapia).

No hubo criterios de exclusion. Para el andlisis se realizé una tabla de
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frecuencias de los anticuerpos irregulares encontrados, su distribucién por
servicio, por sexo y por grupo etario, asi como el porcentaje de los grupos
sanguineos correspondiente a los pacientes estudiados en el afio 2021 y
los grupos sanguineos de los pacientes con rastreos positivos. Para
evaluar las diferencias con respecto al sexo o al grupo sanguineo de los
pacientes que presentaron rastreo de anticuerpos irregulares (RAI) positivo
se utilizd una prueba exacta de Fisher considerando un nivel de
significancia menor o igual a 0.05. Para evaluar si las caracteristicas como
sexo 0 grupo sanguineo presentan una asociacion significativa con la
presencia de anticuerpos irregulares se realizé un andlisis de razon de
momios por el método Baptista-Pike y el calculo del riesgo relativo con la
puntuacién asintomética de Koopman con el programa GraphPad Prism

8.0.1 para Windows; los gréficos fueron realizados en Microsoft Excel 365.

RESULTADOS Y DISCUSION

FRECUENCIA DE ANTICUERPOS IRREGULARES

El sistema de grupo sanguineo ABO es el mas relevante en el contexto de
las transfusiones sanguineas y los trasplantes de drganos, dado su
impacto critico en la compatibilidad y el éxito de estos procedimientos
(Alanazi, 2024; Wu et al., 2024). La compatibilidad en este sistema es
esencial para la supervivencia del paciente y el prondstico clinico. Sin
embargo, actualmente resulta prioritario desarrollar protocolos que
minimicen el riesgo de aloinmunizacién mediada por otros sistemas de
grupos sanguineos. En este estudio, se llevdé a cabo un andlisis
retrospectivo con el objetivo de recopilar y organizar informacién
relacionada con el RAI en el Banco de Sangre de un hospital de segundo
nivel que brinda atencion a la region Huasteca de San Luis Potosi. Segin
la bisqueda exaustiva, este es el primer estudio de su tipo realizado en
esta region, lo que resalta su relevancia y novedad.

Durante el periodo de estudio, se procesaron 4,619 solicitudes de
hemocomponentes pertenecientes a 3,272 pacientes atendidos en el
Hospital General de Ciudad Valles, de los cuales el 74.6% fueron mujeres y
25.4% fueron hombres. De estas solicitudes, se registré la realizacién de
una prueba de RAI en 300 casos, de las cuales 12 correspondiente al 4%
resultaron positivos. La especificidad del anticuerpo irregular pudo
determinarse en ocho pacientes, mientras que en los cuatro restantes no
fue posible su identificacion. Los datos obtenidos revelan que la frecuencia
de anticuerpos irregulares en pacientes atendidos por el Banco de Sangre
fue del 4%. Aunque esta frecuencia podria considerarse relativamente baja
y supera los valores reportados en otras regiones de México (Mejia-Aguirre

et al., 2018). Sin embargo, en otros paises de Latinoamérica se han
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documentado prevalencias de RAI superiores al 1% (Peralta-Martinez et al.,
2015; Bencomo-Hernandez et al., 2016; Mosquera-Plata, 2016).

ASOCIACION DE LOS ANTICUERPOS IRREGULARES CON LAS
CARACTERISTICAS DE LA POBLACION DE ESTUDIO.

La frecuencia de grupos sanguineos de nuestra poblacién muestra que el
grupo mas recurrente es el O Rh (D) positivo (81.27%), seguido por el A Rh
(D) positivo (12.56%) y el B Rh (D) positivo (4.19%) (Figura 1). Del total de
pacientes (n: 12/100%) con anticuerpos irregulares identificados, 10 casos
(83.33%) corresponden a mujeres y solo 2 a hombres (16.67%), cuyo rango
de edad estaba entre 20 a 69 afios (media de 39), concentrando el 41.6%
de los pacientes entre 20 a 29 afios de edad y el 25% entre los 40 a 49 afios
(Tabla 1). La frecuencia de grupos sanguineos muestra que el 92% (n=11)
de los pacientes con RAI positivo presentaban sangre O Rh (D) positivo.
Con base en estos hallazgos, se infiere que la prueba para la deteccion de
anticuerpos irregulares fue realizada predominantemente en mujeres,
siendo la mayoria de ellas portadoras del grupo sanguineo O Rh (D) positivo
(Figura 1, Tabla 1), lo cual es consistente con los datos de prevalencia de
grupos sanguineos del sistema ABO en nuestro pais (Pedn-Hidalgo et al.,
2002), asi como la mayor proporcion de poblacién femenina en el territorio

nacional y regional (INEGI, 2023).

Tabla 1. Clasificacion de los pacientes con RAI positivos por grupo etario y por sexo.

Edad (afios) Hombres Mujeres
20-29 0(0 %) 5(41.67 %)
30-39 0(0 %) 1(8.33%)
40- 49 0(0 %) 3(25%)
50 - 59 2(16.67 %) 0(0 %)
60 - 69 0(0 %) 1(8.33%)
TOTAL 2(16.67 %) 10 (83.33 %)

En este trabajo se evalud la posible asociacion entre el grupo sanguineo y
el sexo con la presencia de anticuerpos irregulares en los pacientes
atendidos durante el periodo de estudio. Los resultados estadisticos
indican que no existe una diferencia significativa en la presencia de
anticuerpos irregulares entre hombres y mujeres (p = 0.9999). Por su parte,
los valores de razon de momios (O.R. = 1.372; IC 95%: 0.3045-6.393) y
riesgo relativo (R.R. = 1.356; IC 95%: 0.3493-5.452) sugieren una menor

probabilidad de que se presenten anticuerpos irregulares en hombres, sin
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embargo; la falta de significancia estadistica indica que esta diferencia

probablemente se deba al azar.

AB Rh (D)o Rh (D) negative " o yas o O
positivo 0.70% .
0.70%
B Rh (D) negativo
B Rh (D) positivo 0.12%
4.19%

A Rh (D) positivo
12.56%

O Rh (D) positivo
81.27%

Figura 1. Frecuencia de grupos sanguineos en pacientes atendidos en el Hospital
General de Ciudad Valles. De la base de datos HemoCod se obtuvo la informacién
sobre el grupo sanguineo del sistema ABO y Rh del total de los pacientes atendidos
en el Hospital General de Ciudad Valles durante el periodo de estudio.

De manera semejante, no se encontré una asociacion significativa entre el
grupo sanguineo y la presencia de anticuerpos irregulares (p = 0.6994).
Aunque los resultados muestran que la mayoria de los pacientes con
anticuerpos irregulares presentan el grupo sanguineo 0 Rh (D) positivo, los
valores de razon de momios (O.R. = 2.424; IC 95%: 0.4152-26.64) y riesgo
relativo (R.R. = 2.360; IC 95%: 0.4133-14.15) sugieren un mayor riesgo en
el grupo sanguineo O Rh (D) positivo, la falta de significancia estadistica
indica que este resultado podria deberse al azar (Tabla 2). En ambos casos,
un tamafio de muestra mas grande podria ayudar a esclarecer esta
relacion. La diferencia observada, donde se ve una menor frecuencia de
anticuerpos irregulares en hombres en comparacion con mujeres podria
estar relacionada con factores tanto demograficos como clinicos.

En primer lugar, durante el periodo de estudio, aproximadamente el 75% de
los pacientes atendidos en el Hospital General de Ciudad Valles fueron
mujeres. En segundo lugar, las mujeres tienen mayor exposicion a
aloinmunizacion, principalmente durante el embarazo, el parto o en casos
de aborto, asi como en tratamientos médicos que impliquen transfusiones
de concentrados eritrocitarios. Dado que esta respuesta inmunoldgica
puede desencadenarse incluso con una cantidad minima de eritrocitos, se
considera que las mujeres tienen una mayor predisposicion a desarrollar
anticuerpos irregulares. En varones, el principal factor clinico serian las

transfusiones, por lo que otros factores como la exposicién inmunoldgica,
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podrian ser mas relevantes que el tipo sanguineo per se (Castillo-Macias et
al., 2018).

Hasta el momento, la falta de significancia estadistica en el analisis de
estos resultados nos impide concluir una relacion clara sobre la asociacion
entre el grupo sanguineo y el sexo con la presencia de anticuerpos
irregulares. Sin embargo; se debe tener en cuenta que una posible
limitacion de nuestro estudio es el tamafio de la muestra, ya que la baja
frecuencia de anticuerpos irregulares en la poblacién analizada podria
haber afectado la capacidad de detectar asociaciones significativas.
Estudios con tamafios muestrales mas grandes y un disefio que controle
otras variables, como antecedentes transfusionales y gestacionales,
podrian proporcionar una mejor comprension de los factores involucrados

en la aloinmunizacién.

Tabla 2. Asociacion entre el sexo y el grupo sanguineo con la presencia de
anticuerpos irregulares.

Variable p; OR[IC 95 %] RR [IC 95 %]
Mujeres/Hombres  0.9999; 1.372[0.3045 - 6.393]  1.356 [0.3493 - 5.452]
ORh (D) positivo ~ 0.6994; 2.424[0.4152 - 26.64]  2.360[0.4133 - 14.15]

OR: razén de momios; RR: riesgo relativo; IC: intervalo de confianza; p: p-valor.

ESPECIFICIDAD DE LOS ANTICUERPOS IRREGULARES

De los 12 rastreos positivos para anticuerpos irregulares 3 fueron anti-
Lewis A (25%), 2 anti-E (17%), 2 anti-c (17%) y uno anti-Duffy A (8%). Los 4
restantes (33%) no fueron identificados y se ingresaron al registro como
positivos e indeterminados (Figura 2). Del total de rastreos positivos, la
mayoria se registraron en el servicio de mddulo mater (58%), seguido por
el servicio de cirugia y medicina interna (ambos con 17%) (Figura 3). De
acuerdo con la clasificacién de los pacientes con RAI positivos por grupo
etario y por sexo (Tabla 1), la mayor proporcion de estos pacientes se
encuentran entre los 20-29 afios de edad (41.67%). Esto, aunado a que el
58.3% (7) de los rastreos positivos pertenecia al servicio de médulo méter,
indica que las mujeres en edad fértil y con varios embarazos presentaron
aloinmunizacion.

Segtn el Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI) en México el
24% de las mujeres se encuentran en edad fértil entre los 15-29 afios, por
lo tanto, la atencion y acceso a la salud materna e infantil son de especial
importancia en este periodo (INEGI, 2023). En la actualidad el promedio de
hijos por mujer es de dos; sin embargo, esta cifra no considera los

embarazos que terminan en aborto (INEGI, 2023). Esto implica que la
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exposicion a eritrocitos fetales puede ser mayor de lo que reflejan las
estadisticas, lo que incrementa las posibilidades de aloinmunizacion. Por
esta razon, uno de los principales objetivos en el manejo de embarazos
subsecuentes es prevenir la sensibilizacion materna contra antigenos
eritrocitarios, a fin de proteger la salud tanto de la madre como del feto.

