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RESUMEN

El cancer en vida silvestre cobra relevancia al poder comprender esto en
especies no tradicionales. El lobo marino de California es susceptible a un
carcinoma urogenital, observado en las costas de California, no asi en el Golfo
de California. Identificado factores claves, como la genética, la concentracidon
de contaminantes persistentes y los virus oncogénicos. Sin embargo, factores,
como la nutricion, no han sido investigados. La nutricion impacta el
funcionamiento del sistema inmune influyendo sobre el inicio y progreso del
cancer. El objetivo de esta tesis fue evaluar si el cambio de dieta, los nutrientes
y la inflamacién crénica se relacionan en la transformacién del epitelio genital
en hembras adultas de lobo marino de California en el Golfo de California. Se
obtuvieron 40 muestras de pelo, sangre y epitelio genital de individuos
capturados en doce colonias reproductivas. Por analisis de isétopos estables
se determind el nivel tréfico y 8'°C, identificando en algunas regiones que a
mayor nivel tréfico mayor era la transformacion. Esta relacion no se observo
con 8"°C. En sangre, se midieron marcadores nutricios encontrando diferencias
en las concentraciones de ferritina y triglicéridos entre regiones, siendo mas
altas en la Sur y mas bajas en Norte y Grandes Islas. Ademas, en esta ultima
se encontraron concentraciones altas de creatinina, mientras que en la Central
fue el colesterol quien mostré alta concentracién. Situacién contraria en la
region Norte. Esto permite inferir que el cambio de dieta, asociado a
variaciones en la temperatura marina o ciclos biolégicos, impacta sobre
procesos fisioldgicos, como el uso de lipidos o la oncovigilancia inmunitaria. Se
realiz6 un ultimo analisis para evaluar la inflamacion crénica, clave para
algunos tipos de cancer. Aqui, se efectuaron pruebas de ELISA para medir la
concentracion de citoquinas anti y pro-inflamatorias. Solo se encontraron
valores cuantificables de IL-10, mayor en animales con una transformacién
epitelial mas avanzada. Con base en este resultado se sugiere que IL-10
podria participar en procesos de oncovigilancia. Los resultados son relevantes,
ya que en las ultimas décadas se han presentado variaciones climaticas y de
las presas frecuentes de este organismo que han impactado en la demografia
de la especie.

Palabras clave: Zalophus californianus, carcinoma urogenital, nutricion,
isotopos estables, inflamacion crénica
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ABSTRACT

Cancer in wildlife becomes relevant when we can understand this in non-
traditional species. The California sea lion is susceptible to urogenital
carcinoma, observed on the coasts of California, but not in the Gulf of
California. Key factors have been identified, such as genetics, the concentration
of persistent pollutants and oncogenic viruses. However, factors such as
nutrition have not been investigated. Nutrition impacts the functioning of the
immune system, influencing the start and progression of cancer. The objective
of this thesis was to evaluate whether diet change, nutrients and chronic
inflammation are related to the transformation of the genital epithelium in adult
female California sea lions in the Gulf of California. Forty samples of fur, blood
and genital epithelium were obtained from individuals captured in twelve
rookeries. Stable isotope analysis determined the trophic level and 5"C,
identifying in some regions that the higher the trophic level, the greater the
transformation. This relationship was not observed with &'°C. In blood,
nutritional markers were measured, finding differences in ferritin and triglyceride
concentrations between regions, being higher in the South and lower in the
North and the Midriff. In addition, high concentrations of creatinine were found
in the latter, while in the Central region it was cholesterol that showed a high
concentration. The situation was contrary in the North region. This allows us to
infer that the change in diet, associated with variations in sea temperature or
biological cycles, impacts physiological processes, such as the use of lipids or
immune oncovigilance. A final analysis was carried out to evaluate chronic
inflammation, key for some types of cancer. Here, ELISA tests were carried out
to measure the concentration of anti- and pro-inflammatory cytokines. Only
quantifiable values of IL-10 were found, higher in animals with a more advanced
epithelial transformation. Based on this result, it is suggested that IL-10 could
participate in oncovigilance processes. The results are relevant, since in recent
decades there have been climatic variations and changes in the frequent prey
of this organism that have impacted the demography of the species.

Key words: Zalophus californianus, urogenital carcinoma, nutrition, stable
isotopes, chronic inflammation
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“Deberiamos ac[cluim’r el comje de no ser como todo el mundo”

TJean Paul Sartre



1. INTRODUCCCION

Existe un interés creciente por entender las causas que favorecen la presencia
del cancer en la vida silvestre, dado el incremento de casos en algunas
especies (McAloose y Newton, 2009). Este tipo de patologias, caracterizadas
por una desdiferenciacién y proliferacién descontrolada de células con fenotipo
y genotipo perturbado puede alterar la dinamica poblacional e incidir en el
decline de la misma (Cooper, 2000; Instituto Nacional de Cancer, 2015; World
Cancer Research Fund/ American Institute for Cancer Research, 2018). A
pesar de que el cancer en la vida silvestre ha pasado relativamente inadvertido
por largo tiempo, es importante reconocer los factores de riesgo, incidencia e
impacto que tienen estas patologias para la conservacion de las especies. En
las ultimas décadas se ha buscado entender las causas, la biologia de los
tumores y los efectos de la enfermedad a nivel individual y poblacional, con el
fin de reconocer el impacto que podria tener en la dinamica poblacional asi
como para buscar disminuir o erradicar los factores que la favorecen (McAloose
y Newton, 2009; Ujvari et al., 2018).

Dentro de los casos de cancer que han cobrado relevancia en la
comunidad cientifica se encuentra el del demonio de Tasmania (Sarcophilus
harrisii), en quien se ha identificado una enfermedad de tumor facial
contagioso, asociado a un sistema mayor de histocompatibilidad (MHC) clase |
monomorfico, 1o que no permite que el sistema inmune del hospedero
reconozca a las células cancerigenas transmitidas como si fueran aloantigenos
(Hawkins et al., 2006; Siddle et al., 2007). Otros tipos de cancer reportados en
fauna silvestre son los tumores asociados a virus. Este tipo de cancer, de
origen epitelial (p.ej. carcinoma), se da por la ocurrencia de mutaciones de
proto-oncogenes que regulan el ciclo celular, sefiales de transduccion y
supresion de tumores, o por la presencia de oncogenes virales. Se han
identificado tumores de este tipo en algunas aves, peces, reptiles y mamiferos
marinos (Ratcliffe, 1933; Canfield et al., 1990; Reece, 1992; Mader, 1996;
Hernandez-Divers y Garner, 2003; Masahito et al., 2003; Groff, 2004; Porter et

al., 2004; Heatley et al., 2005; Newman y Smith, 2006; Ladds, 2009; Wiley et
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al., 2009; Martinez Silvestre et al., 2011; Chu et al., 2012; LePage et al., 2012;
Coffee et al., 2013; Robins et al., 2014; Dietz et al., 2016). Al menos en los
organismos acuaticos, se ha identificado que altos niveles de contaminantes
ambientales son un factor de riesgo para que las infecciones por virus
oncogénicos promuevan la transformacion cancerigena (Erren et al., 2009;
McAloose y Newton, 2009; Gulland et al., 2020).

La relacion entre los contaminantes ambientales y el desarrollo de
tumores se ha observado en particular para especies con historia de vida
bentdnica, las cuales se encuentran expuestas en mayor medida a los
sedimentos contaminados y al consumo de invertebrados contaminados
(McAloose y Newton, 2009). Algunas especies afectadas han sido peces
marinos, de agua dulce y de estuarios, asi como una poblacién de belugas
(Delphinapterus leucas) del estero de San Lorenzo, en Canada. Otro de los
mamiferos marinos con una prevalencia importante de cancer es el lobo marino
de California (Zalophus californianus), en el que se reportdé un 18% de
prevalencia entre los animales varados muertos entre 1979-1994, en la costa
central de California EEUUAA, a los que se les practicaba una necropsia
(Gulland et al., 1996). Entre 1998 y 2012 la prevalencia subié a 26% en la
misma region (Browning et al., 2015). Este aumento ha despertado el interés
por encontrar las probables causas de la enfermedad, asi como el impacto en
las poblaciones de esta especie para comprender si el padecimiento puede ser
un factor importante dentro de su dinamica poblacional.

Hasta ahora se ha identificado que este carcinoma urogenital se
presenta en lobos marinos de California adultos (con mayor proporcion en los
machos de algunas zonas como California; Buckles et al., 2007; Deming et al.,
2018), y que se asocia a la infeccion con un gama herpesvirus (OtHV-1, por
sus siglas en inglés; Lipscomb et al., 2000; King et al., 2002). Aunque se
pensaba que podria comportarse como una enfermedad sexual, se ha
detectado la presencia de OtHV-1 en crias y juveniles de esta especie
(Barragan-Vargas et al., 2016) y hay evidencia de que puede haber

transformacion epitelial del tracto genital de crias en vida libre (Barragan-



Vargas et al., 2016) lo cual podria indicar que esta especie tiene una tendencia
a la transformacion espontanea; sin embargo, también la contaminacién
(especialmente por organoclorados) podrian ser un factor determinante para la
ocurrencia del cancer (Buckles et al., 2007; Deming et al., 2018; Gulland et al.,
2020), independientemente de la presencia del virus.

Como se menciond anteriormente en el caso de las belugas del estuario
de San Lorenzo, la presencia de contaminantes puede ser determinante para
gue una poblacion tenga problemas de salud importantes (McAloose y Newton,
2009). Es por eso que en el caso de Zalophus californianus, no se descarta
este punto sobre todo porque los reportes de presencia de la enfermedad son
de California, lugar donde los organismos presentan niveles de contaminacion
de hasta por dos 6rdenes de magnitud mas altas que en otras zonas con nulo
reporte de la misma, como el Golfo de California (Gulland et al., 1996; Peiin et
al., 2019).

Otro de los factores que se han relacionado con esta enfermedad y en
esta especie es la diversidad genética (Ujvari et al., 2018). Los individuos con
un mayor grado de endogamia son mas susceptibles a desarrollar carcinoma
urogenital (Acevedo-Whitehouse et al., 2003). Asimismo, se ha encontrado que
organismos con homocigosis en el microsatélite Pv11 presentan un mayor
riesgo de carcinoma urogenital (Browning et al., 2014). Como puede verse, el
desarrollo del carcinoma urogenital es multifactorial (Browning et al., 2015), lo
que es semejante a lo que ocurre con un numero alto de tipos de cancer en
humanos. Sin embargo, a la fecha no se ha evaluado la relevancia de otros
factores, como la nutricién y el estado inflamatorio crénico de los individuos.

En los ultimos afos se ha puesto especial atencion en el estilo de vida y
su relacion con el desarrollo de enfermedades en los humanos. Solo el 10% de
los canceres se relacionan a la genética y el resto son por factores externos,
entre ellos la dieta (Anand et al., 2008; World Cancer Research Fund/ American
Institute for Cancer Research, 2018). En este sentido, la dieta también se
relaciona con estados inflamatorios cronicos. Por ejemplo, en los humanos, el
ejemplo perfecto es la relacidon entre la obesidad y la diabetes (Khandekar et

al., 2011). Por su parte, los estados inflamatorios cronicos son factor de riesgo



para el cancer (Alpizar-Alpizar et al., 2009; Grivennikov et al., 2010; Lu et al.,
2016; Galdiero et al., 2017). Es por estas razones que la dieta y los nutrientes
derivados de la misma juegan una pieza importante en el desarrollo de
enfermedades como el cancer. El hecho de tener una nutricién deficiente
provoca la ineficaz actuaciéon del sistema inmune en contra de patéogenos
(Nova et al., 2002; Villegas Valverde y Faxas Garcia, 2014; Segurola
Gurrutxaga et al.,, 2016). La presencia constante de estos organismos puede
facilitar la transformacién celular, ante la excesiva secrecion de mediadores de
la inflamacion como las citocinas, modificando el epitelio y favoreciendo la
aparicion de lesiones precancerosas (Alpizar-Alpizar et al., 2009). La presencia
de estos mediadores inflamatorios provoca un microambiente inflamatorio, el
cual es un punto precedente al desarrollo de cancer (Grivennikov et al., 2010;
Candido y Hagemann, 2013).

Debido a la relevancia de estos factores de riesgo para el desarrollo del
cancer en el humano, es posible que también pudieran serlo para el desarrollo
del carcinoma del lobo marino de California. En esta tesis se aborda
precisamente esa pregunta, con la finalidad de conocer el impacto de la

nutricion y la inflamacion sobre la transformacion celular en este otarido.



2. ANTECEDENTES

2.1. El cancer, su clasificacion y su desarrollo

Desde el inicio de la vida de un organismo es necesaria la divisién celular
constante y estrictamente regulada. Al principio la division del cigoto permite, al
cabo de una serie de miles de ellas, la formacién de sistemas especializados
para el mantenimiento del ser vivo. Aunque en la mayoria de los organismos
hay mecanismos altamente eficaces para el mantenimiento de estos sistemas a
nivel celular, en algunos casos los organismos pueden presentar fallas y como
consecuencia una vulnerabilidad a ciertas enfermedades como el cancer
(World Cancer Research Fund/ American Institute for Cancer Research, 2018).

Cualquier proliferacién anormal de células tiene el nombre de tumor; sin
embargo, lo importante es diferenciar entre una proliferacién maligna y un
benigna. Mientras un tumor benigno permanece en el lugar donde se desarrollé
y no tiene ciertas caracteristicas fenotipicas, uno maligno puede expandirse a
tejidos vecinos y viajar a partes mas lejanas del cuerpo, mediante el sistema
circulatorio o linfatico, proceso conocido como metastasis. Es esta
caracteristica de invasion, junto con la de células anormales y de crecimiento
sin control, las que preocupan por las consecuencias que puede provocar en el
organismo y por eso solo a este tipo de tumores se les llama cancer (Cooper,
2000; SEER Training Modules, 2020). De manera general, el cancer es un
proceso en el cual la regulacion celular falla, lo que provoca la proliferacion
clonal de una célula que compartirda estas anormalidades y que, de no ser
detenido a tiempo, inducira desequilibrios en el organismo y que puede llevar a
la muerte (Cooper, 2000; Instituto Nacional de Cancer, 2015; World Cancer
Research Fund/ American Institute for Cancer Research, 2018).