Los anticuerpos IgG producidos por una sensibilizacién inmunolégica
(debido a sus caracteristicas estructurales) pueden atravesar la barrera
placentaria y recubrir los eritrocitos fetales que genera (posteriormente),
para ser fagocitados por macréfagos esplénicos produciendo anemia fetal.
A este proceso de aloinmunizacién en el embarazo también se le conoce
como isoinmunizacion. La severidad de la enfermedad estd influenciada
por el titulo de anticuerpos y su especificidad (los anti-D, anti-c y anti-K
representan mayor severidad), por la clase de inmunoglobulina y el nimero
de sitios antigénicos en los eritrocitos (Miller et al., 2013; Contelli et al.,
2024). Se ha reportado que en mujeres embarazadas con diagndstico de
isoinmunizacion eritrocitaria no Rh (D) el factor de riesgo mas importante
es el antecedente de transfusion sanguinea, seguido de la paridad,
antecedente de cirugia mayor o enfermedad hematoldgica (Javiera-

Fuenzalida & Jorge-Carvajal, 2014).

Indeterminado

Anti-Duffy A -
Anti-Lewis A
0 1 2 3 4 5

FRECUENCIA

Figura 2. Frecuencia de anticuerpos irregulares en el Hospital General de Ciudad
Valles. De la base de datos HemoCod se obtuvo la informacién sobre los rastreos de
anticuerpos irregulares positivos durante el periodo de estudio y se clasificaron de
acuerdo con el tipo de anticuerpo irregular identificado Aquellos que no fueron
identificados, se clasificaron como indeterminados

El anticuerpo irregular anti-Lewis A se encontré en la mayoria (25%) de los
RAl, identificados principalmente en solicitudes pertenecientes a mujeres
con diagndstico de embarazo intrauterino. El sistema de grupo sanguineo
Lewis estd conformado principalmente por los antigenos Le® y Le®, los
cuales pueden encontrarse en los eritrocitos, plaquetas y en algunos
tejidos como el epitelio gastrointestinal, genitourinario y el rifion. Es

importante destacar que los eritrocitos no sintetizan directamente los
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antigenos Lewis; en cambio, estos se originan como glicolipidos solubles
que circulan en el plasma y se adsorben posteriormente a la membrana de
los glébulos rojos. Esta caracteristica hace que dichos antigenos puedan
desprenderse (eluirse) de la membrana eritrocitaria, ya sea después de una
transfusion o por procesos fisioldgicos que incrementen las lipoproteinas
plasmaticas (Arthur et al., 2023).

= Médulo mater

= Cirugia

= Medicina interna
= Urgencias

Figura 3. Servicios del hospital de los que provenian los pacientes en los que se
encontraron los RAI positivos. De la base de datos HemoCod se obtuvo la
informacién sobre el servicio del hospital en el que se encontraban siendo atendidos
los pacientes que dieron positivo al rastreo de anticuerpos irregulares.

La sensibilizacién a los antigenos del sistema Lewis da lugar a la
produccion de anticuerpos naturales, predominantemente de tipo IgM, los
cuales no atraviesan la placenta. Por esta razén, no se asocian con la
enfermedad hemolitica del recién nacido, aunque los antigenos Lewis
pueden expresarse de manera limitada en los eritrocitos neonatales (Arthur
et al.,, 2023). A pesar de los avances y conocimiento de los antigenos en
los eritrocitos y su importancia clinica, las reacciones hemoliticas fatales
relacionadas a la transfusion se dan generalmente por incompatibilidad
ABO (ya que los anticuerpos anti-A y anti-B fijan complemento y estan en
circulacion), debido a error en la identificacion del paciente o del
hemocomponente. Pueden generarse también en pacientes adultos
(Véazquez et al., 2002).

Los aloanticuerpos contra eritrocitos pueden generar hemolisis en la
circulacion o cubrir a los eritrocitos, acelerando su remocién y
disminuyendo su vida dtil. Entre los anticuerpos que causan hemolisis
intravascular incluyen el anti-Duffy, anti-Kell y anti-Lewis (Vazquez et al.,
2002), siendo este Ultimo el de mayor prevalencia en nuestra poblacion de
estudio.

En los resultados se encontrd en igual proporcion anti-c y anti-E (17%), lo

cual es consistente con reportes previos para poblaciones en México
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donde se reporta que del 1.2% de mujeres embarazadas que se encuentran
aloinmunizadas, un tercio de los casos corresponde a anticuerpos contra
antigenos capaces de producir enfermedad hemolitica perinatal,
principalmente Rh (D), Kell, Rh (E) y Rh (c), siendo los dos Ultimos los que
encontramos conformando el 34% de la poblacién de estudio con RAI
positivos (Javiera-Fuenzalida & Jorge-Carvajal, 2014). De igual manera, el
Banco Central de Sangre del Centro Médico Nacional Siglo XXI IMSS
reportd un caso con enfermedad hemolitica del recién nacido en una
paciente neonata, donde se determind |a presencia de anticuerpos anti-c y
anti-E en el suero de la madre y pegados en los eritrocitos del recién nacido
(Bonilla-Zavala et al., 2011). Frecuentemente, las exanguinotransfusiones
e hiperbilirrubinemias estudiadas en recién nacidos proceden de madres
Rh (D) negativo; sin embargo, casos como el mencionado hacen evidente
la relevancia del control y rastreo de anticuerpos en la madre durante el
periodo prenatal independiente del Rh (D) que presente.

La mayoria de los anticuerpos del sistema Rh son de tipo IgG
(principalmente 1gG1 e IgGs) y, en general, no activan el complemento, lo
que provoca hemdlisis extravascular en las reacciones transfusionales. El
sistema Rh es altamente polimérfico y clinicamente relevante, con 56
antigenos, entre los cuales destacan D, C, c, E y e. Algunos anticuerpos Rh
pueden coexistir, como anti-E y anti-c, aunque este Gltimo puede pasar
desapercibido. Por ello, se recomienda evitar transfusiones con sangre ¢
positiva en pacientes sensibilizados. En cambio, no se justifica buscar anti-
E en presencia de anti-c, ya que es comiin que los donantes c positivos
sean E negativos (Arthur et al., 2023).

Es importante mencionar que las inmunizaciones que generan anticuerpos
irregulares pueden persistir durante varios afios. En Santiago de Cuba se
documenté un caso de anti-E en una mujer de 47 afios, grupo sanguineo O
Rh (D) positivo, sin antecedentes transfusionales, quien desarrollé una
reaccién hemolitica tardia tras recibir dos unidades de concentrado
eritrocitario isogrupo durante el tratamiento de anemia secundaria a un
fibroma uterino. El anti-E, originado en su Gltimo embarazo 18 afios antes,
no fue identificado en las pruebas pretransfusionales iniciales, lo que
resultd en una crisis hemolitica posterior a la transfusion (Ali-Pérez et al.,
2019).

El anti-Duffy A (Fy?) se encontré en un 8% de los RAI positivos de nuestra
poblacion de estudio. El sistema Duffy (Fy) comprende varios anticuerpos
clinicamente significativos, siendo el anti-Fy? uno de los mas comunes. En
contraste, el anti-Duffy B (Fy?) es aproximadamente 20 veces menos
frecuente. Ambos suelen ser de tipo IgG1 y se detectan principalmente
mediante pruebas de antiglobulina humana. Los anticuerpos naturales en

este sistema son poco comunes (Arthur et al., 2023).
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Tanto el anti-Fy? como el anti-Fy® pueden provocar reacciones hemoliticas
postransfusionales (RHPT), ya sean agudas o tardias. Aunque en la
mayoria de los casos estas reacciones son leves, se han documentado
casos graves e incluso fatales. Ademas, ambos anticuerpos han sido
implicados en enfermedad hemolitica del recién nacido, con cuadros que
van desde leves hasta severos. Otros anticuerpos menos frecuentes del
sistema, como el anti-Fy? y el anti-Fy5, también se han asociado con RHPT,
siendo el anti-Fy? responsable de reacciones tanto agudas como tardias y
el anti-Fy® vinculado con RHPT tardias (Arthur et al.,, 2023).

A pesar de que la incompatibilidad materno-fetal del grupo sanguineo Duffy
es una causa comun de enfermedad hemolitica perinatal, |a identificacion
de este tipo de anticuerpos no se realiza de manera rutinaria (Koelewijn et
al., 2008; Castillo-Macias et al., 2018). La investigacion debe efectuarse
entre las 6 y 7 semanas del desarrollo fetal, cuando la enfermedad tiende
a ser leve (Pogo & Chaudhuri, 2000). La glicoproteina Duffy, también
conocida como receptor de quimiocinas Duffy (DARC, por sus siglas en
inglés), actlia como receptor para diversas citocinas como la interleucina-
8 (IL-8), la proteina quimiotactica de monocitos-1 (MCP-1) y el factor
estimulante del crecimiento de melanoma (MGSA). Esta es una proteina
transmembranal con una estructura caracteristica de los receptores
acoplados a proteinas G, dentro de los cuales se encuentran los receptores
de citocinas.

Aunque la funcién exacta del DARC en eritrocitos no se comprende
completamente, se ha sugerido que podria participar en la eliminacion de
mediadores inflamatorios al actuar como receptor para citocinas en
individuos Duffy positivos. No obstante, esta funcién puede ser limitada en
poblaciones donde el antigeno Duffy esta ausente en los eritrocitos, como
ocurre en la mayoria de los individuos de ascendencia africana (Arthur et
al, 2023). Por otro lado, el DARC también se expresa en células
endoteliales, especialmente en las vénulas poscapilares, donde se ha
vinculado con la inhibicién de la metdstasis de células tumorales y con la
induccion del envejecimiento celular. Ademds, se ha propuesto que su
expresion en eritrocitos podria contribuir a la inhibicién de la angiogénesis
y a la disminucién de la progresién del céncer de préstata, al facilitar la
eliminacién de citocinas proangiogénicas liberadas en el microambiente
tumoral (Arthur et al., 2023). El sistema de antigenos Duffy es comtn en la
poblacion mexicana, con una prevalencia del 83.3% para Fy? y del 57.6%
para Duffy B (Fy?). En consecuencia, la presencia de aloanticuerpos
dirigidos contra estos antigenos representa un potencial riesgo para los
pacientes (Castillo-Macias et al., 2018).

En este estudio el 33.33% de los RAI positivos no fueron identificados de

manera exitosa, por lo que no se sabe a qué grupo pertenecen. Esto pudo
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deberse a varios factores como la aplicacién de técnicas inadecuadas,
capacitacion insuficiente del personal que rota en los tres turnos del Banco
de Sangre, falta de insumos o escasez de muestra para el estudio. Aunque
parece un porcentaje elevado, otros autores han reportado dificultades
similares para identificar el 100% de sus RAI positivos (Xie et al., 2019), lo
que hace cada vez mas evidente la importancia del conocimiento sobre el
tema que redunde en una correcta capacitacion del personal y el
aseguramiento de insumos suficientes para la identificacién.

Es importante resaltar que en México no es obligatoria la transfusién de
isogrupos sanguineos fuera del sistema ABO y Rh; sin embargo, las guias
de préactica clinica nacionales determinan realizar en las pacientes
embarazadas una prueba de antiglobulina humana (Coombs) indirecta
desde la primera consulta prenatal y en la semana 28 de la gestacion
(Lacarriere-Mejia et al., 2022). No obstante, estas guias y la NOM-007-
SSA2-2016, para la atencién de la mujer durante el embarazo, parto y
puerperio y de la persona recién nacida, solo refieren la identificacion y
titulacion del anticuerpo anti-D en mujeres Rh (D) negativas y no obliga a la
busqueda intencionada de los demds anticuerpos irregulares, que no son
exclusivos de las pacientes con Rh (D) negativas (Malagon-Martinez, 2007;
Diario Oficial de la Federacidn, 2016; Lacarriere-Mejia et al., 2022). Debido
a que la mayoria de las determinaciones de anticuerpos irregulares
encontrados en este trabajo fueron en pacientes gestantes se hace
hincapié la necesidad de difundir y trabajar de manera conjunta para evitar
la enfermedad hemolitica perinatal ya que las consecuencias son severas.
En vista de que las manifestaciones clinicas iniciales no permiten
sospechar de la presencia de un anticuerpo irregular hasta que el estado
de salud de los pacientes se vuelve critico, es importante que todo el
personal de salud sea consciente de las exposiciones a otros sistemas de
grupos sanguineos y de esta manera trabajar en el mejor interés de los
pacientes. Las pruebas pretransfusionales deben encaminarse a la
prevencién de la aparicion de anticuerpos antieritrocitarios, lo cual implica
el analizar si clinicamente la transfusién es necesaria y contribuird a
mejorar el estado de salud del paciente, ya que no solo impacta en el propio
paciente, sino en el entorno familiar porque suele prolongar las estancias
hospitalarias, aunado al incremento del costo para el sistema de salud. En
otros paises se ha reportado que las reacciones adversas a las
transfusiones sanguineas no solo aumentan los costos por paciente, sino
que también prolongan la estancia hospitalaria total a lo largo del afio.
Estas consecuencias pueden reducirse con una adecuada estrategia de
prevencién, que comienza con el conocimiento de las caracteristicas de
aloinmunizacion en |a poblacién que se atiende en cada centro hospitalario
(Ribed-Sanchez et al., 2018).
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Considerando que los anticuerpos irregulares pueden ser producidos por
todos los pacientes, pero que su frecuencia y distribucién no es siempre la
misma, estudios como este permiten conocer en mayor medida a la
poblacion que es atendida por los servicios de salud, lo cual permitird
implementar estrategias que busquen limitar las reacciones adversas a la
transfusion, como ya se ha demostrado en estudios realizados en otros
paises (Py, 2010). Lo anterior pone de manifiesto que las investigaciones
sobre las poblaciones que se atienden son de gran importancia para la
toma de decisiones en el ambito de la salud (Xie et al., 2019).

Una de las principales limitaciones de este trabajo es que la muestra es
relativamente pequefia, debido principalmente a la disparidad de insumos
con que se cuenta en el hospital con respecto a la cantidad de pacientes
que atiende. No obstante, hasta donde se investigé, es el primer estudio de
su tipo que se realiza en la regién, cuyas caracteristicas demograficas son
particularmente diversas. Esto permitira sentar las bases para arrojar luz
sobre laimportancia del rastreo de anticuerpos irregulares en los pacientes
que se atienden en nuestra region. Para lograrlo, es fundamental poner
especial énfasis en dos aspectos clave: 1) la capacitacion continua del
personal que labora en el Banco de Sangre, con el objetivo de reducir la
cantidad de anticuerpos irregulares no identificados, y 2) la difusion de los
resultados de esta y otras investigaciones relacionadas, con el fin de
justificar ante la direccion del hospital la necesidad de contar con un
suministro adecuado de insumos para realizar las pruebas de RAI a los
pacientes atendidos en el Banco de Sangre.

De manera integral, el conocimiento sobre la distribucién y presencia de los
distintos sistemas de grupos sanguineos, asi como la identificacion de
anticuerpos irregulares en los pacientes, correlacionando estos hallazgos
con variables como el sexo, el diagnéstico y la frecuencia de presentacion,
resulta esencial para implementar estrategias que garanticen un servicio
de transfusion eficaz. Esto no solo mejora la calidad de atencién brindada
a los pacientes, sino que también permite una mejor optimizacion de los

recursos disponibles en la institucion.

CONCLUSIONES

En el presente trabajo, con base en el total de rastreos de anticuerpos
irregulares realizados se obtuvo una positividad del 4%; un porcentaje
superior a lo referido por la NOM-253-SSA-1-2012. En el 33.33% de los
rastreos positivos no se identificé el anticuerpo irregular presente, lo que
sugiere que aln hay areas de oportunidad para mejorar las técnicas
empleadas en el rastreo, solicitar un stock mas amplio de pruebas para
realizar, asi como la actualizacién y capacitacién del personal de Banco de

Sangre, lo cual redundara en una atencion de mejor calidad. Los resultados
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de este estudio no sugieren una asociacién significativa entre el grupo
sanguineo o el sexo con la presencia de anticuerpos irregulares en la
poblacion estudiada. Sin embargo, dada la relevancia clinica de la
aloinmunizacion en transfusiones y embarazos, se recomienda continuar
con investigaciones en poblaciones méas amplias y con un enfoque
multivariable para determinar los factores de riesgo con mayor precisién.
Las pruebas pretransfusionales deben encaminarse a la prevencion de la
aparicion de anticuerpos antieritrocitarios, donde clinicamente se
justifique el costo-beneficio de la transfusién para evitar incrementar los
costos de los servicios de salud y los dias de estancia hospitalaria de los
pacientes. Este es el primer trabajo de su tipo realizado en la region
Huasteca, donde la poblacién es étnicamente diversa, por lo que sienta un
precedente para futuros estudios que permitan ampliar la informacién que
aqui se muestra, con el fin de mejorar la atencién a los pacientes de la

region.
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epitopos del antigeno ROP35 especificos para linfocitos B y T CD4* muridos

In silico design of a DNA vaccine against Toxoplasma gondiibased on ROP35 antigen epitopes specific for
murine B and CD4* T lymphocytes
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RESUMEN

La toxoplasmosis, causada por Toxoplasma gondii (T. gondii), es una zoonosis con una alta prevalencia mundial oscilando del 30 % al 70 %. Afecta
principalmente a individuos inmunocomprometidos y mujeres embarazadas, pudiendo generar complicaciones graves, incluso la muerte. Las
proteinas ROP, ubicadas en las roptrias de T. gondii son clave en la invasién y persistencia del pardsito, de ellas ROP35 ha sido identificada como un
antigeno relevante, por lo que fue elegida para el desarrollo in silico de una vacuna de ADN que prevenga la infeccién por T. gondii. Con la secuencia
de ROP35 se predijeron epitopos By T CD4* restringidos para H2-1A¢ de ratones BALB/c mediante los softwares MHC-II Binding y ElliPro, y se evaluaron
con VaxiJen 2.0 y MHCPred. Los epitopos MPEQDLASGFL y WDDAHLVQVSTSHPD mostraron las mejores propiedades antigénicas para linfocitos By
T CD4* respectivamente. Las secuencias génicas correspondientes fueron clonadas en el vector de expresion pVAX1, incorporando un codén de inicio
y la secuencia génica del espaciador GSGGSG para su 6ptima expresién. Esta construccién fue denominada pR35BT y permite la sintesis simultanea
de ambos epitopos, representando un avance hacia el desarrollo de una vacuna genética contra la toxoplasmosis, con potencial para su validacién in

vitro e in vivo en modelos muridos que contribuya a establecer las bases moleculares para la prevencién de toxoplasmosis en seres humanos.

Palabras clave: Toxoplasma gondii, ROP35, Vacuna genética, Prediccion in silico, Epitopos By T.

ABSTRACT

Toxoplasmosis is a globally prevalent zoonosis caused by Toxoplasma gondii (T. gondii), with an incidence ranging from 30 % to 70 %. It primarily
affects immunocompromised individuals and pregnant women, potentially leading to severe complications, including death. ROP proteins, which are
located in the T. gondii rhoptries, are crucial for parasite invasion and persistence. Among them, ROP35 has been identified as a relevant antigen,
making it a suitable target for the in silico development of a DNA vaccine to prevent T. gondii infection. Using the ROP35 sequence, B and T cell
epitopes restricted to H2-IA in BALB/c mice were predicted with MHC-II Binding and ElliPro software and further evaluated using VaxiJen 2.0 and
MHCPred. The epitopes MPEQDLASGFL and WDDAHLVQVSTSHPD exhibited the highest antigenic properties for B and T CD4* cells respectively. The
corresponding genetic sequences were cloned into the pVAX1 expression vector, incorporating a start codon and the GSGGSG spacer sequence to
ensure optimal expression. This construct, named pR35BT, enables the simultaneous synthesis of both epitopes, representing a significant step toward
the development of a genetic vaccine against toxoplasmosis. It holds potential for in vitro and in vivo validation in murine models, contributing to the

establishment of molecular foundations for toxoplasmosis prevention in humans.

Keywords: Toxoplasma gondii, ROP35, Genetic vaccine, In silico prediction, B and T epitopes.
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INTRODUCCION
Toxoplasma gondii es un protozoario pardsito intracelular obligado
causante de la enfermedad conocida como toxoplasmosis (Smith et al,
2021). Esta enfermedad puede manifestarse tanto como una infeccion
aguda como cronica debido a la formacion de quistes (Al-Malki, 2021;
Smith et al., 2021). La incidencia de la toxoplasmosis es mayor en
regiones con climas himedos o calidos, con una prevalencia mundial del
30 % (Molan et al., 2019). En México, la incidencia es mas alta en las
zonas costeras, con un 64 %, y en Yucatan, con un 70 % (Castillo-Morales
et al, 2012). Ademds, en 2024, Sinaloa reporté 132 casos de
toxoplasmosis, ubicandose en el séptimo lugar a nivel nacional (Boletin
Epidemioldgico, 2025). Estos registros de alta prevalencia mundial ponen
en evidencia la necesidad de implementar medidas mas efectivas para
su prevencion y control.

La toxoplasmosis puede afectar tanto a hospederos definitivos como
intermedios, siendo el gato doméstico (Felis catus) uno de los
hospederos definitivos y el principal reservorio de este parasito (Smith et
al., 2021). El ciclo de vida de Toxoplasma gondii inicia cuando los
hospederos intermediarios ingieren ooquistes presentes en agua,
alimentos o suelo contaminados, una vez dentro del organismo, los
ooquistes son degradados por enzimas digestivas en el estomago, lo que
permite la liberacion de esporozoitos que se diferencian en taquizoitos
(Al-Malki, 2021). Estas formas mdviles del parasito se diseminan a través
del torrente sanguineo y se alojan en diversos tejidos, especialmente en
el tejido nervioso y muscular (Al-Malki, 2021). En estas localizaciones,
los taquizoitos disminuyen su velocidad de replicacién y se diferencian
en bradizoitos, los cuales se agrupan formando quistes tisulares que
pueden persistir durante largos periodos (Al-Malki, 2021). La transmision
al hospedero definitivo, generalmente un felino, ocurre mediante la
ingestion de quistes presentes en la carne cruda de hospederos
intermediarios, o por contacto con agua o suelo contaminado (Castillo-
Morales et al., 2012; S. Al-Malki, 2021; Smith et al., 2021).