Hay varios tipos de cancer; fundamentalmente, estos se dividen de acuerdo
con el tipo de tejido que lo origina en cuatro principales tipos, que son
carcinomas (tejido epitelial), sarcomas (tejido conjuntivo), leucemias

(componentes de la sangre) y linfomas (células linfoides). Los carcinomas son
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mas comunes, constituyendo aproximadamente el 90% de todos los canceres
(Cooper, 2000; Instituto Nacional de Cancer, 2015; SEER Training Modules,
2020). Los carcinomas, a su vez, se dividen en adenocarcinoma, carcinoma de
células basales, carcinoma de células escamosas y carcinoma de células de
transicion (Cuadro 1; Cooper, 2000). Los sarcomas son canceres localizados
en tejidos conectivos como hueso, musculo, grasa o cartilago; el mas comun es
el cancer de hueso llamado osteosarcoma. Finalmente, las leucemias vy
linfomas tienen su origen en las células formadoras de sangre o en aquellas
relacionadas con el sistema inmune. Las leucemias son un tipo de cancer que
no forma tumores como tal, pero las células sanguineas anormales desplazan
a las sanas y se diseminan por todo el cuerpo, limitando el flujo de oxigeno, la
coagulacioén o disminuyendo la eficiencia del sistema inmune. Los linfomas son
especificos de los linfocitos (T y B), pueden desarrollar tumores sélidos en los
linfonodos y afectan el funcionamiento del sistema inmune adaptativo (Cooper,
2000; Instituto Nacional de Cancer, 2015; SEER Training Modules, 2020).

Cuadro 1. Tipos y ejemplos de carcinomas comunes en el humano

Tipo de carcinoma Caracteristicas Ejemplos

Adenocarcinoma

Carcinoma de
células basales
Carcinoma de

células escamosas

Carcinoma de

células de transicion

Células epiteliales que producen
mucosidad o fluidos en tejidos,
también llamados glandulares.

De la zona mas baja o basal de la
epidermis, capa exterior de la piel.
Células epiteliales debajo de la
parte exterior de la piel, muchas
revisten a

veces los drganos

internos. También llamado
carcinoma epidermoide.
Formado en las células del tejido

epitelial de transicion o urotelio.

Cancer de seno,

préstata y colon.

Melanoma.

Cancer de ano,
cuello uterino,

cabeza y vagina.

Algunos tipos de
cancer de vejiga,
uréteres y

rinones.




En los ultimos afios se ha estudiado la ruta de la progresién del cancer,
encontrando puntos clave que podrian ser fundamentales para entender la
enfermedad. Dentro de estos factores resaltan la reparacion y dafio en el ADN,
genes supresores de tumores y oncogenes y las “marcas” del cancer (Hanahan
y Weinberg, 2011; World Cancer Research Fund/ American Institute for Cancer
Research, 2018). El primer factor clave tiene que ver con el hecho de que las
células continuamente son expuestas a productos metabdlicos (especies
reactivas de oxigeno, radicales hidroxilo y peréxidos de hidrégeno) al igual que
factores externos (radiacion UV o humo de cigarro). Estos factores pueden
afectar la estructura e integridad del ADN provocando una inestabilidad celular
(Nair et al., 2007; Pourahmad et al., 2016; World Cancer Research Fund/
American Institute for Cancer Research, 2018). Si a esto se suman alteraciones
en proteinas clave del ciclo celular, como p53, encontramos un panorama
donde las células evitan la apoptosis y acumulan mutaciones promoviendo la
formacion y proliferacion de tumores cancerigenos (World Cancer Research
Fund/ American Institute for Cancer Research, 2018).

Otro factor clave mencionado son los oncogenes y los genes supresores de
tumores. Los primeros son versiones anormales de genes que normalmente se
involucran en el crecimiento, replicacion y supervivencia que al ser modificados
permitiran la libre proliferacion celular (Hagino-Yamagishi y Toyoshima, 2019).
Por otra parte, los genes supresores son importantes en el ciclo celular al
detener errores y repararlos, pero estos pueden ser inactivado, por epigenética
o por mutaciones, permitiendo la presencia de células dafiadas (World Cancer
Research Fund/ American Institute for Cancer Research, 2018).

El ultimo punto clave, conocido como las “marcas” del cancer, se refiere a un
conjunto de seis caracteristicas celulares importantes para poder comprender
el desarrollo del cancer (Hanahan y Weinberg, 2011). Ademas, agrega dos
condicionantes importantes que permitiran dar paso a este padecimiento: la
inflamacion y la inestabilidad del genoma y mutaciones. Los seis puntos antes
mencionados son: sostener la sefal de proliferacion, evadir los supresores de

crecimiento, resistir la muerte celular, permitir la replicacién inmortal, inducir la



angiogénesis y activar la invasion y metastasis (Hanahan y Weinberg, 2011;
World Cancer Research Fund/ American Institute for Cancer Research, 2018).

Asi como las células de forma individual modifican sus procesos regulares,
también el tejido lo evidencia (Fig.1). El proceso mediante el cual un tejido sano
puede cambiar a uno con cancer involucra pasos intermedios dentro de los
cuales existen algunos en donde todavia no hay caracteristicas de células
cancerigenas (lo arriba descrito como “marcas” del cancer) pero que de
continuar asi podrian llegar a la formacion de un carcinoma (Instituto Nacional
de Cancer, 2015). Como primer paso se menciona a la hiperplasia. En este
punto, las células aumentan en cantidad ya que aumentan la proliferacion
celular pero no hay anormalidades en el tejido teniendo las células el mismo
tamano y forma. El segundo paso es la displasia, la cual ya presenta
anormalidades en el tejido; en este paso las células presenta cambios a nivel
estructural (cambio en el tamafio y forma del nucleo, modificacion del radio
nuclear contra el citoplasma, incremento de la actividad mitética, entre otras) y
la diversidad se ve disminuida, todos estos cambios provocan una arquitectura
diferente en el tejido. Este paso se considera la transicion entre un crecimiento
benigno y los precancerosos (Weinberg, 2014; Instituto Nacional de Cancer,
2015).

Las células normales se pueden
convertir en células cancerosas

Normal » Hiperplasia

» Displasia — Cancer

Figura 1. Proceso de modificacion del tejido celular. Tomado de Instituto

Nacional del Cancer EE UU. Figura realizada por Terese Winslow, 2014.



Cuando las células pierden su aspecto normal e incluso modifican sus
funciones sin que su proliferacion haya traspasado la membrana basal; es
decir, que no han invadido tejidos vecinos, se le llama carcinoma in situ
(Weinberg, 2014). Cuando las células cancerigenas han invadido tejidos
aledanos, proceso conocido como metastasis, hay una alta probabilidad de
muerte si no se da un tratamiento oportuno (Weinberg, 2014; Instituto Nacional
de Cancer, 2015).

2.2. Generalidades del cancer en la fauna silvestre

Practicamente cualquier tipo de célula diferenciada puede malignizarse, por
lo cual se podria esperar que los metazoarios tengan la tendencia a padecer
cancer (Vittecoq et al., 2013; Ujvari et al., 2018). Sin embargo, no parece que
sea un fendmeno que ocurra de forma tan comun en animales silvestres, ya
que a diferencia de lo que se observa para el humano y animales domésticos,
su incidencia en fauna silvestre es marcadamente menor (McAloose y Newton,
2009; Hamede et al., 2020). En algunos organismos, como los tiburones, el
raton rasurado o los elefantes, la frecuencia de ocurrencia del cancer es de
baja a nula (Pesavento et al., 2018).

Debido a su estilo de vida y a limitaciones en su investigacion, no se tienen
datos precisos sobre la incidencia de cancer en fauna silvestre en vida libre
(Vittecoq et al., 2013; Madsen et al., 2017; Ujvari et al., 2018). Por lo general,
los reportes son escasos y fue hasta hace poco tiempo que se ha puesto
interés en estudiar el cancer en especies silvestres de forma mas detallada,
sobre todo, al comprender que puede ser un factor importante para la
conservacion de especies (Erren et al., 2009; McAloose y Newton, 2009;
Vittecoq et al., 2013; Pesavento et al., 2018; Hamede et al., 2020). La mayoria
de los reportes de cancer publicados a la fecha son el resultado de hallazgos
fortuitos ya sea durante el monitoreo de especies que viven de forma aislada, al
atender a especies varadas o al analizar cadaveres. Estas circunstancias
hacen dificil el poder tener un contexto claro de las causas que llevaron a su

inicio, a las caracteristicas del desarrollo de la patologia y si esta fue la causa



de muerte del animal (Madsen et al., 2017; Pesavento et al., 2018; Hamede et
al., 2020)

A pesar de la escasa informacion que se tiene, algunos estudios y casos
puntuales han permitido identificar posibles factores asociados a la ocurrencia
del cancer, como la presencia de virus con potencial de transformacion celular
(conocidos como oncovirus), estados de inmunosupresidén, condiciones
ambientales particulares asociadas a épocas del afo o a condiciones
geograficas y contaminacién, entre otras (Bossart, 2006; McAloose y Newton,
2009; Vittecoq et al., 2013; Madsen et al., 2017; Pesavento et al., 2018; Ujvari
et al., 2018; Hamede et al., 2020). Un ejemplo interesante es del del carcinoma
facial del demonio de Tasmania, Sarcophilus harrisii, que tuvo una aparicion
repentina y una diseminacién poblacional marcada debido a su origen genético
(asociado a un monomorfismo genético en el Complejo Mayor de
Histocompatibilidad clase |; Pyecroft et al., 2007). Luego de provocar una
epidemia que incluso llevo a la especie a ser considerada como en peligro de
extinciéon (Hawkins et al., 2006), se observd una disminucioén, tanto en
incidencia como en mortalidad y hasta en el tamano de los tumores faciales
(Hamede et al., 2020), semejante a lo que se ha observado en el carcinoma
venéreo transmisible en perros. Este fendmeno es evidencia de que las
respuestas inmunes adecuadas pueden evitar o contrarrestar el cancer
(Hamede et al., 2020). Ante estas claves puede postularse que la relacidn
hospedero-tumor podria ser una muy similar a la que se da con los parasitos,
permitiendo relaciones de tolerancia o resistencia (Hamede et al., 2020). Si
fuera asi, explicaria por qué es menos comun observar casos de cancer en
fauna silvestre, dado que en la mayoria de los casos, su sistema inmune
funciona de manera 6ptima y los casos de cancer que si se han reportado
suelen ser en animales que se encuentran en condiciones no 6ptimas para su
sistema inmune, como es el caso de los tumores malignos en las belugas del
Estero de San Lorenzo, en Canada, considerado el cuerpo de agua mas
contaminado del hemisferio norte durante varias décadas (Martineau et al.,
2002).
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Aun hay muchas interrogantes sobre el desarrollo de cancer en especies
silvestres. Por ejemplo, ¢ Por qué se desarrolla el cancer en algunos individuos
y en otros no, inclusive bajo circunstancias similares como la presencia de
microorganismos con potencial oncogénico o exposicion a un mismo ambiente
contaminado (Vittecoq et al., 2013; Pesavento et al.,, 2018; Hamede et al.,
2020)? De este modo, se han identificado algunas de las condiciones bajo las
que es mas factible el desarrollo del cancer, como en el caso de organismos de
habitos bentdnicos que viven en lugares contaminados, los cuales por su modo
de vida y de obtener alimento se exponen a padecer carcinomas gastricos o del
higado (Bossart, 2006; McAloose y Newton, 2009; Hamede et al., 2020). Pero
aun con este riesgo, actualmente algunos peces ya han desarrollado formas
efectivas para vivir en estos ambientes sin que se desarrolle el carcinoma, por
lo cual al prestar atencibn en estos mecanismos podria ayudarnos a
comprender como incluso exponiéndose a una concentracion alta de
contaminantes, es posible ralentizar o evitar el desarrollo del cancer (Vittecoq
et al., 2013).

Hasta ahora se han reportado casos de cancer en diferentes animales,
desde invertebrados, principalmente marinos, hasta mamiferos (Bossart, 2006;
McAloose y Newton, 2009; Vittecoq et al., 2013; Madsen et al., 2017,
Pesavento et al., 2018; Ujvari et al., 2018; Hamede et al., 2020). En los
vertebrados ha habido mas reportes (Cuadro 2) siendo los mas estudiados
casos en aves y en mamiferos (Madsen et al., 2017). Es importante resaltar
que la mayoria de las especies de peces en las que se ha reportado cancer
son de interés comercial, lo cual tiene al menos dos implicaciones importantes:
1) si los peces estan desarrollando el cancer como consecuencia de la
exposicion a contaminantes, existe la posibilidad de bioacumulacion y
biomagnificacién de esos contaminantes al ser comidos como alimento humano
o animal (Ahmed et al.,, 2019) y 2) si el cancer llega a impactar el tamafo
poblacional y gran cantidad de individuos murieran por este padecimiento o si
afecta su éxito reproductivo, podria haber un impacto econdmico. Estos

aspectos de las consecuencias del cancer aun no se han evaluado (McAloose
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y Newton, 2009; Madsen et al., 2017; Pesavento et al., 2018; Hamede et al.,
2020).