En el caso de los seres humanos, la toxoplasmosis puede adquirirse por
el consumo de carne cruda o mal cocida proveniente de animales
infectados, por la ingestion de agua o alimentos contaminados con
ooquistes, asi como por transfusiones sanguineas, trasplantes de
drganos o por transmision vertical durante la gestacion (Castillo-Morales
et al., 2012; Al-Malki, 2021; Smith et al., 2021). Las manifestaciones
clinicas de la enfermedad dependen del estado inmunolégico del
frecuentemente en individuos

paciente, inmunocompetentes, la

toxoplasmosis suele ser asintomdtica o manifestarse como
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toxoplasmosis ocular (Espinoza Rojas et al., 2022). Sin embargo, en
pacientes inmunocomprometidos puede causar lesiones cerebrales
como encefalitis, complicaciones oftalmoldgicas como retinocoroiditis,
dafio sistémico generalizado, trastornos de la consciencia o crisis
convulsivas y en mujeres embarazadas, puede afectar al feto
provocandole encefalitis, hidrocefalia, dafio cerebral y abortos
espontaneos (Castillo-Morales et al., 2012; Espinoza Rojas et al., 2022).
Para invadir al hospedero, T. gondii secreta proteinas denominadas ROP
(cinasas), localizadas en organulos llamados roptrias, que facilitan la
invasion y establecimiento de la infeccion (Gaji et al., 2021). Entre ellas
esta la proteina antigénica ROP35, un componente de la pared celular de
T. gondii, que contribuye a la persistencia del parasito y al desarrollo de
infecciones cronicas (Gaji et al., 2021; Mani et al., 2023). Su importancia
en el proceso de establecimiento de la enfermedad se puso de manifiesto
en el reporte de Mani et al. (2023) quienes demostraron que los niveles
de RNA de ROP35 aumentan en ratones con alta carga quistica (Mani et
al., 2023). Ademas, Fox et al. (2016) observaron que la inactivacion del
gen ROP35 reduce la carga de quistes en modelos muridos (Fox et al,
2016; Mani et al., 2023).

Histéricamente la vacunacion es la estrategia inmunitaria ctspide de la
prevencion y control de las enfermedades a nivel mundial, hecho que
quedé de manifiesto durante la pandemia de COVID-19 (Dey et al., 2021;
Lagos et al., 2020), la comunidad cientifica ain no ha logrado obtener
con éxito una vacuna que prevenga alguna enfermedad parasitaria en
seres humanos, como la toxoplasmosis. Adicionalmente, el disefio de
vacunas es complejo y puede demorar varios afios (Pollard & Bijker,
2021). Existen diversos formatos para el disefio de vacunas, como
atenuadas, inactivadas con vectores virales, de ADN y las mds exitosas
para prevenir la COVID-19, las de ARN mensajero modificado (Pollard &
Bijker, 2021; WHO, 2022).

Aunque las vacunas de ARN han mostrado porcentajes de proteccion que
superan el 90 %, tienen la desventaja de requerir ultracongelacién para
su mantenimiento, en cambio las vacunas de ADN son mas estables
requiriendo solo refrigeracion convencional, y por ello pueden estar al
alcance de la poblacion de paises en vias de desarrollo que ademas son
las comunidades mdas afectadas por las parasitosis, incluida la
toxoplasmosis, aunado a ello confieren buenos porcentajes de
proteccion, lo cual se confirmd con el éxito de la vacuna de ADN disefiada
por investigadores de la India, denominada ZyCov-D, empleada para
prevenir la COVID-19, confiriendo alrededor de un 66.6 % de proteccion
(Dey et al., 2021; Khobragade et al., 2022).
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Por otro lado, el empleo de herramientas bioinforméticas disefiadas para
el andlisis in silico de secuencias de proteinas antigénicas representan
la base para la seleccion de epitopos restringidos para linfocitos By T
basadas en algoritmos de prediccién, acelerando la identificacion de las
regiones mas inmunogénicas de una proteina y emplearlas como base
para el disefio y validacion de candidatos vacunales (Yurina &
Adianingsih, 2022). En este contexto, el objetivo del presente trabajo fue
predecir los epitopos de linfocitos B y T CD4* miridos derivados de la
proteina antigénica ROP35 de T. gondii para disefiar una construccion
genética vacunal que brinde proteccién contra la toxoplasmosis

experimental.

MATERIALES Y METODOS

ROP35 T. GONDII

La obtencién de la secuencia genética de la proteina Rop35 de T. gondii
se realizd por medio de la pagina bioinformatica NCBI (secuencia de
referencia XM_018782426.1) en el apartado de nucledtidos y el archivo
obtenido fue en formato FASTA con un total de 6009 bp. El modelado 3D
de la proteina ROP35 se llevé a cabo en la pagina bioinformatica I-
TASSER, la cual recaba conocimientos sobre la posible funcién del
objetivo mediante la reconstruccién de los modelos 3D de las proteinas
(zZhou et al., 2022). Los resultados se obtuvieron 3 dias después,
haciendo uso de la secuencia en formato FASTA para predecir tanto la
estructura como la anotacion de las funciones de la proteina ROP35
basadas en su estructura y haciendo uso de plantillas como referencia a
partir de la pagina bioinformatica Protein Data Bank (PDB), y en ella se

sefialaron las regiones correspondientes a los epitopos predichos.

PREDICCION DE EPiTOPOS B

Para la prediccion de epitopos de linfocitos B, se utilizé el programa
bioinformatico ElliPro (Ponomarenko et al., 2008), el cual identifica
epitopos antigénicos lineales y discontinuos basandose en la estructura
tridimensional de las proteinas en formato PDB. ElliPro asigna a cada
epitopo un puntaje basado en el Protrusion Index (Pl), que corresponde
al valor promedio calculado sobre los residuos del epitopo. Este indice
se define segun el centro de masa del residuo que se encuentra fuera del
elipsoide de mayor tamafio posible (Ponomarenko et al., 2008). La
prediccién de epitopos se realizé utilizando un umbral de 0.6 para
seleccionar aquellos con mayor antigenicidad (Ponomarenko et al,
2008).
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PREDICCION DE EPITOPOS T CD4*

Para la prediccion de epitopos restringidos para linfocitos T CD4*, se
empleé la herramienta bioinformatica MHC-Il Binding Predictions
(Reynisson et al., 2021). Se ingresé la secuencia de aminodacidos de la
proteina ROP35 en formato FASTA y se utilizo, por defecto, un umbral de
afinidad fuerte superior a 0.5 (Reynisson et al., 2021), y se selecciond el
alelo del complejo principal de clase-Il (MHC-II) H2-IAY, expresado en
ratones de la cepa BALB/c. La longitud elegida para del péptido analizado

fue de 15 residuos de aminoécidos.

ANTIGENICIDAD DE LOS EPITOPOS B

Para llevar a cabo la evaluacion de la antigenicidad de los epitopos
predichos para los linfocitos B se utiliz6 la pagina bioinformatica VaxiJen
2.0 (Doytchinova & Flower, 2008a), la cual permite evaluar a los péptidos
uno por uno y mide su antigenicidad con base en las propiedades
fisicoquimicas del péptido sin necesidad de ser sometido a un
alineamiento previo. Por otra parte, también permite seleccionar un
organismo a partir del cual predice la probabilidad de que el péptido sea
considerado un antigeno. En este caso, se selecciond el organismo
parasito debido a que la proteina de interés pertenece al pardsito T.
gondii'y los péptidos deben superar el valor umbral de 0.5 para poder ser
considerados como candidatos (Doytchinova & Flower, 2008a). Para la
evaluacién, se ingres6 la secuencia en formato FASTA de los epitopos
lineales y discontinuos de manera manual, se selecciond el organismo de
interés y, por Ultimo, se selecciond el archivo de salida al igual en formato
FASTA en conjunto con la prediccién y el valor del umbral obtenido para

cada secuencia.

ANTIGENICIDAD DE LOS EPITOPOS T CD4*

Para la evaluacion de la antigenicidad de los epitopos restringidos para
linfocitos T CD4* se utilizd la herramienta bioinformatica MHCpred (Guan
etal., 2003), la cual emplea un método aditivo para predecir si un péptido
tiene la capacidad de unién al MHC de clase I y clase Il, lo cual se mide a
través de un valor probable ICso, el cual oscila de 0.01 a 5000 nM y hace
referencia a la capacidad de union del péptido predicho a MHC. Se
selecciond la especie de raton para realizar la prediccién y se centrd en
el alelo (H2-1A%) debido a que se trabaj6 con ese alelo para la prediccién
de los epitopos T CD4* y por dltimo se cargd la secuencia en formato
FASTA de los epitopos predichos de ROP35 de T. gondii.
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CONSTRUCCION GENETICA VACUNAL

Para el disefio de la construccion genética vacunal las secuencias de
aminodcidos de los epitopos especificos para linfocitos B y T predichos
en las herramientas bioinformaticas MHC-II Binding Prediction y ElliPro, y
su antigenicidad validada con VaxiJen 2.0 y MHCpred como se describié
anteriormente, fueron ingresadas a la herramienta ReverseTranslate para
obtener la secuencia de nucleétidos codificante para cada uno. Se
adaptaron a formato FASTA para facilitar su incorporacion en el software
SnapGene y generar la construccién genética vacunal. La cual estd
integrada por un coddn de inicio (ATG) unido a la secuencia
correspondiente al epitopo lineal especifico para linfocitos B (R35B1-11),
la secuencia génica del espaciador (GSGGSG) (Wan et al., 2019), la
secuencia génica del epitopo para linfocitos T CD4* (R35T226-240), todo
ello flanqueado por los sitios de restriccion en 5°-EcoRl y en 3’-Xhol, para
facilitar su insercién en el sitio de clonacién mdltiple del vector pvVAX1
(disponible en nuestro grupo de investigacion por el donativo del MC.

Antonio Cruz, Tecnoldgico de Monterrey, México).

RESULTADOS Y DISCUSION

EPITOPO R35B1-11

A través del sitio bioinformatico Ellipro, se predijeron cuatro epitopos
lineales para la cadena A (tnica cadena de la proteina) de la proteina
ROP35 de T. gondii. Se identific el epitopo 1 con 170 aminoécidos (del
residuo 65 al 234) y un indice de protrusion (PI) de 0.817, el epitopo 2
con 54 aminodacidos (del residuo 240 al 293) y un Pl de 0.764, el epitopo
3 con 27 aminodcidos (del residuo 30 al 54) y un Pl de 0.716, y finalmente,
el epitopo 4 con 11 aminoéacidos (del residuo 1 al 11) y un Pl de 0.710. El
epitopo 1 presento el mayor Pl (0.817), lo que sugiere que podria ser el
mejor candidato debido a su mayor accesibilidad en la estructura
tridimensional de la proteina, permitiendo una mejor interaccion con los
receptores de linfocitos B y una mayor capacidad inmunogénica. Sin
embargo, esta prediccion fue posteriormente descartada mediante
ensayos de antigenicidad.

Se obtuvieron cuatro imégenes tridimensionales de los epitopos
predichos, donde se observa la distribucion de los residuos de
aminodcidos en la estructura de la proteina ROP35 (Figura 1). En el caso
de los epitopos 2, 3 y 4, su accesibilidad es menor debido a su ubicacién
en la estructura proteica, lo cual se correlaciona con los menores valores
de PI. Asimismo, se realiz6 la prediccion de cuatro epitopos
conformacionales o discontinuos. El epitopo 1 obtuvo el mayor valor de

Pl (0.814) con 172 residuos de aminodacidos, posicionandose como el
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mejor candidato. Por otro lado, los epitopos 2, 3 y 4 también fueron
considerados como potenciales candidatos: el epitopo 2 presenté un PI
de 0.764 con 54 residuos de aminodcidos, el epitopo 3 un Pl de 0.707 con
29 residuos, y el epitopo 4 un Pl de 0.700 con 12 residuos (Figura 1).
Aunque fue posible la predicciéon de epitopos tanto lineales como
discontinuos, en este estudio solo se seleccionaron los epitopos lineales
para linfocitos B (Tabla 1). Esto se debe a que, en la sintesis
recombinante in vitro, los epitopos lineales pueden obtenerse utilizando
sistemas de expresién procariontes, mientras que los epitopos
discontinuos requieren de conjugaciones con proteinas acarreadoras y el
uso de organismos eucariontes capaces de realizar el plegamiento
tridimensional a través de procesos postraduccionales, un ejemplo de
esto es la vacuna pUCP24-OmpH contra Pasteurella multocida
desarrollada por Yassein y colaboradores en el afio 2021, la cual fue
expresada en un sistema procarionte (Escherichia coli), obteniendo un 90
% de supervivencia en modelos mdridos y 3 veces mds anticuerpos en
comparacion con vacunas inactivadas (Yassein et al., 2021).

Los epitopos discontinuos no fueron descartados, ya que en futuras
investigaciones podrian sintetizarse en sistemas de expresion
eucarionte como en Drosophila o en células de mamifero para obtener
epitopos conformacionales dentro de proteinas acarreadoras,
reconocibles por linfocitos B. Por otro lado, los valores obtenidos para
los epitopos predichos en funcion de la accesibilidad al solvente y la
flexibilidad indicaron que el epitopo 1 es el mejor candidato. Sin
embargo, tras los andlisis de antigenicidad, el epitopo mas adecuado
para la construccion genética vacunal fue el epitopo 4, lo cual se detalla

en los resultados posteriores.

EPITOPO R35T226-240

Para la prediccion de epitopos de linfocitos T CD4*, se identificaron 626
péptidos, de los cuales solo dos presentaron una alta afinidad de unién,
todos predichos para el alelo H2-1A%. La afinidad de unidn se considera
fuerte cuando el porcentaje de clasificacién del péptido se aproxima a 1,
y débil cuando se acerca a 0. El péptido predicho 1 (EPPPASIVPVSSEAP)
presentd una afinidad de unién fuerte, con un valor de 0.7651, abarcando
la posicion 155-169 de la secuencia. Por otro lado, el péptido 2
(WDDAHLVQVSTSHPD) tuvo un valor de afinidad de 0.7545 y se ubicd
entre los residuos 226 y 240, ambos con una longitud de 15 aminodacidos
(Tabla 2). Posteriormente, los epitopos de linfocitos T CD4* fueron
evaluados mediante ensayos de antigenicidad. Aunque los resultados de

la prediccion inicial indicaban que ambos péptidos eran candidatos a ser
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Tabla 1. Prediccion de epitopos para linfocitos B derivados de ROP35 de T. gondii.
N° de Epitopo (Secuencia) Umbral de Antigenicidad
Epitopo 1:

(TVEAGATVAAPQVETGPLLSVRAPRSPLHLRDVDAPEVTHASSEGSPQFESSLSQQRLRRPADRGEAHNGEEPRKDAAT

0.6369

QTVRGYGGQSTEPPPASIVPVSSEAPQDGAEQRQASSAAESLAGLDPDAGDTGLRSQEMDEEGSGAAQDMERAHAAQPT
VSTWDDAHLVQV)

Epitopo 2: 0.6790
(DMFPVDGSFSKKQEGRRERRLAVRGDDSFARGHNRDRDASNGRSILRRAPGWAK) ’
Epitopo 4:

Piiop 0.8360
(MPEQDLASGFL)

Umbral de antigenicidad de epitopos para linfocitos B determinado utilizado el software ElliPro. Prediccion de epitopos para linfocitos B, empleando el software ElliPro.

La secuencia seleccionada fue MPEQDLASGFL designada como Epitopo R35B1.11.

epitopos restringidos para MHC-II, los analisis de antigenicidad revelaron
que el epitopo 2 presenté una mayor capacidad inmunogénica, aspecto

que se analiza con mayor detalle en los resultados posteriores.

ANTIGENICIDAD DE R35B1-11 Y R35T226-240

La antigenicidad de los epitopos de linfocitos B y T fue evaluada
mediante las herramientas bioinformaticas VaxiJen 2.0 y MHCpred
(Doytchinova & Flower, 2008b; Guan et al., 2003). Para la evaluacion de
los epitopos de linfocitos B, se utilizd la herramienta bioinformatica
VaxiJen 2.0 con un umbral de 0.6. Los péptidos con valores superiores
fueron catalogados como antigenos probables. El péptido lineal 1, con
170 residuos de aminodcidos, present6 un valor de 0.6369; el péptido
lineal 2, con 54 residuos, obtuvo un valor de 0.6790; y finalmente, el
péptido lineal 4, con 11 residuos, mostré el mayor valor con 0.8360,
indicando su alta probabilidad de ser un antigeno.

En cuanto a los epitopos discontinuos, el péptido 1 (172 residuos) obtuvo
un valor de 0.6354, el péptido 2 (54 residuos) presenté un valor de
0.6790, y el péptido 4 (MPEQDLASGFLL), con 12 residuos, alcanzd un
valor de 0.7735, confirmando su clasificacion como antigeno probable.
Para los linfocitos T CD4*, la herramienta MHCpred se utiliz para
analizar los péptidos predichos. El péptido 1 predicho para linfocitos T
CD4* (EPPPASIVPVSSEAP) fue analizado en dos secciones. La primera
seccion, compuesta por 9 aminoacidos (EPPPASIVP), obtuvo un valor de
ICso de 877.0 y un valor de confianza de prediccion de 1, el mas alto
posible. La segunda seccién (IVPVSSEAP), con la misma longitud,

presenté un ICso de 1710.02 y un valor de confianza de 1. De manera
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similar, el péptido 2 (WDDAHLVQVSTSHPD) fue analizado en dos partes:
la primera (WDDAHLVQV) obtuvo un ICso de 111.94 con un valor de
confianza de 1, mientras que la segunda (VQVSTSHPD) present6 un ICso
de 1073.99 con un valor de confianza de 1. Estos resultados indican que
los epitopos predichos para linfocitos T CD4* son candidatos para la
construccién de una vacuna ya que en el andlisis de antigenicidad
obtuvieron los valores en el rango de 0.01 a 5000 los cual indica una alta
antigenicidad y por lo tanto son en general, buenos candidatos vacunales
(Guan et al., 2003).

Tabla 2. Prediccion de epitopos para linfocitos T CD4* derivados de ROP35 de
T. gondii.

N° de Epitopo Afinidad 1C50 MHC-II (nM)
EPPPASIVPVSSEAP 0.7651 877.0
WDDAHLVQVSTSHPD 0.7545 111.94

Nota. Afinidad e ICso de epitopos para linfocitos T CD4'y MH-II, empleando el
software  MHC-Il Binding Predictions. La secuencia seleccionada fue
WDDAHLVQVSTSHPD designada como Epitopo R35T 6240

Con base en nuestros resultados, se determind que el péptido lineal 4 de
linfocitos B (R35B111) y el péptido lineal 2 restringido para H2-IAY
especifico para linfocitos T CD4* (R35T22240) son los mejores
candidatos para la construccién génica vacunal, con base en los

elevados valores de antigenicidad obtenidos en el umbral de prediccidn,
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Figura 1. Prediccion de epitopos lineales para linfocitos B derivados de ROP35. Cada epitopo se sefiala en color amarillo, y fueron predichos en ElliPro y su antigenicidad
analizada en Vaxigen 2.0. Epitopo 1: de 1- 170 aa; PI 0.817; Epitopo 2: de 2- 54 aa; Pl 0.764; Epitopo 3: de 3- 27 aa; P1 0.716; Epitopo 4: de 4- 11 aa; P1 0.710.

A

PRISBT
3071 bp

MPEQDLASGFL

Figura 2. Epitopos B y T CD4* de ROP35 y construccion genética vacunal pR35BT. (A) Estructura 3D de ROP35 donde se seifialan las regiones donde se localiza el
epitopo B (amarillo) y el epitopo T CD4* (azul). El modelado se realizé con el software I-TASSER y seleccion de los residuos de aminodcidos de los epitopos By T CD4*
con PyMol. (B) Construccion genética vacunal pR35BT, disefiada en SnapGene. La secuencia genética correspondiente a R35BT:
GAATTCATGATGCCGGAACAGGATCTGGCGAGCGGCTTTCTGGGCAGCGGCGGCAGCGGCTGGGATGATGCGCATCTGGTGCAGGTGAGCACCAGCCATCCGGATCTCGAG, — se

muestra en color rojo.
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lo que indica una mayor afinidad de unién y una mayor probabilidad de

inducir una respuesta inmune contra la infeccién preclinica por T. gondii

CONSTRUCCION GENETICA VACUNAL PR35BT

En el caso de los epitopos lineales de linfocitos B, se selecciond el
epitopo 4, compuesto por 11 residuos de aminoacidos (R35B1-11), que
presentd el mayor valor de antigenicidad, lo que lo convirtié en el mejor
candidato. Su secuencia de aminoacidos fue igualmente convertida a
nucledtidos, obteniendo un fragmento de 33 pares de bases (ph). El
epitopo 2 de linfocitos T CD4*, con 15 residuos de aminoacidos (R35T22-
240), fue elegido debido a su mayor valor en los ensayos de antigenicidad
en comparacién con el epitopo 1, lo que sugiere una mejor capacidad
para inducir una respuesta inmune contra T. gondii.

Para la construccion del vector de expresién, la secuencia de
aminodcidos fue convertida a nucleétidos, obteniendo un fragmento de
45 pb. Una vez seleccionados los epitopos 4 y 2 de linfocitos By T CD4*
respectivamente, se unieron mediante la secuencia genética del
espaciador universal GSGGSG (Wan et al., 2019). Se afiadié un cododn de
inicio ATG, seguido del espaciador, el epitopo R35B1.11, y posteriormente
el epitopo R35T226-240. Finalmente, se incluyeron en los flancos 5’y 3’ las
secuencias especificas para las enzimas de restriccion EcoRI y Xhol
respectivamente, con esta la secuencia completa, se procedié a su
insercion en el vector de vacunal pvVAX1 dando lugar a la construccién
genética vacunal denominada aqui como pR35BT, con un tamafio de
3,071 pb (Figura 2) listo para su sintesis y evaluacion in vitro. Estos
resultados son consistentes con estudios previos sobre vacunas de ADN
y disefio de vacunas in silico basados también en la prediccion de
epitopos By T (Da'dara & Harn, 2005; Ojha et al., 2020; Zhu et al., 2021).
En 2020, Ojha y colaboradores realizaron la prediccion de epitopos
especificos para linfocitos B y T derivados de antigenos de Leishmania,
empleando herramientas bioinforméticas como RANKPEP, NetCTL 1.2y
ABCpred (Ojha et al., 2020). A pesar de utilizar metodologias diferentes
a las del presente estudio, en ambos casos el andlisis in silico permitié
la prediccién de epitopos especificos a partir de proteinas antigénicas
derivadas del parasito (Ojha et al., 2020). Por otro lado, en 2021, Zhu y
colaboradores disefiaron una vacuna de ADN contra T. gondii, basada en
la prediccion de epitopos lineales especificos de linfocitos B derivados
del antigeno GRA39 (Zhu et al., 2021). Evaluaron la antigenicidad y
sintetizaron la construccion genética para su evaluacion en modelos
murinos, observando una reduccion aproximada del 33% en la carga

quistica en los ratones (Zhu et al., 2021).
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En comparacion con el presente estudio, estos hallazgos soportan la
validez de nuestros datos y que la estrategia empleada en el disefio de la
construccién genética vacunal pR35BT, cumple con las especificaciones
de antigenicidad y restriccion para utilizarla primero como inmundgeno
al inmunizar ratones BALB/c, analizando sus titulos de anticuerpos, asi
como el perfil de citocinas Th, y posteriormente, emplearla en ensayos
de proteccion contra T. gondii en dicho modelo mdrido, que establezca
las bases celulares y moleculares para el disefio de una vacuna que

prevenga la toxoplasmosis humana.