Cuadro 2. Reportes de prevalencia de cancer en diferentes grupos del mundo
animal (Madsen et al., 2017; Hamede et al., 2020)

Grupo Numero de especies con Referencias
taxondmico reporte de algun proceso
cancerigeno
Invertebrados
Hyd rozoa 1 Domazet-Los$o et al. (2014)
Mollusca 19 Peters et al. (1994); Barber (2004); Ciocan
y Sunila (2005); Carballal et al. (2015)
Crustacea 3 Morado et al. (2014)
Insecta 1 Salomon y Jackson (2008)
Vertebrados
Peces 61 Groff (2004); LePage et al. (2012); Coffee et
al. (2013); Robins et al. (2014)
Anfibios 9 Masahito et al. (2003); Ladds (2009);
Martinez Silvestre et al. (2011); Chu et al.
(2012)
Reptiles 97 Mader (1996); Hernandez-Divers y Garner
(2003); Ladds (2009); Chu et al. (2012);
Dietz et al. (2016)
Aves 125 Ratcliffe (1933); Reece (1992); Ladds
(2009); Wiley et al. (2009); Chu et al. (2012)
Mamiferos 223 Ratcliffe (1933); Canfield et al. (1990);

Porter et al. (2004); Heatley et al. (2005);
Newman y Smith (2006); Ladds (2009); Chu
et al. (2012)

En el caso de las poblaciones de anfibios, aunque aparentemente son
naturalmente resistentes al cancer (Chen et al., 2023), actualmente no han
presentado una afectacion relevante, pero otros factores, como el hongo
quitridio, virus patégenos, su susceptibilidad a las variaciones climaticas y a la
luz UV (Madsen et al., 2017) podrian llegar a romper esa resistencia innata al

cancer e incrementar el riesgo de que ocurriera transformacion maligna celular.
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En reptiles, el caso mas relevante es de la tortuga verde (Chelonia mydas)
que se distribuye en aguas tropicales (Madsen et al., 2017). Los juveniles
comunmente se ven afectados por fibropapilomatosis, una tumoracion no
maligna que, dependiendo del tamafo y ubicacion, puede impedir el desarrollo
y actividad 6ptima de los individuos que la padecen. Este padecimiento se ha
reportado en organismos de Brasil, Hawaii y, en fechas recientes, en México
(Santos et al., 2010). Aunque la prevalencia varia de un sitio a otro, su
presencia se asocia a una mayor carga parasitaria e inmunosupresion, lo que
facilita la presencia de otras enfermedades que podrian ser mortales (Work et
al., 2005).

En el caso de las aves los estudios de cancer son pocos, observando una
baja prevalencia en aves de vida silvestre (Madsen et al., 2017). Los escasos
reportes incluyen gansos canadienses (Branta canadiensis; Gates et al., 1992),
pero contrario a lo reportado hay dos estudios donde se encontraron alta
prevalencia. El primer caso es el estudio de Bonasa umbellus (Howerth et al.,
1986) donde habia organismos de cautiverio y en vida libre, por lo que los
resultados deben ser tomados con cautela. McAloose y Newton (2009)
reportaron también un caso interesante con el pollo de las praderas de
Attwater, el cual esta al borde de la extincidn por un linfoma asociado a un
virus, resultando una alta mortalidad sobre todo en pollos en cautiverio.

En contraste, en mamiferos silvestres se han detectado diversos tipos de
cancer. Algunos de los estudios presentan evidencia de que el cancer puede
tener un impacto importante en las poblaciones, pero otros han encontrado lo
contrario, incluso tratandose de la misma especie (Gulland et al., 1996;
Barragan-Vargas et al., 2016; Deming et al., 2018; Peiin et al., 2019). Esto, de
nuevo, deja entrever que existen factores que determinan las diferencias en la
susceptibilidad, el desarrollo y el impacto del cancer en una poblacion.

Sin importar a que clase pertenezca la especie, como ya se menciond,
cualquier organismo multicelular esta expuesto a que se desarrolle cancer si
existen las condiciones ideales para que progresen esas células transformadas
(Vittecoq et al., 2013). A pesar de que existen factores de susceptibilidad

intrinsecos, las variaciones ambientales podrian ser un factor importante de
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susceptibilidad al cancer, y al sufrir modificaciones rapidas, abruptas e
impredecibles (Trisos et al., 2020) podria haber un mayor riesgo, y por lo tanto,
una mayor incidencia de cancer (McAloose y Newton, 2009; Hamede et al.,
2020). El impacto antrépico en los ecosistemas también debe ser considerado
como un factor de riesgo para el cancer en poblaciones silvestres, tanto de
forma directa como indirecta. Por un lado, la modificacion del habitat somete a
los organismos a mayores niveles de estrés que podrian provocar
inmunosupresion (Shini et al., 2010; Li et al.,, 2023), dando condiciones
favorables para el desarrollo del cancer. Por otro lado, la antropizacién de un
ecosistema suele acompafiarse de la acumulacibn de contaminantes
persistentes que pueden ocasionar inmunosupresion (Peiin et al., 2018) o

directamente inducir transformacién celular (Berwald y Sachs, 1965).

2.3. Generalidades de Zalophus californianus

El lobo marino de California, Zalophus californianus, se encuentra dentro de la
clase Mammalia, orden Carnivora, familia Otariidae. Como todos en la familia
Otariidae, presentan orejas visibles y habilidad para trasladarse en tierra,
debido a que sus aletas frontales son largas en comparacion con las
posteriores ademas de poseer musculos pectorales que les permiten el impulso
y la rotacion (Heath y Perrin, 2008; Jefferson et al., 2015). El género Zalophus
se compone de tres especies distribuidas en el océano Pacifico, de las cuales
una, Z. japonicus, esta extinta (Lowry 2017). El lobo marino de California esta
distribuido en el Pacifico oriental, desde la costa de la Columbia Britanica en
Canada hasta la peninsula de Baja California, México y en las islas dentro del
Golfo de California (Heath y Perrin, 2008).

La distribucidon de la especie esta determinada por la disponibilidad de
habitat, principalmente en lugares rocosos costeros, temperatura templada del
mar (con un maximo de 21°C en su distribucion mas surefia) y una
productividad primaria alta en sus zonas de alimentacion y en las zonas
aledanas a las loberas (Yonezawa et al., 2009; Ortega-Ortiz et al., 2013). Las
hembras, crias y juveniles se encuentran principalmente en la Islas del Canal,

al sur de California, en las islas fuera de la costa de Baja California, asi como
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en las islas del Golfo de California (Jefferson et al., 2015), mientras que los
machos, con caracteristicas migratorias, llegan a estos sitios al inicio de la
época de apareamiento en verano (Heath y Perrin, 2008).

Existen diferencias en el ADN mitocondrial (ADNmt) entre las poblaciones
del Golfo de California y las del Pacifico, permitiendo conformar cinco regiones
genéticas para la especie (Schramm et al., 2009), siendo estas: 1) Pacifico
norte (poblaciones de California y parte norte de Baja California), 2) Pacifico
subtropical (poblaciones del sur de Baja California), 3) zona sur del Golfo de
California (colonias de las islas de Espiritu Santo y Farallon de San Ignacio), 4)
zona central del Golfo (colonias de las islas de San Pedro Martir, San Pedro
Nolasco, San Esteban, Archipiélago de San Lorenzo, Angel de la Guarda y
Lobos) y 5) zona norte del Golfo (colonias de islas San Jorge y Rocas
Consag).

Los censos mas recientes indican que la poblacion de EEUUA se encuentra
estable (N= 257 631 individuos [95% IC, limite inferior: 233 515, limite superior:
273 211]; Laake et al., 2017) e incluso marca una tendencia de crecimiento
(NOAA, 2019), mientras que la poblacién del Golfo de California presenta
distintos patrones ya que en algunos sitios esta estable, otras en crecimiento y
otras en declive (Lowry y Maravilla-Chavez, 2005; Szteren et al., 2006; Adame
et al., 2020). Queda claro que las tendencias poblacionales pueden cambiar
rapidamente. Por ejemplo, la poblacion de lobos marinos del Golfo de California
(N2019= 15 291 [rango 11 861- 20 316]; Adame et al., 2020) presentd un declive
del 65.2% en tan solo 28 afios (1991-2019), y solamente la colonia de la isla de
Espiritu Santo (la lobera de Los Islotes) presenta crecimiento (Adame et al.,
2020). Esta colonia al encontrarse en el extremo sur del Golfo de California
presenta gran variabilidad de presas y disponibilidad de estas a lo largo del afio
por su conexidén con el océano Pacifico, ademas de que se ha encontrado una
ampliacion del area de busqueda de alimento en situaciones adversas; todo
esto podria favorecer el incremento de esta colonia (Adame et al., 2020; Cruz-
Vallejo et al., 2024). A pesar de las variaciones de abundancia en los distintos
sitios de su distribucion, la lista roja de UICN aun la cataloga como una especie

de baja preocupacioén (Aurioles-Gamboa y Hernandez-Camacho, 2015).
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La especie presenta un dimorfismo sexual marcado en la edad adulta, ya
que el macho puede medir hasta 2.4 m y pesar 350 kg mientras que las
hembras no suelen rebasar los 1.8 m de longitud, con un peso de 100 kg.
Ademas, los machos adultos presentan una cresta sagital protuberante y un
cuello grueso (Jefferson et al., 2015). El pelaje de las crias es de coloraciéon
café obscuro a negro hasta que mudan a un pelaje de tono café claro o cenizo
alrededor de los seis meses. Las hembras permanecen con este color, pero los
machos obscurecen conforme envejecen (Heath y Perrin, 2008).

La madurez sexual se alcanza alrededor de los 4 o 5 afos para las hembras
y alos 5 a 7 afos para los machos (Morales, 1990). Su longevidad en vida libre
oscila entre los 20 y 22 afos para hembras y 17 para los machos (Inclan
Magana, 1999). La temporada de apareamiento y nacimiento de crias abarca
desde finales de mayo hasta julio, luego de un periodo de gestacién de un afio
y la lactancia puede durar de uno a dos afos. Las hembras presentan una alta
fidelidad a los sitios de crianza, de los cuales solamente se alejan para
alimentarse a una distancia de 50 a 100 km (Kuhn y Costa, 2014; Rosas-
Hernandez et al., 2019). El lobo marino de California es una especie gregaria,
lo que queda en evidencia durante la temporada reproductiva. Los machos
establecen un territorio en donde buscaran aumentar sus opciones de
apareamiento, tanto como sea posible con la mayor cantidad de hembras
disponibles. Las disputas por territorio son frecuentes, e incluyen
vocalizaciones cortas y de sonido grave hasta peleas fisicas (Jefferson et al.
2015).

Su alimentacion, a pesar de ser considerada como plastica, se
encuentra determinada por la productividad primaria del sitio e incluso por los
ciclos de vida de las especies consumidas. Dentro de las principales presas
podemos mencionar a la sardina del Pacifico (Sardinops sagax), la anchoveta
(Engraulis mordax), la merluza del Pacifico (Merluccius productus), el jurel del
Pacifico (Trachurus symmetricus), el calamar de mercado (Loligo opalescens) y
también otros cefalopodos como diversas especies de pulpo (Melin et al.,
2017). En colonias como la asentada en el Archipiélago San Benito, el lobo

marino de California se alimenta especialmente de pez aguja (Strongylura
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exilis), merluza (Merluccius productus), calamar rojo volador (Ommastrephes

bartramii) y sardina (Sardinops sagax) (Rodriguez-Martinez et al., 2024).

Las principales amenazas para la especie son las enfermedades (Greig et
al., 2005; Van Bonn, 2015), cambios en la disponibilidad de alimento por
factores climaticos y oceanograficos como “El Nifio” que alteran negativamente
su abundancia o condicién corporal/mortalidad de crias (Jefferson et al., 2015;
Elorriaga-Verplancken et al., 2016), contaminacion ambiental (Ylitalo et al.,
2005), interacciones con pesquerias y pérdida del habitat (Zavala et al., 2004;
Elorriaga-Verplancken et al., 2022). Cada una de ellas se presenta en menor o
mayor grado dependiendo de la localizacién de las poblaciones o colonias, por
lo cual es importante identificar en cada sitio el factor y grado de amenaza para

considerarlo y mantener a esta especie en una estabilidad poblacional.

24. Conocimiento actual del cancer urogenital del lobo marino de

California

Uno de los casos mas interesantes y mas estudiados de cancer en vida
silvestre es el que afecta al lobo marino de California, Zalophus californianus.
Hasta los primeros afios de la década de los ochenta los reportes de cancer —
especificamente un carcinoma urogenital — en esta especie eran escasos
(Gulland et al., 1996; Browning et al., 2015). Sin embargo, a partir de esta
época incrementdé el niumero de reportes en animales adultos varados en la
costa de California, EEUUA (Deming et al., 2018). El aumento en la incidencia
despertdé el interés en investigar las causas asociadas al desarrollo del
carcinoma urogenital. Actualmente se han identificado diversos factores de
riesgo, como factores genéticos (Acevedo-Whitehouse et al. 2003; Bowen et al.
2004; Browning et al., 2014; Browning et al., 2015), presencia de
contaminantes ambientales persistentes como los organoclorados (Ylitalo et al.,
2005; Erren et al., 2009; Randhawa et al., 2015; Browning et al., 2015) y
patdgenos oncogénicos (King et al., 2002; Buckles et al., 2006; Johnson et al.,
2006). Estos hallazgos son intrigantes, sobre todo si consideramos que,
aunque la especie se encuentra distribuida desde California, EEUUA hasta
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Baja California Sur, México y zonas insulares del Golfo de California, hasta
ahora solamente se ha reportado la presencia de la enfermedad en California
(Godinez-Reyes et al., 2006; Pefin et al., 2019), y solamente se han detectado
evidencias de transformacion preoncogénica en individuos del Golfo de
California (Barragan-Vargas et al., 2015).

A pesar de que el carcinoma urogenital no ha mermado el tamafio de la
poblacidon, que se mantiene estable en California (Laake et al., 2017), es
importante tener un monitoreo de la patologia en la dinamica poblacional para
entender su efecto a largo plazo, descubrir cuales otros factores influyen en su
inicio y desarrollo, asi como establecer los ambientes donde esta enfermedad
podria aumentar mas rapidamente. Esto es particularmente importante dado
que la especie es considerada centinela del ambiente marino costero (Godinez
Reyes et al., 2006; Bossart 2010).