LIMITACIONES DEL ESTUDIO

El presente estudio presenta como Uunica limitante, que se trata de una
investigacion in silico, sin embargo, el resto cumple con todos los
criterios cientificos, uso de softwares y plataformas inmunoinformaticas
para trasladarlo al contexto in vitro e in vivo, tal como lo sustenta la

bibliografia citada aqui.

CONCLUSION

Nuestros resultados proporcionan la evidencia de que los epitopos
especificos R35B1-11 (MPEQDLASGFL) y R35T226-240
(WDDAHLVQVSTSHPD), predichos a partir de la proteina ROP35 sirvieron
de base para la obtencién de la construccion genética vacunal pR35BT,
especifica para linfocitos By T CD4*. Ademas, se demostré que cumple
con los parametros de antigenicidad y restriccion al MHC-Il (H2-1A¢), para
su sintesis y evaluacion in vitro como nueva vacuna para prevenir la
Toxoplasmosis preclinica en el modelo mdrido de ratones BALB/c.
Hecho que contribuird al establecimiento de las bases celulares y
moleculares para el posterior disefio de una vacuna genética contra la
toxoplasmosis humana, enfermedad que afecta al 30 % de la poblacién

mundial.
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RESUMEN

Las microalgas son microorganismos fotosintéticos que han captado un creciente interés debido a su potencial en aplicaciones industriales y
biotecnoldgicas. El objetivo de este trabajo fue analizar el efecto de dos medios de crecimiento (Guillard & Ryther F/2 Media, y Bold's Basal Medium
BBM) en parametros cinéticos y la produccion de clorofila de un consorcio nativo de Sinaloa del género Scenedesmus. Los resultados obtenidos
mostraron la influencia en el medio utilizado, se obtuvo un tiempo de duplicacion (td) de 0.9259 dias en BBM y 1.0804 dias en F/2. De igual manera,
las densidades celulares maximas alcanzadas fueron de 6.03+0.34x10° células mL' para BBM y 14.06+3.20 x10° células mL" para F/2,
respectivamente. Con estos resultados, se pudo inferir que el medio BBM favorece el tiempo de duplicacion, mientras que el F/2 favorecié en la
densidad celular maxima alcanzada, pudiéndose traducir a mas cantidad de biomasa por litro. Evaluar el comportamiento de la cinética de crecimiento
en distintos medios de cultivo es crucial para optimizar las condiciones del cultivo, maximizando las tasas de crecimiento y acumulacion de
compuestos de interés, identificando las condiciones 6ptimas para la produccién a gran escala, lo que permite optimizar la eficiencia, sostenibilidad
y viabilidad econémica de una biorrefineria.

Palabras claves: Bioenergia, Bioprocesos, Microalgas, Pardmetros cinéticos

ABSTRACT

Microalgae are photosynthetic microorganisms that have garnered increasing interest due to their potential in industrial and biotechnological
applications. The aim of this study was to analyze the effect of two growth media (Guillard & Ryther F/2 Media, y Bold’s Basal Medium) on growth
parameters and chlorophyll production in a native consortium from Sinaloa belonging to the genus Scenedesmus. The results have shown the growth
medium influences the outcomes, with a doubling time (dt) of 0.9259 days in BBM and 1.0804 days in F/2. Similarly, the maximum cell densities
reached were 6.03+0.34x10° cells mL™" for BBM and 14.06+3.20x10° cells mL™" for F/2. According to these results, it can be inferred that BBM favors
the doubling time, while F/2 promotes a higher maximum cell density, potentially translating into more biomass per liter. Evaluating growth kinetics in
different culture media is crucial to optimizing cultivation conditions, maximizing growth rates and accumulation of target compounds, and identifying
optimal conditions for large-scale production, thus improving the efficiency, sustainability, and economic viability of a biorefinery.

Keywords: Bioenergy, Bioprocesses, Microalgae, Kinetic parameters.
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INTRODUCCION

Las microalgas son microorganismos unicelulares que se encuentran en
los ecosistemas acuaticos y contribuyen a la fotosintesis, y son las
responsables de generar aproximadamente el 60-70% del oxigeno del
planeta (Shaikh et al., 2022). Las microalgas han sido estudiadas desde
mediados del siglo XX debido a su capacidad para producir metabolitos
de interés, asi como su importancia industrial para la produccién
de pigmentos, biocombustibles, farmacos y suplementos alimenticios
(Vazquez-Romero et al., 2022). El uso de la biotecnologia en el cultivo
y formulacién de bioprocesos a base de microalgas se considera pilar
fundamental e innovador para la bioeconomia y el desarrollo sostenible
debido al

biocombustibles, lo que lo convierte en una materia prima fundamental

incremento de demanda de alimentos, energia y
en términos de sustentabilidad y desarrollo, ya que no compromete
recursos y es amigable con el medio ambiente (Fasaei et al., 2018;

Wibisono et al., 2019, Maroneze et al., 2021).

En los (ltimos afios, las industrias de nutricosmética y de alimentacion
funcional se han sumado a las industrias que pueden ser beneficiadas
por las microalgas, ya que estas son reconocidas por ser productoras
naturales de pigmentos bioactivos como la clorofila. La clorofila es un
pigmento natural que se encuentra en plantas, algas y cianobacterias,
tiene un importante potencial medicinal como agente antioxidante,
antibacteriano y antitumoral (Sun et al.,, 2024). La clorofila desempefia
un papel crucial en la fotosintesis para absorber y transformar la energia
solar en energia quimica, desencadenar la fijaciéon de CO2 en
carbohidratos, entre otros (Rinawati et al, 2020). La extraccién de
clorofila a partir de microalgas representa numerosas ventajas sobre
fuentes convencionales debido a la eficiencia, sustentabilidad y
bioactividad de los procesos de extraccion. El contenido de clorofila en
las microalgas va desde el 2.5-10% dependiendo de la especie, en el caso
de las microalgas verdes pueden acumular niveles de clorofila de hasta
el 10% de su peso seco celular (Herrera & Roca, 2023). Esta alta
concentracion intracelular los convierte en una prometedora fuente
alternativa para la extraccion de clorofila (Halim y Danquah, 2013;
Fernandes et al, 2020; Sarkar et al, 2020). Actualmente, se han
desarrollado métodos avanzados que permiten mejorar los rendimientos
y la calidad del extracto de clorofila a partir de microalgas, métodos
como la extraccion asistida por microondas (MAE), ultrasonido (EAU) e
infrarrojos (IR) han demostrado mejorar los rendimientos y la calidad del

extracto; ademas, el uso de biorreactores para el cultivo y extraccién de
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microalgas permiten cultivarlas bajo condiciones controladas lo que
reduce el consumo de energia e impacto ambiental (Georgiopoulou et al.,
2023; Herrera & Roca, 2023).

La acumulacién de compuestos en las microalgas se ve afectado por
distintas condiciones, como la temperatura, la iluminacién, el pH, y la
fuente de nutrientes (Ozkurt, 2009); esta (ltima teniendo una repercusion
en el comportamiento de crecimiento microalgal y el tipo de compuesto
que acumulan (Udayan et al., 2023). Las microalgas necesitan nitrégeno
y fésforo como nutrientes principales, y estos representan del 10 al 20%
de la biomasa microalgal. Otros requisitos nutrimentales para el
crecimiento son los macronutrientes (Sodio [Na], Magnesio [Mg], Calcio
[Ca] y potasio [K]); micronutrientes (Molibdeno [Mo], Manganeso [Mn],
Boro [B], Cobre [Co], Hierro [Fe] y Zinc [Zn]); y otros oligoelementos (Khan
et al., 2018). La formulacion de los medios de cultivo tiene un impacto
significativo en la produccién de biomasa debido a que puede influir en
el crecimiento y la acumulacion de metabolitos de interés (Hernandez-
Pérez & Labbé, 2014). Diversos estudios destacan la importancia de
optimizar la composicion de los medios de cultivo para mejorar la
produccion de biomasa y la sintesis de compuestos de valor agregado
(Phuong & Ly, 2023). Factores como el equilibrio de nutrientes, la luz, la
temperatura y la presencia de reguladores del crecimiento desempefian
un papel crucial en la eficiencia del cultivo y el rendimiento de

compuestos bioactivos (Udayan et al., 2023).

Se ha demostrado que alterar la concentracion de nitrégeno y fésforo en
géneros como Spirullina, Chlorella, Scenedesmus y Nannochloropsis
puede afectar la curva de crecimiento y la produccién de biomasa por lo
que seleccionar una composicion adecuada de medio de cultivo es
esencial para optimizar la produccién de clorofila y compuestos de
interés en el cultivo de microalgas (Difusa et al,, 2015; Pratiwi et al.,
2023).

Las microalgas del género Scenedesmus son microalgas verdes
dulceacuicolas, tienen un tamafio de aproximadamente 10-20 pm, y
presenta un contenido de lipidos de 16-40% (Khodadadianzaghmari et al.,
2024). Ademas, son reconocidas por su alta produccién de biomasa y
composicion bioquimica que incluye carbohidratos, proteinas, clorofila a,
carotenoides y lipidos (Difusa et al, 2015). Distintos estudios
argumentan que las especies de este género de microalga podrian ser
buena fuente de clorofila en condiciones especificas como una

temperatura de 25-30°C, una intensidad de luz de 95-150 pmol m? sy
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un pH entre 6.0 a 8.5 (Yadav et al., 2023; Ziganshina et al., 2023; Tapia-
Lopez et al., 2024), empleando medios de cultivo como lo son el Basal
Bold's Medium (BBM) y el BG-11 (Thakur et al., 2022). El medio BBM
incrementa la produccién de biomasa, lipidos y carotenoides en
Scenedesmus obliquus (Thakur et al., 2022). Mientras que el medio BG-
11 ha demostrado mejorar la tasa de crecimiento de microalgas y la
acumulacién de &cidos grasos, lo que lo convierte en un medio de cultivo
viable en procesos de produccion de biodiésel (Pandey et al., 2020).
Algunas de las especies mas investigadas son Scenedesmus obliquus,
Scenedesmus bijugusi y Scenedesmus rubescens (Maroneze et al., 2019;
Thakur et al., 2022); sin embargo, existen pocos estudios que utilicen
consorcios de microalgas nativas, debido a que su uso representa
desafios en la biotecnologia industrial, como la lentitud de las tasas de
crecimiento 'y baja productividad, pero ofrece soluciones
multidisciplinarias para la produccién sostenible (Barraza, 2011).
Actualmente, existen pocos estudios que utilicen consorcios de
microalgas, puesto que representan desafios para su total cultivo y
aprovechamiento. No obstante, también es considerada una ventaja al
poder ser encontradas en diversos cuerpos de agua locales de manera
natural, siendo una oportunidad que se considera inexplorada hoy en dia,
desperdiciando un recurso natural al alcance. El objetivo del presente
estudio es evaluar el comportamiento de crecimiento y la produccion de
clorofila de un consorcio microalgal nativo de cuerpos de agua de
Mazatlan, Sinaloa, conformado mayoritariamente de especies del género
Scenedesmus, utilizando dos distintos medios de cultivo (Guillard &
Ryther Medio [F/2], y el Bold’s Basal Medium [BBM]) bajo condiciones

controladas de laboratorio.