Al ser el cancer una enfermedad multifactorial, es imprescindible conocer
cada aspecto que pueda contribuir en su desarrollo. Sabemos que la diversidad
genética es uno de los aspectos fundamentales para el éxito y la permanencia
de una especie, por lo que la disminucion de este caracter puede contribuir al
desarrollo de algunas enfermedades (Ujvari et al., 2018). A nivel genético se ha
identificado que la homocigocidad en el microsatélite Pv11 aumenta al doble la
probabilidad de presentar un carcinoma (Browning et al., 2014). También se ha
encontrado que la presencia de un gen especifico del MHC clase Il (Zaca-
DRB.A) podria estar asociado a un incremento en el riesgo del cancer
urogenital (Bowen et al., 2005). Por esto, se especula que la vulnerabilidad al
carcinoma urogenital y a otras enfermedades podria estar relacionado con la
endogamia y que no seria enteramente al azar (Acevedo-Whitehouse et al.,
2003). Todo esto se asocia a una disminucién de variabilidad genética,
producto de la endogamia lo cual impacta, de forma directa (p.ej. por la
acumulaciéon de mutaciones deletéreas) o indirectamente (p.ej. vulnerabilidad a
patdbgenos oncogénicos), la eficiencia del sistema inmune para detectar células
malignas (Ujvari et al., 2018).

Otro factor identificado como un factor de riesgo para el desarrollo de

carcinoma urogenital es la infeccidn por un gammaherpesvirus (OtHV-1, por
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sus siglas en inglés; Lipscomb et al., 2000; King et al., 2002). Otros virus del
mismo género se han asociado a otros tipos de cancer en humanos y animales
domésticos (Fujiwara et al., 2020). A pesar de que un estudio realizado en
animales de EEUUA mostré que la prevalencia de OtHV-1 se encuentra en
mayor prevalencia en adultos sexualmente maduros que en subadultos,
juveniles y crias, lo que sugeriria una transmision sexual (Buckles et al., 2007)
se ha detectado en crias del Golfo de California y Pacifico Norte Mexicano
(Barragan-Vargas et al., 2016; Peinin et al., 2019; Pereida et al., 2023), lo cual
permite especular que una exposicion via perinatal puede ser posible.

La mayor prevalencia de carcinoma urogenital la presentan los machos adultos,
los cuales son los que presentan la mayor concentracion de organoclorados
(Ylitalo et al., 2005), planteando que este factor podria jugar un papel
importante para el desarrollo del carcinoma urogenital (Gulland et al., 1996;
Buckles et al., 2007; Deming et al., 2018). La relevancia de los contaminantes
como factor de riesgo para el carcinoma urogenital queda evidenciada, ya que
los individuos con carcinoma urogenital suelen tener concentraciones mas altas
de organoclorados en su tejido adiposo que aquellos animales de la misma
edad y sexo que no presentan la patologia (Ylitalo et al., 2005). Ademas, en
areas de la distribucion de la especie en la que las concentraciones de estos
contaminantes son dos a tres érdenes de magnitud menores que en California,
como el Golfo de California (Nifio-Torres et al., 2008), no se observan
problemas de carcinoma urogenital (Barragan-Vargas et al., 2016). Los
organoclorados no solamente impactan por su presencia (altos o bajos niveles
de concentracién) sino también lo hacen como moduladores endocrinos, por lo
cual se espera que jueguen un papel importante en la regulacién de las células
inmunes. Esto ha sido demostrado experimentalmente, al exponer a linfocitos
de lobo marino de California a concentraciones ambientalmente relevantes de
diferentes congéneres de pesticidas y observar un efecto supresor de muchos
de ellos (Peiiin et al., 2018). Congruente con esta premisa, se han encontrado
diferencias en la expresion de genes moduladores de la inflamacion y en la
respuesta de tipo Th1 de hembras adultas de lobo marino de California en el

Golfo de California, ademas de diferencias en la transcripcion dependiendo de
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si estaban o no infectadas por el virus oncogénico (Pefin et al., 2019). Por otra
parte, también se identificé una regionalizacion en los patrones de transcripcion
inmune de los lobos marinos adultos en el Golfo de California y una parte de
Baja California, lo que sugiere diferencias ecoldgicas que impactan la
respuesta inmune de los organismos y que pudieran, a la larga, explicar la
ocurrencia de carcinoma urogenital (Pefiin et al., 2019).

La participacion de los contaminantes ambientales como disruptores
endocrinos puede ser demostrado por medio de los cambios en la expresion de
los receptores de estrogeno y progesterona, encontrando una disminucién
significativa en los tejidos con lesiones a diferencia de aquellos tejidos sanos
(Colegrove et al., 2009). Estos cambios junto con la alteracion en la expresion
de Ki67 y p53 podrian tener un papel importante en el desarrollo del cancer
(Colegrove et al., 2009). Esto es importante, ya que en diferentes zonas de su
distribucién geografica hay variacién en los contaminantes, tanto en el tipo de
quimico presente como en su cantidad (Nifio-Torres et al., 2008). Por ejemplo,
en el Golfo de California, existen diferencias, en el norte y zona media del
Golfo, en la proporcion de neutréfilos a linfocitos, un biomarcador de
inflamacion crénica, asimismo en el norte hay sefial de anergia o agotamiento
linfocitario (Pefiin et al., 2019). Tanto la anergia como la inflamacion crénica
pueden asociarse con el desarrollo de cancer (Martyshkina et al., 2023;
Cifuentes et al., 2024).

Un factor de riesgo adicional a considerar es la asociacion entre bacterias
oportunistas y el carcinoma urogenital del lobo marino de California. Un primer
estudio mostré que la presencia de Streptococcus beta-hemolitico se asociaba
con un mayor riesgo de carcinoma urogenital en hembras adultas (Johnson et
al.,, 2006). Mas recientemente, se encontr6 que habia diferencias en la
abundancia de ciertas bacterias del tracto respiratorio en relacién con el estado
epitelial del cérvix (Pereida-Aguilar et al.,, 2023). Hasta ahora no se ha
determinado si las bacterias inducen el ambiente inflamatorio propicio para el
desarrollo de la enfermedad o si la presencia del carcinoma es el que favorece
la presencia de bacterias especificas (Johnson et al., 2006), pero la

observacion de que puede haber disbiosis asociada con la transformacién del
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epitelio genital existe (Pereida-Aguilar et al., 2023). Por otra parte, se ha
reportado transformacion celular pre cancerigena en el tracto genital de crias
de lobo marino de California en el Golfo de California, lo que hace pensar que
la especie podria tener alguna propensién para la transformacion celular
espontanea, incluso a temprana edad (Barragan-Vargas et al., 2016). Esa
propuesta es relevante a considerar, ya que implicaria que la presencia de
altas concentraciones de contaminantes ambientales y virus oncogénicos
podrian ser factores que contribuyen al desarrollo del carcinoma, pero que no
son la causa en si misma. Dado que en el Golfo de California se ha encontrado
que la presencia de OtHV-1 en epitelio genital del lobo marino de California es
igual o mayor que la reportada para animales en California pero que a la fecha
no se han detectado casos de carcinoma urogenital, es posible que el virus
OtHV-1 tenga un papel menos importante del que se ha postulado (Buckles et
al., 2006) para el desarrollo del carcinoma urogenital (Barragan-Vargas et al.,
2016), y que lo mas relevante sea el optimo funcionamiento del sistema
inmune, que a su vez, es influenciado por factores como los contaminantes
(Penin et al., 2018). Es probable que existan otros factores de riesgo para esta
patologia que aun no han sido identificados, para el lobo marino de California, y
que son conocidos en otros procesos cancerigenos del humano y animales
domésticos.

El lobo marino de California ofrece una oportunidad invaluable de estudiar e
identificar la etiologia multifactorial del cancer, no solo el carcinoma urogenital
de una especie silvestre, sino para cualquier otro tipo de cancer, e incluso, para
el desarrollo de esta enfermedad en los seres humanos. Con este modelo no
tradicional se puede entender como factores tales como la dieta, el ambiente y
la genética pueden interactuar para el desarrollo de este padecimiento. Hasta
ahora se pueden identificar algunos paralelismos en la presencia de la
enfermedad entre seres humanos y el lobo marino como la edad de ocurrencia,
histomorfologia, asociacién con oncovirus y alelos del MHC clase Il; ademas de
la exposicion de ambos a contaminantes ambientales, estos aspectos pueden
ser fundamentales para comprender la presencia y desarrollo de la enfermedad
(Browning et al., 2015).
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Dados los estudios arriba indicados, existen aun interrogantes sobre los
factores causales y de riesgo para el carcinoma urogenital en el lobo marino de
California en vida libre. Considerando que se conoce, a partir de estudios en
humanos, una asociacién del estado nutricional con las respuestas del sistema
inmune y un mayor riesgo de transformacién celular por inflamacién sistémica
cronica, a su vez relacionada con la nutricion; es relevante conocer si estos
factores, ademas de las diferencias en las zonas de alimentacion y nivel trofico
de la dieta, podrian contribuir en la transformacion epitelial y subsecuente

desarrollo del carcinoma urogenital en esta especie.
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3. METODOLOGIA

3.1. Metodologia general

Esta tesis se separa en tres capitulos de resultados, y cada uno describe a
detalle la metodologia utilizada. Sin embargo, todas las muestras se colectaron
en el mismo lugar y de los mismos animales. Por lo tanto, en esta seccion se
describe la metodologia general que es relevante para todos los capitulos de

resultados.

3.1.1. Area de estudio

El Golfo de California es un mar parcialmente cerrado limitado por los estados
de Sonora, Sinaloa y Nayarit al este, la peninsula de Baja California al oeste y
el delta del Rio Colorado (Sonora y Baja California) al norte (Lara-Lara et al.,
2008; Wilkinson et al., 2009). Con 1,200 km de largo y entre 90 a 222 km de
ancho, contiene 40 lagunas costeras y 922 islas e isletas (Lara-Lara et al.,
2008; Wilkinson et al., 2009; Paez-Osuna et al., 2016,2019). Es una zona con
gran variabilidad tanto topografica como ambiental, la cual esta dividida en una
serie de cuencas Yy trincheras que se van haciendo mas profundas hacia el sur
(Santamaria del Angel et al., 1994; Lluch-Cota, 2004; Wilkinson et al., 2009).
Este mar se caracteriza por un sistema subtropical, que presenta un clima
determinado por las zonas terrestres mas que las costeras, determinando el
régimen anual y diurno de temperaturas (Alvarez-Borrego, 1983). Presenta
actividad tectdnica y posee ventilas hidrotermales con fauna, bacterias y
arqueas especializadas en el uso de sulfuro de hidrégeno. Ademas, la zona se
caracteriza por una gran diversidad de flora y fauna debido a su alta
productividad primaria y condiciones oceanograficas; especificamente, sostiene
grandes poblaciones de peces, las cuales a su vez funcionan como alimento de
especies piscivoras de alto nivel trofico (Lara-Lara et al., 2008; Wilkinson et al.,

2009). Ademas, habitan varias especies endémicas y se han delimitado cinco
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areas marinas de conservacion para la zona (Lara-Lara et al., 2008; Wilkinson
et al., 2009).

La productividad primaria que presenta este mar ha sido equiparable a la de
la corriente de California o la zona de surgencias en Peru (Lara-Lara et al.,
2008; Alvarez-Borrego 2010). Sin embargo, el aporte de nutrientes por los
afluentes de rios no tiene un papel importante en esta cuenca, la cual es
considerada como de alta evaporacion (Wilkinson et al., 2009; Alvarez-Borrego
2010). En cambio, este mar tiene tres principales mecanismos de fertilizacién:
la fuerza de las mareas, el régimen de vientos y el intercambio de agua con el
Océano Pacifico, principalmente en la entrada la cual se ha delimitado en una
linea recta desde Cabo San Lucas, BCS hasta Cabo Corrientes, Jalisco (Lluch-
Cota 1999, 2004; Alvarez-Borrego 2010).

Las surgencias ocurren en la parte este o continental por vientos de
noroeste, los cuales se presentan durante el invierno (diciembre a mayo),
mientras que, en el oeste, es decir, la region cercana a la peninsula de Baja
California, los vientos del sureste ocurren durante la temporada de verano (julio
a octubre; Lluch-Cota 1999; Alvarez-Borrego 2010). Durante el verano, debido
a las altas temperaturas superficiales, existe una importante estratificacion en
el agua por lo cual el nivel de productividad por los vientos no es tan marcado
en la zona de Baja California como lo es para la zona continental durante el
invierno (concentracion de clorofila +10 mg m™ vs. 0.5 mg m™). Los remolinos
(eddies, en inglés) formados permiten incrementar la abundancia de
fitoplancton en todo el Golfo (LIluch-Cota 1999; Brusca et al., 2017).

Uno de los eventos que presenta un importante papel en la variacion
interanual es el fendmeno de la oscilacién del Sur asociada a “El Nifio” (ENSO,
por sus siglas en inglés) y su contraparte “La Nifa”, sobre todo en cuanto a la
distribucion y abundancia de especies, asi como de la productividad en la zona,
también es el mayor recurso de variabilidad de la temperatura superficial
(Lluch-Cota 2004; Herrera-Cervantes et al., 2007). Uno de los eventos mas
significativos es la interrupcion de los patrones de vientos, la cual es mas
evidente durante el invierno, y se observa como la interrupcion de la surgencia
en la zona este (Lluch-Cota 2004; Herrera-Cervantes et al., 2007, 2020). Aun
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con estos datos el impacto mas significativo, sobre todo en eventos fuertes de
“El Nifio” se ha encontrado en la entrada del Golfo. En ellos se ha observado
una reduccién de clorofila de hasta el 20% tanto en esta zona, como en centro
y Grandes Islas, pero sin una afectacion en la productividad primaria, la cual se
observa solo en la entrada del Golfo (Lluch-Cota 2004; Alvarez-Borrego 2010).
El fendmeno de “La Nifia” también ha manifestado su presencia con altos picos
de clorofila tanto al centro como al sur y una fuerte fuerza del viento. Estas
ventajas ayudan a disminuir el impacto de “El Nifio” débil y moderado (Lluch-
Cota 2004; Herrera-Cervantes et al., 2020). Se especula que la zona de las
Grandes lIslas funcionaria como una especie de barrera para el impacto mas
nortefio de este fendmeno por lo cual esta zona se considera como refugio
para la vida silvestre (LIuch-Cota 2004).

Otros fendmenos que se han observado, sobre todo a nivel de productividad
primaria, que impactan en la variabilidad interanual, es la oscilacion decadal del
Pacifico (PDO). Aunque hay pocos reportes, se ha encontrado una
coincidencia de aumento de la producciéon primaria durante la fase fria y de
decremento durante la fase calida; lo cual ha incrementado de forma

=~ ”

exponencial con la presencia de un evento de “El Nifio” fuerte (decremento) o
un evento de “La Nina” fuerte (aumento) (Lluch-Cota et al., 2010; Pelayo-
Gonzélez, 2018).

Dentro de las amenazas mas importantes al ecosistema del Golfo de
California se encuentra la explotacidén pesquera sin control, ya que, al ser muy
productivo, provee cerca del 40% de la pesqueria del pais de pequehos
pelagicos y de camardn (SePesca, 1990; Lluch-Cota et al., 2007; Wilkinson et
al., 2009). Gran parte de esta actividad es realizada de forma ilegal (Calderon-
Aguilera, 2019; Aceves-Bueno et al., 2016), y parte de la pesca legal utiliza
artes de pesca que no son sustentables e impactan la disponibilidad de
alimento para especies residentes, como el lobo marino de California y algunas
especies de aves (Lluch-Cota 2004; Wilkinson et al., 2009). Otra de las
amenazas importantes son los contaminantes que provienen de actividades
econdmicas y de la presencia humana, y que provocan una degradacion de los

ecosistemas costeros. Entre los principales estan pesticidas agricolas
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provenientes del margen continental, esta actividad también desecha productos
ricos en nitrégeno provocando florecimiento de fitoplancton, algunos de ellos
nocivos. También se ha comenzado a registrar un incremento en los niveles de
metales y metaloides como resultado de la mineria, todos ellos asociados a la

parte continental actualmente (Paez-Osuna et al., 2016, 2019).

3.1.2. Las ecorregiones en el Golfo de California y las loberas del lobo

marino de California

El Golfo de California se divide en dos grandes zonas oceanograficas: la region
norte, al norte de las grandes islas (Isla Tiburén y Angel de la Guarda), y la
region sur, desde estas islas hasta la boca (Lara-Lara et al., 2008). Sin
embargo, se han observado caracteristicas distintas (p.ej. de biodiversidad,
oceanograficas, topograficas, entre otras) en muchas zonas, llegandolas a
dividir hasta en 14 regiones (Santamaria del Angel et al., 1994; Lara-Lara et al.,
2008). La divisidén se basa en la productividad primaria, requisito importante en
la distribucién del lobo marino de California, e incluye otros aspectos relevantes
para la especie, como censos poblacionales, contenido de metales traza en
hueso, diversidad de dieta, presencia de serovariedades de la bacteria
Leptospira, isétopos estables, incidencia de osteoartritis, temperatura
superficial del mar y concentracion de clorofila. Con base en esto, se han
delimitado cuatro zonas ecoldgicas (ecorregiones). Estas son Zona Sur (linea
entre La Paz, BCS y Topolobampo, Sin. hacia el sur o boca del Golfo —linea
entre Cabo San Lucas, BCS y Cabo Corrientes, Jal.-); zona Central (linea entre
La Paz, BCS y Topolobampo, Sin. hacia el norte hasta la Isla Tiburdn); zona de
Grandes Islas (entra la Isla Tiburdn y la Isla Angel de la Guarda) y zona Norte
(de Isla Angel de la Guarda al norte) (Lluch-Cota, 2004; Lara-Lara et al., 2008;
Szteren y Aurioles-Gamboa, 2011).
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Dentro del Golfo hay 13 loberas reproductivas conocidas (Fig. 2), distribuidas
tres en la zona norte, cuatro en la regién de las Grandes lIslas, cuatro en la

zona central y dos en la zona sur (Szteren y Aurioles-Gamboa, 2011).

18w 116°'W 114w 12'w 110'W

Figura 2. Mapa de la zona de estudio. EI mapa muestra la regionalizacion
ecologica (numeros y linea en negrita; 1) Golfo Norte, 2) Grandes Islas, 3)
Golfo Central y 4) Golfo Sur) y las zonas de perturbacion (oeste o este; linea de
puntos) del Golfo de California. Los puntos negros indican las colonias en el

Golfo de California.

A continuacion, se describiran las cuatro ecorregiones:
Zona sur. En la boca del Golfo, las surgencias costeras son un importante
recurso para obtener nutrientes y aumentar la clorofila y productividad primaria,
la variabilidad de la biomasa del fitoplancton estd dada por los eventos de

surgencia, la intrusién de aguas célidas y la presencia de “El Nifio” (Lara-Lara y
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Alvarez-Borrego, 2014). Esta zona es una transicién entre las aguas célidas del
Pacifico Sur y las mas templadas del Golfo de California. Se han reportado
altos valores de fitoplancton de enero a mayo, mientras que un frente
recurrente se observa cerca de Cabo San Lucas con una alta concentracion de
nutrientes durante primavera y principios de verano (en anos no “El Nifo”)
(Lara-Lara y Alvarez-Borrego, 2014). El promedio de clorofila en la época fria
(final de noviembre- final de junio) es de 0.36 a 0.92 mg m™, mientras que en la
calida (inicio de julio- inicio de noviembre) es de 0.24 a 0.55 mg m™. Esta parte
sur presenta profundidades mayores a los 3000 m (Lara-Lara et al., 2008;
Lluch-Cota et al., 2010).

Las dos loberas reproductivas que se encuentran en la zona sur son Los
Islotes y Farallon de San Ignacio. La primera presenta un aumento poblacional
mientras que para la segunda se habla de estabilidad, pero también de una
disminucion (Szteren et al., 2006; Masper et al., 2019; Adame et al., 2020).

Zona central. Es una zona profunda y con influencia de las aguas del
Océano Pacifico. Termoclina bien desarrollada de abril a octubre con un
maximo en agosto, llegando hasta los 150m de profundidad (Alvarez-Borrego
1983).

Las loberas reproductivas de esta zona son San Esteban, San Pedro Martir,
El Rasito y San Pedro Nolasco. Aqui la cantidad de organismos ha variado, con
algunas tendencias de crecimiento (Szteren et al., 2006), de establecimiento
(Masper et al., 2019) o de reduccién (Adame et al., 2020); como San Esteban y
El Rasito, que en menos de 15 afos, han mostrado un marcado declive
(Szteren et al., 2006; Masper et al., 2019; Adame et al., 2020).

Regidén de las grandes islas. Durante el verano, la productividad del Golfo de

California es baja, pero esto no ocurre alrededor de las grandes islas, ya que al
igual que en la zona norte, la mezcla de mareas tiene un impacto importante
manteniendo una alta productividad aqui (Alvarez-Borrego, 2010; Alvarez-
Molina et al., 2013). Se ha reportado que la productividad durante el “invierno”
(1.96 g C m2 d™") no es significativamente diferente a la del “verano” (1.62 g C
m2 d‘1). Incluso en esta zona se presentan las temperaturas mas bajas del

Golfo (independientemente de la época del afo) y es la zona con mayor
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concentracion de nutrientes en superficie lo que le permite atraer a gran
cantidad de organismos para alimentarse (Alvarez-Borrego, 2010; Escalante et
al., 2013).

El flujo de agua superficial aqui es intenso, ya que los flujos de marea deben
atravesar zonas estrechas e intercambiar agua de las zonas norte y sur. La
parte occidental presenta surgencias frecuentes en comparacion a su
contraparte, aqui remolinos ciclénicos acarrean aguas frias y ricas en
nutrientes en la zona del umbral de San Lorenzo permitiendo valores altos de
clorofila (hasta 3.5 mg m™) (Alvarez-Molina et al., 2013; Brusca et al., 2017). En
la profundidad, una bifurcacién fria proveniente del norte se separa en el Canal
de Ballenas hasta el umbral de San Lorenzo y otra llega directamente del norte
hasta el umbral, rodeando la isla Angel de la Guarda y llegando a unirse con la
proveniente del Canal; esto produce surgencias permanentes aqui (Alvarez-
Molina et al., 2013; Brusca et al., 2017).

En el Canal de Ballenas las concentraciones de oxigeno son altas, incluso a
grandes profundidades, aqui no hay zona de minimo oxigeno, esto asociado a
la constante mezcla de mareas (Alvarez-Borrego 1983).

Las loberas distribuidas en esta zona son Granito, Cantiles, Los Machos y el
Partido. Se ha observado un decremento poblacional en todas las colonias
para las distintas estimaciones (Szteren et al., 2006; Masper et al., 2019;
Adame et al., 2020), excepto el Partido, que tiene una condicién demografica
estable (Masper et al., 2019).

Zona norte. Es una de las regiones mas ricas y productivas en términos
bioldgicos como resultado de distintos fendmenos que interactuan para proveer
a los organismos de condiciones 6ptimas (Brusca et al., 2017). Las condiciones
que presenta actualmente permiten definirlo como un estuario inverso, con nulo
aporte de agua dulce y alta evaporacion (Brusca et al., 2017). En esta region es
donde mejor se muestra el impacto de las mareas. La mezcla de mareas puede
tener un impacto a una profundidad de hasta 500 m, permitiendo la llegada a la
superficie de agua frias y con ello muchos nutrientes, simulando surgencias
constantes (Alvarez-Borrego, 2010). El Alto Golfo presenta un rango de marea

de aproximadamente 10 m (Lara-Lara et al., 2008; Brusca et al., 2017).
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Los vientos de invierno, que impactan la regiéon este, también producen
importantes surgencias asimismo los westerlies del norte llevan viento frio a la
zona del Alto Golfo (Santamaria del Angel et al., 1994; Brusca et al., 2017). La
circulacién superficial consiste en giros ciclonicos en el verano y un débil giro
anticiclénico de noviembre a marzo (Brusca et al., 2017).

La zona norte es somera con profundidades menores a los 200 m y alta
salinidad (promedio de 38 unidades practicas de salinidad -ups-). Por este
motivo, los organismos que aqui habitan, particularmente en los esteros poco
profundos, estan adaptados a niveles de salinidad altos (Lara-Lara et al., 2008;
Brusca et al., 2017).

El Alto Golfo de California proporciona un habitat para las especies
endémicas, asi como un refugio para la crianza de muchas especies de interés
comercial (Wilkinson et al., 2009). Es aqui donde se encuentra un impacto
profundo de la sobrexplotacion pesquera, se especula sobre si la disminucion
del flujo del Rio Colorado ha sido el factor fundamental para la degradacién de
esta zona o solo es una coincidencia y el verdadero culpable es el aumento
indiscriminado de la pesca (Wilkinson et al., 2009; Brusca et al., 2017).

En esta zona se encuentran tres loberas que son Rocas Consag, Isla San
Jorge e Isla Lobos. Datos anteriores a 2016, indican que Isla San Jorge era una
poblacién en crecimiento (Szteren et al., 2006) o con estabilidad (Masper et al.,
2019), Rocas Consag era una poblacion en crecimiento (Szteren et al., 2006;
Masper et al., 2019), con lo inverso observado para Isla Lobos, donde se ha
reportado una disminucion (Szteren et al., 2006) o al menos, estabilidad
poblacional (Masper et al., 2019). Sin embargo, estas estimaciones difieren con
la mas reciente de Adame y colaboradores (2020), con datos de hasta 2019,
donde se colocan a las tres colonias en disminucién poblacional, lo que pone
de manifiesto la rapidez con la que pueden darse variaciones demograficas

sustanciales de esta especie en la regién de estudio.

3.1.3. Captura de animales y toma de muestras

En un crucero cientifico realizado durante 2016, se visitaron las loberas dentro

del Golfo de California, México. Esto ocurrid durante el periodo reproductivo
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(junio-julio), y se obtuvieron muestras bioldgicas (sangre, epitelio cervical y
pelo) de 47 hembras de lobo marino de California en vida libre (este numero de
muestras puede variar dependiendo el analisis a realizar, ya que no en todo los
casos se obtuvieron muestras iguales). Para este estudio, de las trece loberas
solo se pudo obtener muestra en doce de ellas, faltando la de Farallon de San
Ignacio. La distribucién de muestras en cada lobera se encuentra detallada en

el cuadro 3.
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Cuadro 3. Relacion de las loberas del Golfo de California, México y numero de
muestras de hembras de lobo marino de California (Zalophus californianus)

para el ano 2016.

Sitio de muestreo N° de muestras

Rocas Consag
San Jorge
Isla Lobos
Isla Granito

Los Cantiles
Los Machos
El Partido
El Rasito
San Esteban
San Pedro Martir

San Pedro Nolasco

N N Www NN OB

Los islotes

Los individuos, todos aparentemente sanos, fueron capturados usando
redes de aro y fueron anestesiados con isofluorano o manipulacién manual,
dependiendo del nivel de estrés que mostrara el organismo en turno. A
continuacion, cada lobo marino fue revisado por un veterinario capacitado para
determinar su estado general de salud y stado reproductivo, y para monitorear
sus signos vitales durante la extraccion de muestras, lo cual se realizé en un
periodo de 10-12 minutos. De cada individuo se obtuvieron muestras de pelo,
sangre y mucosa del cérvix. Todos los procedimientos fueron aprobados por el
Comité de Bioética de la Universidad Autonoma de Querétaro (México) y se
llevaron a cabo bajo permisos (SGPA/DGVS/09004/15 y
SGPA/DGVS/11794/19) de la Secretaria de Medio Ambiente y Recursos

Naturales a través de la Direccidon General de Vida Silvestre en México.
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Especificamente, a los animales se les colecté una muestra de pelo de la
parte dorsal, en un area de alrededor de 5 cm x 5 cm. Las muestras de pelo
fueron limpiadas con agua destilada y resguardadas para su procesamiento en
el laboratorio. Las muestras de sangre se obtuvieron por medio de puncién de
la vena glutea caudal, extrayendo dos tubos de 7ml por individuo con equipo
Vacutainer estéril. Uno de los tubos tenia heparina sédica como anticoagulante
para obtener plasma y el otro tubo carecia de anticoagulante y se utilizé para la
obtencidn de suero. Ademas, se obtuvieron muestras del epitelio genital para la
evaluacion del estado del mismo. Para este procedimiento, un espéculo estéril
fue introducido para visualizar el cérvix y la mucosa cervical fue raspada con un
cepillo citolégico estéril conforme a lo descrito por Barragan y colaboradores
(2016). Las muestras se fijaron con citofix y fueron protegidas de la luz del sol

hasta su analisis en el laboratorio.