MATERIALES Y METODOS
MICROALGAS

El consorcio C-SceMAZ fue recolectado de una laguna en el municipio de
Sinaloa, Meéxico.

Mazatlan, Este consorcio fue purificado de

microorganismos como bacterias y hongos, y posteriormente
almacenado en tubos de ensayo (15 mL) a una temperatura de 25 (1)
°C, e iluminacion constante (6000 luxes). Los cultivos de C-SceMAZ en
los tubos de 15 mL fueron monitoreados diariamente, y se les suministré
nutrientes cada siete dias. Se lograron identificar algunas especies
mayoritarias del género Scenedesmus (Figura 1) y algunas otras especies
minoritarias (<1%). El consorcio fue donado por el laboratorio de
Bioenergia de la Universidad Politécnica de Sinaloa (UPSIN), y el Centro

Investigacion en Alimentacion y Desarrollo A.C (CIAD) unidad Mazatlan.
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Figura 1. Consorcio microalgal del género Scenedesmus.

CULTIVO MICROALGAL

El cultivo de microalgas se realizé mediante la técnica de transferencias
sucesivas, donde se inocularon 15 mL del consorcio en matraces de 250
mL hasta alcanzar una concentracion aproximada de 10.0x10° células
mL". Posteriormente, se inocularon reactores de 3 L con dos medios de
cultivo, Bold’s Basal Medium (BBM) y Guillard & Rtyher Media (F/2) por
triplicado (Figura 2), donde se calculé una concentracion inicial por
reactor de aproximadamente 5.0x10° células mL". Las condiciones de
cultivo fueron: temperatura de 25 +1 °C, agitacién administrada mediante
aire filtrado (bomba), pH entre 6.0-6.5, y un régimen de luz constante
suministrado por LEDs con una intensidad luminica de 6000 luxes
(LightMeter modelo HS1010). La composicién nutrimental final por litro
para medio BBM reportado por Brown et al. (1964) & Nichols y Bold
(1965) fue de 0.25 g de NaNOs, 0.025 g CaClo-2H20, 0.075g K2HPO4, 0.175
g KH2HPO4, 0.075 g MgS04-7H20, 0.025 NaCl, 0.0017 g Na2EDTA-2H20,
0.0028 g HBOs, 0.0018 g MnCl,, 0.002 g ZnSO47H.0, 0.004
Na2M004-2H20, 0.0008 CuS04-5H20, y 0.0005 Co(NOQ3) 2-5H20. Para el
medio F/2 reportado por Guillard y Ryther (1962) la composicion final por
litro fue de 75 g NaNOs, 5.65 g NaH2P0s.2H20, 4.36 g EDTA, 3.15 g
FeClz*6H20, 0.010 g CuS04+5H20, 0.022 g ZnS0s7H20, 0.010 ¢
CoCl2+6H20, 0.180 g MnCl2+4H20, 0.006 g NazMo0s2H20, 2 ¢ de
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cianocobalamina cristalina (B12), 0.100 g de tiamina-HC (B1) y 0.001g de
biotina cristalina.

Figura 2. Experimento en reactores de 3 L del cultivo del consorcio C-SceMAZ
(consorcios Scenedesmus sp.) inicial.

CINETICA DE CRECIMIENTO

La determinacion de la concentracion celular se realizé por medio de dos
metodologias, (1) conteos celulares con hematocitémetro, y (2)
determinacion de absorbancia por espectrofotometria las cuales fueron
adaptadas de Godoy-Herndndez & Vazquez-Flota (2006), Mikschofsky et
al. (2009) y Santos-Ballardo et al. (2015). Para los conteos celulares, se
tomaron muestras por triplicado cada 24 horas de cada uno de los
reactores, y se contabilizaron las células por mililitro utilizando un
hematocitometro (cdmara de Neubauer doble linea brillante, 0.0025 mm?
LUZERN®), y un microscopio (OLYMPUS CX31). Para la determinacién de
absorbancia por espectrofotometria, se utilizd un espectrofotémetro
(GENESIS 10-S UV-Vis, Thermo Scientific), del triplicado de muestras de
cada reactor, a la misma hora de los conteos celulares, medidos a una

longitud de onda de 680 nm.

PARAMETROS DE EFICIENCIA DE CRECIMIENTO

Para el anélisis de eficiencia de crecimiento, se calcularon dos
pardmetros, la tasa de crecimiento especifico (u), y el tiempo de
duplicacion (td). Estos parametros se calcularon siguiendo la Ecuacién
(1) y la Ecuacién (2) (Godoy-Hernandez & Vazquez-Flota, 2006).

(1) U =InX—-InX,
t

2) td = In2

donde p corresponde a la tasa de crecimiento especifico, que se traduce
en la eficiencia de crecimiento de la microalga (dias "); X valor final (de

absorbancia o densidad celular) de la etapa de crecimiento exponencial,
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Xo indica el valor inicial (de absorbancia o densidad celular) de la etapa
de crecimiento exponencial, t es el tiempo; y td es el tiempo de
duplicacion (dias). Asimismo, se determinaron las densidades celulares

maximas y las absorbancias maximas alcanzadas.

DETERMINACION DE CLOROFILA

Para la determinacién de clorofila se empleé una metodologia adaptada
de Price & Harrison (1987). Se colectaron 2 mL de cultivo cada 24 horas
de cada reactor después de las 72 horas transcurridas de la cinética,
debido al cambio significativo de color percibido entre medios de cultivo.
Las muestras de cada reactor fueron filtradas y posteriormente se
afadieron 10 mL de acetona al 90% y se dejaron reposar a 20°C por 24
horas. Pasado el tiempo, se leyeron las muestras por espectrofotometria
UV-Vis a tres longitudes de onda: 664, 647 y 639 nm para determinar el
contenido de clorofila a, b y ¢ producida durante la cinética. Una vez
finalizada la cinética, las muestras que se procesaron fueron
cuantificadas y el total de la clorofila fue expresada en microgramos por

mililitro (ug mL") de manera individual.

Tabla 1. Pardmetros de eficiencia de crecimiento del consorcio microalgal

Parametro Medio BBM Medio F/2

b (@) 0.75+0.04° 0.56 +0.14°

td (dias) 0.92 +0.05° 1.26+0.38°

p () 0.96 + 0.05° 0.71+0.09°

td (dias)* 0.72 +0.04° 0.970.13°
DMaéx (células mL-) 6'031%62'34 14.06 +3.20 x10%

AbsMéx (u.a.) 0.48 +0.01° 0.66 +0.01°

Los resultados presentados representan el promedio de los reactores, y (1)
representa la desviacién estandar. Letras representan diferencias significativas
en cada uno de los parametros (filas). Andlisis estadistico prueba de Tukey (p <
0.05, n=3). DMéx: Densidad maxima; AbsMax: Absorbancia maxima; u.a.: unidad
arbitraria; d: dias; cél: células; mL: mililitro; p: tasa de crecimiento especifico; td:
tiempo de duplicacion. *: pardmetros de eficiencia de crecimiento calculados en
funcion a la absorbancia; los valores sin (*) corresponden a los calculados
mediante conteos celulares.
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ANALISIS ESTADISTICOS

Para las pruebas estadisticas se realizaron pruebas de normalidad
Shapiro-Wilk para comprobar la normalidad de los datos, y se realizaron
andlisis de varianzas (ANOVA) de un solo factor y comparacion de
medias por la prueba de Tukey's (p < 0.05, n=3), para los parametros de
eficiencia de crecimiento (tasas de crecimiento especifico [u] y tiempos
de duplicacion [td]), densidades y absorbancias méximas; como también
para los andlisis de clorofila. Los andlisis estadisticos fueron realizados

en el software SigmaPlot Software ® versién 12.5.

RESULTADOS Y DISCUSION

PARAMETROS DE EFICIENCIA DE CRECIMIENTO

En relacién con el comportamiento de crecimiento del consorcio
microalgal, se encontraron diferencias en los parametros de eficiencia
de crecimiento, y en las densidades celulares entre ambos medios de
cultivo (Tabla 1). En relacién con los parametros de eficiencia de
crecimiento basados en conteos celulares, no se demostraron
diferencias significativas entre los cultivos empleados. Esto puede
deberse a que en uno de los cultivos (F/2) se observd un crecimiento
errtico de las microalgas para esta metodologia (Figura 3), lo que
influyé en los célculos. Los resultados para el medio BBM mostraron una
p de 0.75 £ 0.04 d”, mientras que el medio F/2 mostré una p de 0.58 +
0.18 d'. Esto se traduce a que el medio BBM tuvo un tiempo de
duplicacién menor al medio F/2, siendo una td de 0.92 + 0.05 dias, y 1.24
+ 0.38 dias, respectivamente. Para tener una vision mas clara, estos
tiempos se traducen a que BBM tardd 22 horas promedio en duplicarse,
mientras que F/2 tard6 casi 30 horas en duplicarse. Por otro lado, los
mismos pardmetros basados en la metodologia de mediciéon de
absorbancia si mostraron diferencias significativas, esto podria deberse
a la naturaleza de la metodologia, ya que la superposicién de células y la
presencia de restos celulares podria influir en la medicion (Ribeiro-
Rodrigues et al,, 2011), lo que se traduciria en diferencias entre los
pardmetros de eficiencia. Los resultados con esta metodologia
reportaron valores de p y td menores a la metodologia por conteos
celulares (alrededor de un 22% menor), obteniendo valores de p de 0.96
+0.05y0.71 +0.09 d", y valores de td de 0.72 + 0.04 y 0.97 + 0.13 dias,
para BBMy F/2, respectivamente.

Esto concuerda con lo reportado por algunos autores que ofrecen
modelos matemaéticos predictivos de concentracion celular, donde

correlacionan las metodologias para poder predecir los conteos
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celulares en funcién de la absorbancia, ya que la espectrofotometria es
un método mas rapido, y disminuye los errores por el humano (Santos-
Ballardo et al., 2015).

Un estudio realizado por Diaz-Escudero et al. (2023) en la Universidad de
la Guajira, emplearon tres cepas de Scenedesmus sp. (N7, N10 y N15)
cultivadas en medio Guillard F/2 para la obtencién de pigmentos
liposolubles e hidrosolubles, obteniendo valores de y de 0.11,0.14 y 0.09
d’, respectivamente, y valores de td de 6.30, 4.95 y 7.70 dias durante su
etapa exponencial. Verduga (2020) realizd un estudio sobre la
propagacion de Scenedesmus sp. empleando medio BG11 mezclado con
aguas residuales de industrial lactica (DIWW), reportando resultados de
parametros de eficiencia de crecimiento de p=0.69 + 0.08 d' y una td de
1.00 £ 0.136 dias en el medio BG11 y 1.00 + 0.004 dias en las aguas
residuales lacticas (DIWW). En ambos estudios se obtuvieron parametros
de eficiencia de crecimiento menores a los reportados, esto se puede
atribuir a la influencia del medio de cultivo y las condiciones del cultivo
que influye en la produccion de biomasa en la eficiencia de uso de los
recursos disponibles, o también la adaptabilidad inicial del consorcio a
los medios de cultivo empleados, y también diferencias en los tiempos
de deplecion de nutrientes (Quevedo et al., 2008; Brito et al., 2013). La
transicion mas rdpida hacia la fase de muerte celular en el medio BBM
puede limitar su aplicacién en procesos biotecnoldgicos a largo plazo,
donde se requiera un crecimiento sostenido. Por otro lado, la capacidad
del medio F/2 para mantener un crecimiento celular elevado durante un
periodo mas prolongado sugiere que podria ser mas adecuado para la

produccién continua de biomasa (Brito et al., 2013).