3.1.4. Caracterizacion celular del epitelio cervical del lobo marino de

California

Las muestras obtenidas en el campo y resguardadas fueron tefidas para
determinar el estado de transformacion del epitelio de cada individuo. El
protocolo utilizado fue Papanicolau modificado, y fue realizado de acuerdo con
la descripcion de Barragan-Vargas (2015). Cada muestra se sumergié en
cuatro distintas sustancias: etanol al 80%, etanol al 70%, etanol al 50% y agua
destilada cada uno durante 30 segundos. Posteriormente, se realizd una tincion
con hematoxilina de Harris durante 4 minutos y medio, continuando con un
enjuague con agua destilada por 30 segundos. Consecutivamente cada
muestra se sumergié en HCI 0.25% seis ciclos para después lavar con agua
corriente durante seis minutos, esto con la finalidad de eliminar el exceso de
colorante.

A continuacion, se repitié el procedimiento inicial de bafio en las cuatro
sustancias, agregando etanol al 95% vy finalizando con tincion por medio del
colorante OG6 por 90 segundos. Las muestras se volvieron a sumergir en
etanol al 95% por 30 segundos, realizando este procedimiento dos veces. La
ultima tincion fue con colorante EA-50, colocandolo por 90 segundos y
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finalizando con un bano por 30 segundo de cada uno de los siguientes
reactivos: etanol al 95%, etanol al 100%, xilol-alcohol 1:1 y xilol al 100%. Cada
laminilla se dejé secando para colocarle un cubreobjetos y fijando con resina
sintética a base de xilol 60%.

Los analisis de estas laminillas fueron realizados por la M. en C. Cecilia
Barragan Vargas, la M. en Salud y Produccion Animal Sustentable Paulina
Martinez Nieves junto con el patélogo German Avila Rosales, como parte de
los proyectos de investigacién realizados en el Laboratorio de Ecoinmunologia
y Fisiologia de la Conservaciéon, UAQ, y de donde también emana la presente
tesis. Estos datos estuvieron disponibles para la presente tesis. Cada
diagndstico fue basado en la clasificacion del sistema Bethesda 2001
(Bergeron, 2003), el cual es usado para informar los resultados de citologia
cervical humana, pero cuya similitud celular con el lobo marino permite el uso
para esta especie.

El sistema de clasificacion Bethesda ha sido usado desde 1988 y se han
realizado a lo largo del tiempo adecuaciones para un diagnéstico mas certero.
La ultima actualizaciéon fue en el 2001, haciendo cuatro grandes grupos:
negativo para lesion intraepitelial, células escamosas atipicas (ASC, por sus
siglas en inglés), lesiones intraepiteliales escamosas de bajo grado (LSIL, por
sus siglas en inglés) y lesiones intraepiteliales escamosas de alto grado (HSIL,
por sus siglas en inglés). El primer grupo, negativo a lesiones, no solo agrupa
la ausencia de alteraciones malignas sino también aquellas anomalias
benignas o normales. Aqui también se encuentran alteraciones por la presencia
de microorganismos y aquellas resultantes por la presencia de dispositivos
intrauterinos (Bergeron, 2003; Valer et al., 2005; Cuba, 2019).

El segundo grupo, ASC, se subdivide en dos ASC-US y ASC-H. EI
primero se dirige a células escamosas atipicas de significado indeterminado,
donde se encuentran anormalidades que podrian sugerir lesiones de bajo
grado pero cuyo origen no puede esclarecerse con la muestra. El tipo ASC-H
son células escamosas atipicas en las cuales no se debe descartar una lesién
de grado alto, es decir, una de tipo HSIL. Los ultimos dos grupos, LSIL y HSIL,

son para clasificar lesiones intraepiteliales escamosas de bajo o alto grado;
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este tipo de lesiones se encuentran confinadas a la mucosa cervical sin llegar a
la membrana basal (Bergeron, 2003; Valer et al., 2005; Cuba, 2019). Las
lesiones de bajo grado presentan una displasia leve, en este grupo también se
encuentran las lesiones por VPH (virus de papiloma humano), por otra parte las
de alto grado se caracterizan por displasia moderada o severa y carcinoma in
situ (Valer et al., 2005; Cuba, 2019). Las lesiones de alto grado se suelen
asociar a infecciones virales persistentes, las cuales en conjunto pueden

influenciar el desarrollo de carcinomas agresivos e invasivos (Bergeron, 2003).
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4. HIPOTESIS Y OBJETIVO GENERAL

La hipdtesis general de la presente tesis es que la transformacion epitelial del
cérvix del lobo marino de California es influida por la alimentacion, estado
nutricio e inflamacion.

La prediccion es que, dado que existen diferencias en las especies que
conforman la dieta de las hembras del lobo marino de California (Garcia-
Rodriguez y Aurioles-Gamboa, 2004; Rosas-Hernandez et al., 2018;
Rodriguez-Martinez et al., 2024), se espera que estas se vean reflejadas en el
estado nutricional de los individuos provocando respuestas diversas del
sistema inmune. Estas respuestas desiguales estaran influyendo en el estado
inflamatorio y como consecuencia en el grado de transformacién epitelial
genital.

Dada la hipotesis, el objetivo general de este trabajo fue entender la relacion
de la inflamacion cronica, el estado nutricional y los distintos tipos de dieta en el

grado de transformacion epitelial del lobo marino de California.

Las hipotesis de trabajo que fueron desafiadas fueron las siguientes:
1) La transformacion epitelial del cérvix del lobo marino de California adulto
se asocia a la posicién de la cadena trofica en la cual se estan alimentando y la

ecorregion en la que se encuentran sus colonias.

2) El estado nutricional del lobo marino de California adulto varia de

acuerdo con la posicion de la cadena trofica en la que se alimentan.

3) El estado inmune del lobo marino de California adulto varia de acuerdo

con la posicion de la cadena tréfica en la que se alimentan.

4) La transformacion epitelial del cérvix del lobo marino de California
adulto es influida por la bioquimica de parametros involucrados con el estado

nutricional y el funcionamiento del sistema inmune.
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5) Los marcadores bioquimicos de la inflamacion varian de acuerdo con el

estado de transformacion epitelial genital.
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5. DETERMINACION DE LA POSICION TROFICA Y ZONA DE
ALIMENTACION POR ECORREGION Y SU RELACION CON EL
ESTADO DE TRANSFORMACION EPITELIAL GENITAL

5.1. Introduccion

Hasta ahora, entre los métodos mas utilizados para conocer la dieta del lobo
marino de California (Zalophus californianus), se utiliza el analisis de
estructuras duras en las excretas (Aurioles-Gamboa et al., 1984; Garcia-
Rodriguez y Aurioles-Gamboa, 2004; Mellink y Romero-Saavedra, 2005;
Espinosa de los Reyes Ayala, 2007; Szteren y Aurioles-Gamboa, 2011). Sin
embargo, existen otras herramientas, como los is6topos estables, que permiten
determinar el nivel trofico en el cual se alimentan, lo cual también nos puede
dar informacién valiosa de la ecologia de las especies en las redes alimenticias
(Post, 2002; Kupfer et al., 2006; Newsome et al., 2007; Hyodo, 2015). Varios
estudios han encontrado, utilizando esta técnica, informacién sobre la
alimentaciéon de los individuos en un plazo mas largo que lo que se puede
inferir utilizando excretas. Esto es porque de acuerdo con el tejido analizado, es
posible obtener informacién de dias, meses o afos. El pelo y el plasma
sanguineo dan informacion temporal distintas desde dias hasta un par de
meses aproximadamente, mientras que el pelaje evidencia un plazo mayor, al
ser este elemento una caracteristica de formacion, desarrollo y eliminacion con
mayor longevidad indicando un mayor numero de meses (Newsome et al.,
2007).

El analisis de is6topos estables muestra que el lobo marino de California
es un consumidor generalista. Sin embargo, ha permitido identificar algunos
habitos de alimentacion especialistas, encontrando zonas de fidelidad para la
alimentacion por parte de las hembras (6'°C), en el Golfo de California, ademas
de diferencias temporales (i.e. etapa de embarazo o lactancia) y etarias

(Porras-Peters et al., 2008; Rosas-Hernandez et al., 2019). Analisis realizados
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con plasma de lobo marino de California han mostrado que los individuos de un
afio o menos de edad presentan valores enriquecidos de 8'°N en comparacién
con los que muestra el resto de las edades, lo que permite inferir la
alimentacién complementaria con leche materna durante su etapa juvenil
temprana; esto también se observa en el pelaje donde los valores menores de
8'3C reflejan la combinacién de leche y dieta sélida (Orr et al., 2011). Incluso
utilizando métodos complementarios, como la espectroscopia de absorcion
atdbmica para identificar metales, los cuales asociados con los habitos de
alimentacion (obtenidos por is6topos estables), permitieron encontrar patrones
de mayor o menor concentracion de metales en ciertas zonas explicando esto a
través del tipo de alimentacion consumida o de procesos fisioldgicos asociados

a estos organismos (Elorriaga-Verplancken y Aurioles-Gamboa, 2008).

Se tienen datos sobre la dieta de las poblaciones de lobo marino de
California en sus distintas ubicaciones, principalmente en el Golfo de California
y en la costa Sur de California. Estudios realizados en el Golfo de California
han confirmado, tanto por métodos de excretas como por isétopos estables,
cambios en la posicion trofica y en las zonas de alimentacion (pelagica o
costera; Garcia-Rodriguez y Aurioles-Gamboa, 2004; Porras-Peters et al.,
2008). Szteren y Aurioles-Gamboa (2011), presentaron una regionalizacién del
Golfo con base en aspectos como concentraciones de clorofila, presencia de
contaminantes, caracteristicas de las poblaciones y diferencias en la
alimentacion; encontrando cuatro zonas: Norte con diversidad de dieta, §'°N
alto y 8"°C medio a alto, Angel de la Guarda con diversidad de dieta baja a
media y 8">C bajo, Golfo Central diversidad de dieta alta, 8"°N bajo y §"°C alto y
Golfo Sur con diversidad alta en dieta, 8"°N alto y 8"°C de medio a bajo. A
pesar de las diferencias entre las zonas, se puede decir que, en general, la
dieta del lobo marino dentro del Golfo de California se basa principalmente en
peces pelagicos, seguido por los cefalépodos, y finalmente por crustaceos
(Garcia-Rodriguez y Aurioles-Gamboa, 2004; Espinosa de los Reyes Ayala,
2007). Entre las especies mas consumidas se encuentran Porichthys sp.,

Pomadasys panamensis, el calamar Loliolopsis diomedeae, Trichiurus lepturus,
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Sardinops caeruleus, Engraulis mordax, Scomber japonicus, Cetengraulis
mysticetus y Trachurus symmetricus (Garcia-Rodriguez y Aurioles-Gamboa,
2004; Mellink y Romero-Saavedra, 2005).

En cuanto a la zona de California, los sitios mas estudiados han sido las
Islas del Canal, la Bahia de Monterey y las islas del Sureste de Los Farallones,
zona donde se encuentran las loberas reproductoras mas activas. Aqui se ha
encontrado que las presas que se juntan en cardumenes (sardinas, anchoas y
calamares) son las preferidas ya que normalmente se encuentran a poca
distancia de las loberas (Antonelis y Fiscus, 1980; Lowry y Carretta, 1999).
También hay una importante participacion (entre las primeras diez especies) en
la dieta por parte de los salménidos, los cuales varian en importancia
dependiendo la temporada (alta en verano y otofio y baja en primavera e
invierno; Weise, 2000; Weise y Harvey, 2008). En la zona de Monterey se
encuentra una dieta dominada por las sardinas del Pacifico Sardinops sagax y
por el calamar de mercado Loligo opalescens. Seguidas, en importancia, varios
miembros del género Sebastes sp., las anchoas Engraulis mordax, la merluza
del Norte Merluccius productus, el arenque del Pacifico Trachurus symmetricus
y el salmén Oncorhynchus sp. (Antonelis y Fiscus, 1980; Lowry y Carretta,
1999; Weise, 2000; Weise y Harvey, 2008). Se ha encontrado que en zonas
donde hay preferencia de calamares existe una baja disponibilidad de sardinas
y anchoas, mientras que cuando hay una alta disponibilidad de estas, los
animales no consumen tanto calamar. Este fenomeno se ha asociado a la
calidad del alimento, sardinas y anchoas tienen mayor contenido calérico y alto
contenido en grasa en comparacion con el calamar o la merluza (McClatchie et
al., 2016). Como se ha mencionado anteriormente el lobo marino esta
altamente ligado a las variaciones del ambiente, lo que impacta Ila
disponibilidad de las presas encontrando cambios en su alimentacion
dependiendo la época del afo o incluso ante la presencia de fendbmenos como
“El Nifo” (Weise, 2000; Weise y Harvey, 2008; Elorriaga-Verplancken et al.,
2016).
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Si se considera esta variabilidad en calidad y cantidad de presas de las
distintas zonas que habita el lobo marino de California, y se toma el ejemplo del
ser humano donde este cambio en el estilo de vida favorece el desarrollo de
enfermedades como el cancer. Se plantea como el objetivo de este capitulo
establecer si existe una diferencia del estado de transformacién epitelial con
respecto a la posicion tréfica y las diferentes zonas de alimentacion (pelagica o

costera) en las regiones ecoldgicas establecidas para el Golfo de California.