Sin embargo, se observéd un fendmeno opuesto en las densidades
celulares méximas alcanzadas. El medio BBM alcanzé una densidad
celular maxima de 6.03 £ 0.34 x10° células mL", mientras que F/2 mostrd
una densidad celular mayor, alcanzando mas del doble de células por
mililitro, con un promedio de 14.06 + 3.20 x10° células mL™. La densidad
mdxima alcanzada para el medio BBM entre los dias seis y siete de la
cinética, mientras que para el medio F/2 se encontré entre los dias siete
y nueve. El comportamiento observado en las absorbancias refleja
comportamientos distintos, en el medio F2 es constante, lo que sugiere
un crecimiento uniforme y sostenido del consorcio microalgal. Mientras
que el medio BBM muestra un comportamiento erratico lo que podria
indicar la necesidad de mejorar las condiciones operativas o ajustar la
composicion del medio para garantizar estabilidad. Con respecto a las

diferencias de densidades celulares encontradas en ambos medios, es
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Figura 3. Cinéticas de crecimiento del consorcio microalgal. a) Conteos celulares medio BBM, b) absorbancia medio BBM, c) conteos celulares medio F/2 y d)

absorbancia medio F/2.

posible que el medio F/2 debido a su composicién rica en nutrientes,
permitié un desarrollo celular mas prolongado en comparacién con el
medio BBM. Por otra parte, existe la posibilidad de que el patrén de
crecimiento inusual se deba a un fenémeno de adaptacién a condiciones
de estrés para Scenedesmus, puesto que el medio F/2 tiene
concentraciones de NaCl mas elevadas que el medio BBM (Morales et al.,
2019). Este dltimo, aunque promovié un crecimiento inicial rapido, no
mantuvo las células viables durante tanto tiempo, lo que sugiere

limitaciones nutricionales que aceleraron la fase de muerte celular.

En el estudio realizado por Vazquez & Ayala (2017) encontraron una
densidad celular maxima de Scenedesmus obliquus de 6.14x10° células
mL" en el dia 14 en medio BBM, mientras Zhao et al. (2011) encontraron

una densidad celular méaxima de 30.30x10° en el dia seis en medio F/2
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para S. obliquus. La variabilidad en las concentraciones celulares
maximas y las tasas de crecimiento entre ambos medios podria deberse
a ligeras diferencias en las condiciones operativas o a factores
inherentes al consorcio de microalgas, como la heterogeneidad en la
poblacion celular (Iba et al., 2023). De igual manera, las diferencias
presentadas entre reactores del mismo medio, puede deberse a las
mismas circunstancias de desafios al momento de adaptabilidad
microalgal. Esto destaca la importancia de la replicacién experimental
para asegurar la reproducibilidad de los resultados (Herrera & Roca,
2023).

DETERMINACION DE CLOROFILA
Se evalué la concentracion de clorofila a, b y ¢ totales en los reactores

de ambos medios (BBM y F/2), esto para determinar la eficiencia
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fotosintética del consorcio microalgal. Los cultivos mostraron
diferencias significativas en las clorofilas tipo a y b entre los medios BBM
en comparacion con los del medio F/2; sin embargo, no mostraron
diferencias en la clorofila ¢ (Tabla 2). Es importante resaltar que la
clorofila tipo ¢ fue analizada debido a que el consorcio tiene especies de
microalgas no identificadas, a pesar de que la bibliografia menciona que
las algas del género Scenedesmus poseen clorofila a y b, el empleo de
medios diferentes podria contribuir al crecimiento de otras especies que
posiblemente estaban presentes en el consorcio en concentraciones
pequefias, que pudieron pasar por procesos de adaptacion o competir
entre especies (Morales et al,, 2017). En |a Figura 4 se observa un cambio
en los biorreactores, donde se intensifico el color verde del medio, tras
48 horas de la cinética. La produccién de clorofila tuvo variaciones en
medio BBM y F/2. En la clorofila a se encontraron valores de 2.52 + 0.29
gg mL' en el medio BBM mientras que en el medio Guillard se
encontraron valores de 0.23 + 0.02 pg mL", para la clorofila b se
encontraron valores de 2.05 + 0.53 pg mL" en medio BBM y de 0.14 +
0.04 ug mL" en F/2 y para la clorofila ¢ de 2.79 £ 0.64 ug mL" en medio
BBM y de 1.10 £ 0.01 pg mL" en medio F/2, lo que representa que el
medio BBM tuvo una produccion significativamente mayor en
comparacién con el medio Guillard. Las microalgas del género
Scenedesmus tienen un contenido alto de clorofila (en promedio un
49.47% del total de lipidos), lo que las convierte en una fuente valiosa
para la extraccion de pigmentos y compuestos bioactivos (Fidalgo et al.,
1998).

La mayor concentracion de clorofila en el medio BBM sugiere una mayor
eficiencia fotosintética y un uso mas efectivo de los nutrientes
disponibles, contribuyendo a un crecimiento celular més rapido. En
contraste, la disminucién de la clorofila en el medio F/2 indica una rapida
deplecién de los nutrientes esenciales, lo que resulté en una reduccion
de la actividad fotosintética y consecuentemente, en una actividad de

duplicacién més lenta.

Garcia-Cafiedo et al. (2009) evaluaron la produccidn de clorofilaay b en
Scenedesmus incrassatulus en medio BBM obteniendo valores maximos
de 10.6 y 5.72 yg mL", respectivamente.
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Tabla 2. Clorofilas totales en cada uno de los medios del consorcio microalgal

Clorofila Medio BBM Medio F/2
a 2.52+0.29° 0.23+0.02°
b 2.05+0.53° 0.14+0.04°
c 2.79 £ 0.64° 1.10£0.01°

Todos los resultados estan expresados en pg mL". Los resultados presentados
representan el promedio, y (t) representa la desviacion estandar entre reactores
del mismo medio. Letras representan diferencias significativas en cada una de las
clorofilas (filas). Anlisis estadistico prueba de Tukey (p < 0.05, n=3).

Mientras que otro estudio realizado por Rinanti et al. (2013) determind el
contenido de clorofila a y b de Scenedesmos obliquus en distintos tipos
de medios de cultivo (Zarrouk, Schlosser y Haematococcus provasollis).
Dicho estudio demuestra cdmo las composiciones de los medios de
cultivo repercuten en la cinética de crecimiento y la produccién de
clorofila, asi como la viabilidad de la microalga Scenedesmos obliquus
para la produccién de clorofila, en la cual el medio de Haematococcus
Provasollis Medium (PHM) mostré una mayor eficiencia en la produccion
de clorofilas a y b con valores 1300 y 1600 pg mL", respectivamente;
seguido del medio Zarrouk con 700 pg mL" y 500 pg mL " mientras que
en el medio Schlosser obtuvo un rendimiento menor con 140 ug mL" para

ambos tipos de clorofila.

\BBM(B),

(F12(8) ),

Figura 4. Cinética de crecimiento en curso del consorcio C-SceMAZ, donde se

visualizan intensidades de verde distintos en cada medio después de 48 horas.

El contenido de clorofila en las microalgas estd influenciado por factores
ambientales y las condiciones de cultivo (Ferreira et al., 2016). Las
investigaciones indican que tanto la intensidad de la luz como la
disponibilidad de nutrientes (como nitrégeno y fésforo) desempefian un

papel fundamental en la modulacién de los niveles de clorofila, que son
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esenciales para la fotosintesis y la produccién de biomasa (Dean et al.,
2010; da Silva Ferreira & Sant'Anna, 2017).

Los estudios realizados por Garcia-Cafiedo et al. (2009) y Rinanti et al.
(2013) demuestran como las condiciones de cultivo estan directamente
relacionadas con la produccion de clorofila. Garcia-Cafiedo et al. (2009)
reportaron valores de 10.6 pg mL™" para clorofila ay 5.72 ug mL™ para
clorofila b en Scenedesmus incrassatulus cultivado en medio BBM.
Mientras que Rinanti et al. (2013) obtuvieron valores de hasta 1300 pg
mL""de clorofilaay 1600 ug mL™" de clorofila b. Estas diferencias pueden
deberse a que la composicion de los medios de cultivo de Rinanti et al.
(2013) estan disefiados para funciones especificas, ofreciendo una
mayor disponibilidad de nutrientes esenciales para la biosintesis de
pigmentos, en comparacién con el medio BBM. Otro factor que pudo
inferir es el fotoperiodo y la intensidad luminica. Garcia-Cafiedo et al.
(2009) reportaron un fotoperiodo de 10:14h (luz/oscuridad) y 200 pmol
m?2 sec. Mientras que Rinanti et al. (2013) reporté un fotoperiodo de
24:0 h y una intensidad luminica de 2500 luxes, si bien nuestras
condiciones operativas se acercaron mds a las reportadas por Rinanti et
al. (2013) con un fotoperiodo de 24:0 y 6000 luxes, lo que pudo influir
mas es el tipo de medio de cultivo y la etapa en la cual se determiné la
clorofila, ya que el contenido de ésta puede variar significativamente
dependiendo de la etapa del cultivo; se ha observado que durante la etapa
estacionaria la produccion de clorofila tiende a disminuir, lo que puede
afectar la eficiencia fotosintética y, en consecuencia, el rendimiento

general del cultivo (Fidalgo et al., 1998).

CONCLUSIONES

Enlaregion de Sinaloa, cepas de géneros que crecen naturalmente, como
el género Scenedesmus, presentan una notable ventaja en la adaptacion
y crecimiento con diferentes composiciones nutrimentales, siendo un
recurso al alcance para su aprovechamiento, y una fuente potencial para
la obtencién de biomasa bajo condiciones controladas, y de pigmentos
de alto nivel comercial como la clorofila. Las diferentes formulaciones
de medios de cultivo impactaron significativamente el crecimiento y la
produccion de clorofila, lo que sugiere que la composicién del medio es
un factor critico para optimizar la produccion de microalga. Los
resultados arrojados en las cinéticas y en la determinacion de pigmentos
abren un drea de oportunidad para elegir que requerimientos
nutrimentales se apegan mas a nuestros objetivos, es decir, si es de
interés un crecimiento rapido para la obtencién de clorofila, se podria

optar por un medio BBM; mientras que, si nos interesa una densidad
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celular mayor, lo que se puede traducir a una mayor cantidad de biomasa,
podemos recurrir a utilizar el medio F/2. Estos estudios abren horizontes
para optimizar los bioprocesos que hoy en dia, alin se encuentran en
investigacion para alcanzar una viabilidad técnico-econémica favorable,
sin dejar de lado el aspecto medioambiental, ya que el cultivo y
aprovechamiento de estos recursos puede ser bajo un esquema
sustentable. Se recomienda hacer andlisis de otros parametros como la
acumulacion de lipidos, proteinas y carbohidratos, para |a elaboracion de

biocombustibles como biodiésel y biogas.
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