5.2. Métodos

En el Capitulo 3 pueden leerse detalles sobre la zona de muestreo, las técnicas

de captura y la colecta y procesamiento de las muestras.

5.2.1. Determinacion de la posicion trofica y zona de alimentacion.

Después de resguardar las muestras de pelo en el campo, el analisis fue
realizado en colaboracion con el Laboratorio de Quimica del Centro
Interdisciplinario de Ciencias Marinas del Instituto Politécnico Nacional
(CICIMAR-IPN) de La Paz, BCS. En el laboratorio las muestras fueron
limpiadas con agua desionizada y colocadas en microtubos tipo Eppendorf de 2
ml (estos tubos fueron preparados con jabon libre de fosfato y agua destilada,
asi como mezcla cromica). Nuevamente se lavaron con cloroformo-metanol
(1:1) para eliminar impurezas de lipidos dejadas por la piel. Posteriormente se
pusieron a secar para evaporar residuos del solvente. Doce horas después, las
muestras se cortaron y se homogeneizaron en un mortero agata; todo esto se
realizO en una campana de flujo laminar para evitar contaminacion.
Posteriormente se pesaron, en una microbalanza de precisién, entre 0.8 y 1.2
mg de cada muestra, que fue colocada en una microcapsula de estano de 8 x 5
mm.

Las microcapsulas fueron enviadas para su analisis por medio de un
espectrometro de masas de razones isotopicas en el Laboratorio de Isétopos
Estables de la Universidad de Nuevo México en EEUUAA. Por otra parte,
durante el crucero, se tomaron muestras de zooplancton alrededor de las

colonias de Rocas Consag, Isla Lobos, Los Cantiles, Los Machos y el Partido;
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para las colonias surenas se utilizaron los datos reportados por Whitehead et
al. (2018) con la finalidad de obtener el nivel tréfico de los organismos
muestreados. El procesamiento de las muestras fue similar a las del pelo
(desecacién, homogenizacion y colocacion en microcapsulas).

Los analisis resultantes fueron expresados con el valor de delta en la
proporcion de N y "*C, de acuerdo a la siguiente formula de DeNiro y Epstein
(1978):

5X = [(R muestra / R estandar) — 1] x 10°

donde 8X corresponde al valor de 3'°N y de 5'°C, en cada analisis, el cual se
refiere a la diferencia expresada en partes por mil (%o0) entre la muestra
estandar y la evaluada de °N y de "°C, respectivamente. A su vez R muestra y
R estandar representan la diferencia del isétopo pesado respecto al ligero
(15N/14N y 13C/12C).

Los estandares utilizados son reconocidos internacionalmente para evitar
variaciones en la medicién en diferentes lugares. Estos valores son, para el
caso del carbono, el Belemnita de la formacién PeeDee (PDB) con un valor de
0.011%0 y para el nitrégeno, el estandar es el nitrégeno atmosférico con un
valor de 0.004%o (DeNiro y Epstein, 1978). Adicionalmente el valor de 3"°N fue
utilizado para que, junto con los valores de zooplancton de cada sitio y
aplicando el algoritmo de Post (2002), fuera calculado el nivel tréfico por

colonia (Sandoval, 2018). Dicho algoritmo se explica a continuacion;

15 . 15 .
NT = (6 N consumidor - & N organismo base) +20
34

donde 3'°N consumidor se refiere al valor obtenido del analisis de is6topos de
la muestra de pelo de las hembras adultas de lobo marino, 3"°N organismo
base hace referencia al valor de analisis de is6topos de las muestras de
zooplancton como consumidor primario del sitio de muestreo (como ya se
explicé para algunos sitios fueron asociadas muestras de lugares cercanos) y
el valor de 3.4 se refiere al fraccionamiento isotopico promedio, que se ha

calculado, ocurre a lo largo de la cadena tréfica desde los organismos base
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hasta los depredadores tope (Minagawa y Wada, 1984). Las muestras de
zooplancton para el afio 2016 se especifican en el cuadro 4, donde se indica de
donde se obtuvo la muestra y para aquellas sin muestra se le asocié a la lobera

mas cercana geograficamente.
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Cuadro 4. Asociacion de las colonias del lobo marino de California
(Zalophus californianus) del Golfo de California, México, con las muestras

de zooplancton utilizadas para obtener el nivel tréfico en cada sitio.

Sitio de muestreo Muestra de zooplancton
Rocas Consag Rocas Consag
San Jorge Rocas Consag
Isla Lobos Isla Lobos
Isla Granito Los Cantiles
Los Cantiles Los Cantiles
Los Machos Los Cantiles
El Partido El Partido
El Rasito El Partido
San Esteban El Partido
San Pedro Martir El Partido
San Pedro Nolasco Los Islotes
Los Islotes Los Islotes

5.2.2. Agrupacion de colonias reproductivas en zonas con mayor

disturbio antrépico y menor disturbio antrépico

Con la finalidad de explorar si dentro del Golfo, ademas de las ecorregiones ya
descritas, podria haber agrupaciones por nivel de disturbio antropico, se realiz6
una separacion longitudinal. De esta forma las loberas localizadas en zonas
cercanas a areas con impacto antropico que pudiera tener un efecto en la
ecologia alimentaria de la especie, como zonas de desarrollo agricola,
ganadera y asentamientos humanos grandes, se agrupaban en la parte norte y
este del litoral del Golfo de California, mientras que las loberas en zonas sin

disturbio (p.ej. asentamientos humanos con pocos habitantes, poca actividad
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agricola y ganadera y turismo de bajo impacto), se agrupaban en la costa oeste
del Golfo.

La ubicacién de las ecorregiones descritas con anterioridad (seccion
3.1.2.) como las de esta nueva distribucion se pueden ver en la Fig. 2 (seccién
3.1.2.). Especificamente para esta nueva distribucion quedaron las loberas de
la siguiente forma; zona de no disturbio: Lobos, Granitos, Cantiles, Machos,
Partido, Rasito y Los Islotes y zona de disturbio: San Jorge, Rocas Consag,

San Pedro Martir, San Pedro Nolasco y San Esteban.

5.2.3. Analisis estadisticos

En este capitulo se desafio la siguiente hipétesis de trabajo: La transformacion
epitelial del cérvix del lobo marino adulto se asocia a la posicion de la cadena
trofica en la cual se estan alimentando y a la ecorregion en la que se
encuentran sus colonias. Para desafiarla, primero se verificaron los supuestos
de normalidad y homocedasticidad de las variables respuesta. Posteriormente,
se comparé el nivel tréfico y el 8'>C de las hembras adultas de lobo marino de
California entre regiones utilizando ANOVA unidireccional y entre zonas de
disturbio (mayor disturbio antrépico vs. menor distrubio antrépico) utilizando
pruebas t de dos colas. Se comparé la prevalencia de OtHV-1, |la categoria de
diagndstico citologico, la abundancia de coilocitos y de células binucleadas
entre regiones ecoldgicas y entre zonas de disturbio mediante tablas de
contingencia y se calculd la probabilidad exacta (mediante Fisher exacta) para
cada tabla. También se calculd la razéon de monios (OR, por sus siglas en
inglés) y los intervalos de confianza al 95% cuando las diferencias en la
prevalencia fueron significativas.

Se construyeron modelos lineales generalizados independientes para
desafiar las siguientes hipdtesis de trabajo: el valor de 5"C (como proxy de
zona de alimentacion; variable numérica discreta) y nivel trofico (variable
numeérica discreta) explica i) la presencia o ausencia de OtHV-1 en el epitelio
cervical, ii) la presencia o ausencia de coilocitos vy iii) la presencia o ausencia
de células binucleadas en el epitelio cervical de las hembras adultas de lobo
marino de California. Los modelos se construyeron teniendo en cuenta la
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region ecoldgica (variable categérica nominal) y la zona de disturbio (variable
dicotomica categorica) a la que pertenece cada colonia, asi como interacciones
bidireccionales.

Se realizaron 1,000 permutaciones con el fin de asignar al azar las
loberas en dos grupos: A 6 B. Esto se hizo para determinar la probabilidad de
que la asignacion longitudinal por grado de impacto antropico no reflejara una
asignacion azarosa. Posteriormente se repitieron los analisis para las variables
respuestas (3'°C, nivel tréfico, OtHV-1, coilocitos, células binucleadas, estado
epitelial cervical) utilizando los grupos seleccionados como variable explicativa.
Se cred una distribucion de valores p bajo la hipétesis nula de que no existe
relacion entre los nuevos grupos de ubicacién y cada variable respuesta. En
cada permutacion, se ajustd un modelo de regresion logistica a los datos con la
variable de agrupacion (A 6 B) como predictor para la variable respuesta. El
valor p para cada modelo se calcul6 mediante una prueba de razén de
verosimilitud. La distribucién resultante de los valores p se compard con los
valores p obtenidos de los modelos originales para determinar si la asociacion

entre las agrupaciones aleatorias y la variable respuesta era significativa o no.

5.3. Resultados

5.3.1. Diagnéstico del estado del epitelio genital

De las 47 muestras de epitelio obtenidas y por medio del método Bethesda
2001, solo se pudieron diagnosticar 40 ya que el resto de las muestras se
encontraban degradadas, lo que impedia un analisis certero. De las 40, 19
fueron diagnosticadas como negativas a lesiones epiteliales (N), 14 con
presencia de células escamosas atipicas (ASC) y 7 con lesiones epiteliales de
bajo grado (LSIL) (Cuadro 5).
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Figura 3. Distribucion a lo largo del Golfo de California del diagndstico del
estado del epitelio cervical de los lobos marinos de California (Zalophus
californianus) segun el método Bethesda. Se especifica el grado de
transformacién epitelial y el numero de muestras (entre paréntesis)

recolectadas en cada ecorregion.

En la figura anterior, se puede observar que mientras en la regién sur no
hay LSIL, en la regidon norte se encuentra el mayor numero de diagndsticos.
Por otra parte, ASC tiene mayor presencia en la region central y la menor en la
region sur. Finalmente, el mayor numero de epitelios negativos (sin cambios
aparentes) estan en la region de grandes islas y su contraparte se presenta en

la regién central.
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5.3.2. Posicion trofica y zona de alimentacion por ecorregion y por

zona de disturbio

Tras realizar los analisis de is6topos correspondientes, los valores minimos y
méaximos de &5'°C fueron -15.99%0 y -13.65%o, respectivamente, con un
promedio de -14.09%o. Por otra parte, los valores de 5'°N se distribuyeron de
19.42%0 hasta 21.9%o promediando 20.9%o. En el cuadro 5 se puede observar
que, para ambas mediciones de isdtopos, 5°C y &N, las regiones mas
extremas son las del norte y del sur. En el caso de 8N, los niveles mas altos
estan en la regién norte mientras que los mas bajos son en la regién sur; en
cuanto al valor de 3'3C los valores son al revés, es decir, el valor mas alto es

en la region sur y el mas bajo se presenta en el norte.

Cuadro 5. Promedio e intervalo de confianza de los valores de 8"°C y 8"°N (%)
de lobo marino de California (Zalophus californianus) por region muestreada en

el Golfo de California.

Region 5"°C Promedio 5"°N Promedio
con |.C. (%o) con |.C. (%o)
Regién Norte -13.88 (-14.11 a -13.65) 21.65 (21.4-21.9)
Region Grandes Islas -14.10 (-14.27 a -13.92) 20.58 (20.17-20.9)
Region Central -13.99 (-14.19 a -13.79) 20.73 (20.45-21.01)
Regién Sur -14.85 (-15.99 a -13.71) 19.82 (19.42-20.22)

Como ya se habia mencionado, el valor promedio de 5'°N de las hembras
junto con el del zooplancton, utilizando el algoritmo de Post (2002) permitio el
calculo del nivel tréfico por region (Sandoval, 2018). Estos datos se presentan
en el cuadro 6, donde se puede observar que el nivel mas alto se encuentra en
la region sur (4.3) mientras que el nivel mas bajo calculado es para la region
central (3.9) del Golfo de California.
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Cuadro 6. Valor promedio e intervalo de confianza del nivel tréfico calculado
para las cuatro regiones del Golfo de California con colonias reproductoras del

lobo marino de California (Zalophus californianus).

Regién Nivel trofico promedio con I.C.
Region Norte 4.06 (3.93-4.19)
Region Grandes Islas 4.2 (3.83-4.56)
Region Central 3.9 (3.49-4.3)
Region Sur 4.3*

*Este valor es el obtenido del algoritmo ya que solo se tuvo datos de Los Islotes

Los ANOVA realizados para investigar si el estado epitelial cervical
variaba de acuerdo con el nivel tréfico mostraron una relacion significativa entre
el estado de transicion del epitelio, el nivel trofico y la region de muestreo
(Cuadro 7 y Fig. 4 y 5). En la figura 4 se observa la asociacion de
transformacién contra el nivel tréfico donde no hay un patrén de asociacion,
aunque se puede ver que la mediana de LSIL y de ASC es similar mientras que
la de N tiene valores ligeramente mas bajos, sin llegar a ser estadisticamente
significativo. Esto cambia al involucrar la region de muestreo (Fig. 5). Aqui
podemos ver que en algunas regiones, como la norte y la de las grandes islas,
a mayor nivel tréfico hay presencia de transformacion del tipo LSIL; por otra
parte en niveles mas bajos se presentan transformaciones negativas o ASC.
Para las otras dos regiones esta relacién no es tan clara, como en la region sur,
donde no hay presencia de tipo LSIL impidiendo comparar su valor con
respecto al tipo negativo. Caso similar el de la regidon central, donde se tienen
los tres tipos de transformacion, pero sin una relacion precisa del impacto del

nivel tréfico.
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Cuadro 7. Analisis de varianza en relacién al estado epitelial genital con el nivel

tréfico y con la region de la lobera. En sombreado se muestra la relacidon

estadisticamente significativa, P (<0.05).

Variable GL | Sum Cuad | Media ValorF | P
Cuad (<0.05)
Nivel Troéfico 1 0.116 0.116 0.248 0.621
Region 3.043 1.014 2.163 0.111
Nivel Tréfico:Region 3.761 1.880 4.010 0.027
Residuales 33 15.478 0.469
g — [¢] s
¥ - ; |
s 7
F .
2 S L : :
0 | |
@ I I I
LSIL ASC N

Estado Epitelial

Figura 4. Asociacion del estado de transicidon epitelial (LSIL= Displasia celular,

ASC= Atipia celular, N= Negativo a células atipicas) con relacion al nivel trofico

del lobo marino de California (Zalophus californianus).
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Figura 5. Agrupacion del estado epitelial genital (LSIL= Lesion epitelial de bajo
grado, ASC= Presencia de células atipicas y N= Negativo a células atipicas)
con relacion al nivel trofico y a la regién de muestreo (RN= Regién Norte, Gl=
Grandes lIslas, RCT= Region Central, RS= Regiéon Sur) del lobo marino de

California (Zalophus californianus).
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Con relacién al estado del epitelio genital y el 5"°C (uso de zona pelégica
o costera) no se encontrd asociacion significativa. Esto tampoco se observé al
incluir la region de muestreo (Cuadro 8). La figura 6 y 7 muestran niveles
similares de 5'°C tanto en los tres estados de transicién epitelial (Fig. 6) como
en las regiones (Fig. 7). Aun asi esta ultima figura muestra en la region sur
niveles de 5'°C con valores mas negativos (sin llegar a ser significativos). En
cuanto a la asociacion de 3'°C y nivel tréfico con la cercania o no a zonas de
disturbio no se encontraron diferencias significativas para ninguna de las dos
variables (3'°C T-test; t=0.98, gI=37.69, p=0.33/ nivel trofico T-Test; t=-1.29,
gl=35.79, p=0.21).

Cuadro 8. Analisis de varianza en relacion al estado epitelial genital con el 3'°C

y con la region de la lobera.

Variable GL Sum Cuad Media Cuad Valor F P (<0.05)

e 1 0.233 0.233 0.373 0.545
Region 3 1.736 0.578 0.925 0.439
5"°C:Region 3 0.417 0.138 0.222 0.880

Residuales 32 20.013 0.625
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Figura 6. Asociacion del estado de transicidon epitelial (LSIL= Displasia celular,
ASC= Atipia celular, N= Negativo a células atipicas) con relacion a la sefial

isotdpica del 5'°C en el lobo marino de California (Zalophus californianus).
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Figura 7. Agrupacion del estado epitelial genital (LSIL= Lesion epitelial de bajo
grado, ASC= Presencia de células atipicas y N= Negativo a células atipicas)
con relacion a la sefial de 5'°C y a la regiéon de muestreo (RN= Regién Norte,
Gl= Grandes Islas, RCT= Region Central, RS= Regidén Sur).

5.3.3. OtHV-1, estado del epitelio, coilocitos y células binucleadas

asociadas a ecorregiones y zonas de disturbio

Al ser esta tesis parte de un trabajo mayor se contaba con datos adicionales
como la presencia o ausencia de ADN de OtHV-1 en el tejido, asi como el
analisis de tipos celulares cuya presencia indica una transformacion celular;
especificamente la presencia de células binucleadas, y de células asociadas a
la presencia del virus de la familia Papillomaviridae, es decir, de coilocitos. Se
encontré que la prevalencia de OtHV-1 varié significativamente entre regiones
ecoldgicas (Chi-sq = 8.52, gl = 3, p=0.036; Fig. 8A), y también si las colonias
estaban en la zona perturbada o no (Chi-sq = 3.81, gl = 1, p = 0.03; Fig. 8B).
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Por lo cual, los lobos marinos de la zona perturbada tienen 13 veces mas
riesgo de infectarse en comparacion con las no perturbadas (OR = 13.63; IC
95% = 0.72-257.8).

La prevalencia de ASC, LSIL y N no vari6 entre regiones ecolégicas (Chi-
sq = 8.44; gl = 6, p=0.167), aunque hubo una tendencia aparente en la que los
casos de LSIL aumentaron latitudinalmente, estando ausente en la region Sur y
mas alto en la regién Norte (Fig. 8C). En cuanto a la prevalencia de cada clase
de diagndstico epitelial, esta varié si las colonias estaban dentro de la zona
perturbada o no (Chi-sq = 6.31; df = 4; p = 0.04; Fig. 8D), teniendo los lobos
marinos de esas colonias mas de ocho veces el riesgo de LSIL en comparacién
con tener un epitelio normal (OR = 8.13; IC 95% = 1.21-83.03).

La prevalencia de coilocitosis no varié significativamente entre regiones
(Chi-sq = 6.74; df = 3; p=0.08; Fig. 9A), pero si lo hizo segun la ubicacion de las
colonias dentro de la zona perturbada o no (Chi-sq = 6.81, gl = 1, p = 0.009;
Fig. 9B). Es asi que los lobos marinos de esas colonias tenian casi 10 veces
mas riesgo de tener coilocitos (OR = 9.82; IC 95 % = 1.92 — 83.49). La
prevalencia de células binucleadas varié entre las regiones ecoldgicas (Chi-sq
= 10.03; df = 3; p = 0.02; Fig. 9C), siendo mas baja en las regiones Sur
(22.22%) y Grandes lIslas (18.18%), y mas alta en la regién norte (80%). De
manera similar, hubo diferencias en la prevalencia de células binucleadas
segun la posicion de las colonias dentro de la zona perturbada o no (Chi-sq =
11.29, gl = 1, p=7.8 x 10™; Fig. 9D), con lobos marinos de aquellas colonias
teniendo mas de 13 veces el riesgo de tener células binucleadas (OR = 13.34;
IC 95% = 3.04 — 75.39).
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Figura 8. Diferencias espaciales en la prevalencia de OtHV-1 y los diagndsticos

epiteliales cervicales de lobos marinos de California hembras adultas. A) OtHV-

1 entre regiones ecoldgicas. B) OtHV-1 segun la ubicacién de las colonias en la

zona perturbada o en la zona menos perturbada. C) ASC, LSIL y N entre

regiones ecoldgicas. D) ASC, LSIL y N segun la ubicacién de sus colonias.
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Figura 9. Diferencias espaciales en la prevalencia de tipos celulares anormales
en el epitelio cervical de lobos marinos de California hembras adultas. A)
Coilocitosis entre regiones ecoldgicas. B) La coilocitosis segun la ubicacién de
sus colonias en la zona perturbada o en la menos perturbada. C) Prevalencia
de células binucleadas entre regiones ecoldgicas. D) La prevalencia de células

binucleadas segun la ubicacion de las colonias.

La infeccién por OtHV-1 fue predicha por la region ecoldgica (p=0.024),
5'3C y el nivel tréfico no tuvieron valor predictivo para la infeccién por si solos
(p>0.05 para cada término), pero muestran una interaccion significativa

(p=0.017). La ubicacion de la colonia predijo la infeccion por OtHV-1 (p =
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0.004), una vez mas sin efecto de 5'°C ni del nivel tréfico (p>0.05 para cada
término) y sin interaccién bidireccional significativa entre los términos.

La presencia de células binucleadas se predijo por regién ecolégica
(p=0.002) y ubicacion de la colonia (p=3.07x10"°), sin efecto de &'>C ni del
nivel trofico (p>0.05 para cada término) y sin interacciones significativas. La
presencia de coilocitos fue predicha por la regidén ecolégica de las colonias de
lobos marinos (p=0.021) sin efecto de &'°C ni del nivel tréfico por si solos
(p>0.05 para cada término) pero si una interaccion significativa entre nivel
trofico y region (p = 0.002). Respecto a la ubicacién de la colonia, esta predijo
la presencia de coilocitos (p = 0.002) sin efecto individual ni de interaccién

entre el nivel tréfico y el 3'°C.

5.4. Discusion

El uso de diversas herramientas para determinar las redes troficas en un
ecosistema nos permite tener una perspectiva mas amplia de la dinamica que
ocurre entre los organismos. En este capitulo se determind como, por medio
del analisis de isétopos estables del pelaje de hembras de lobo marino de
California, se pueden obtener resultados que dan claves acerca del impacto del
alimento para el potencial desarrollo de una patologia determinada. Aunque
este tipo de analisis no permite determinar las presas a nivel de especie, se
generaron interrogantes que justifican evaluar si esa es la clave para el
desarrollo del carcinoma que padecen estos organismos.

La ausencia de diferencias significativas para el valor de 5'*C indica que
la transformacion epitelial no estd asociada a la zona (costera-pelagica) donde
se encuentren alimentando las hembras de lobo marino de California entre las
distintas regiones y zonas alrededor de las loberas. Aun asi, fue posible
observar una tendencia en la zona sur, donde los animales buscan salir hacia
zonas mas pelagicas (alejadas de la costa) para buscar alimento. Esto coincide
con lo observado por Cruz-Vallejo (2024) en un estudio de sefales isotopicas
en lobos marinos de Los Islotes a lo largo de varios afos. Por otra parte, al
analizar el nivel trofico se encontraron diferencias estadisticas, especificamente
al asociar la region de muestreo y el grado de transformacién del epitelio

cervical. En el ecosistema del Golfo de California los valores bajos de nivel
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tréfico se relacionan al consumo de peces pelagicos menores, tales como
sardina del Pacifico (Sardinops sagax) o anchoveta nortefia (Engraulis mordax)
(Garcia-Rodriguez y Aurioles Gamboa, 2004), los cuales contienen niveles de
grasa y nutrientes mas altos en comparacién con otras presas de niveles
troficos superiores (McClatchie et al., 2016). Con los resultados obtenidos en
este capitulo se podria evidenciar que el consumo de alimentos con alta
calidad de nutrientes favorece un nulo proceso de transformacion celular. Esto
se manifiesta, principalmente, en las regiones norte y la regidén de las grandes
islas donde la presencia de estas especies es mayor a diferencia de la zona sur
(Garcia-Rodriguez y Aurioles Gamboa, 2004; Szteren et al., 2006). Con base
en esto, se esperaria que estas zonas, donde se ha reportado la presencia de
especies de alto valor nutricional, presentaran LSIL muy bajos o nulos pero
esta situacion no se observd. Esto apunta a que existen otros factores
involucrados en la transformacion celular premaligna. Cabe mencionar que, si
bien estas presas con alto valor nutricional han sido mencionadas para esas
regiones, también se maneja una reduccién en la disponibilidad de este
recurso, explicando tentativamente las tendencias poblacionales negativas de
esas colonias (Szteren et al., 2006; Adame et al., 2020).

Es importante resaltar que el Golfo de California ha presentado un
aumento en la temperatura superficial en los ultimos 20 afios (1991-2019;
Adame et al., 2020), situacion que altera la presencia y desarrollo de todas las
especies. El impacto, aunque desigual entre las distintas zonas, afecta desde
las bases troficas, como la concentracion de clorofila (Escalante et al., 2013),
hasta los grandes depredadores, no siendo excepcion el lobo marino,
mostrando una reduccion en la mayoria de sus loberas (Adame et al., 2020).
Hay que destacar que el ultimo estudio de las presas de Zalophus californianus
en esta zona tiene mas de diez afos, tiempo en el que hay reporte de
disminucién de presas como la sardina (Nevarez-Martinez et al., 2001; Giron-
Nava et al., 2021) presionando a los organismos a modificar su dieta (Szteren
et al., 2006). Para este estudio seria un factor primordial conocer como han

cambiado las presas en las diferentes regiones del Golfo, ya que como se
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menciond, con los datos arrojados se puede elucidar que cambios a nivel de
especie podrian tener algun impacto en el desarrollo de algunas enfermedades.

Los niveles troficos a los que se alimentaban las hembras de este estudio
coinciden con los reportados previamente (Garcia-Rodriguez y Aurioles
Gamboa, 2004; Rosas-Hernandez et al., 2018), mostrando que los individuos
siguen alimentandose de especies similares, pero no implicando la misma
calidad de nutrientes. Como ya se mencion6 anteriormente, en los ultimos afios
la mayoria de los estudios se han enfocado en el estado demografico de las
colonias, las cuales solo muestran crecimiento en Los Islotes (colonia de la cual
se analizaron los datos en este estudio) de la zona sur. Se puede especular
que un punto clave es la alta diversificacion de la dieta (Szteren y Aurioles-
Gamboa 2011), lo cual podria ser cierto si se compara con una diversidad baja
o0 media en la dieta de las demas zonas y el consiguiente decremento
poblacional de las loberas. Un ejemplo de esto se presentd en la investigacion
de Merrick et al. (1997) donde el lobo marino de Steller presentd decline
poblacional en las zonas con una diversidad de dieta baja. Con esto se podria
hipotetizar que las loberas del sur, al estar en la boca del Golfo y en una
ambientede constante cambio, se han adaptado y han sido capaces de buscar
el alimento que satisfaga sus necesidades en comparacion con otras zonas,
donde al comenzar a experimentar estos cambios (disponibilidad de presa y de
ambiente), no han sido todavia eficaces en su respuesta.

Otro punto importante en la transformacion celular, y donde también se ve
involucrado el nivel tréfico, es la bioacumulacion de contaminantes. Estudios
realizados en diferentes zonas y especies marinas han mostrado que conforme
se pasa de un nivel trofico bajo a uno mas alto hay una mayor acumulacion de
contaminantes (Hoekstra et al., 2003; Borga et al., 2004; Choy et al., 2010;
Alava y Gobas, 2012). Especies como el lobo marino de las Galapagos,
Zalophus wollebaecki, o la foca comun, Phoca vitulina, han mostrado
bioacumulacién de contaminantes organicos persistentes e intorganicos en los
ecosistemas donde han sido evaluados (Ruus et al., 2002; Alava y Gobas,
2012), mostrando no solo que la acumulacion y el dafio depende de la fisiologia

del organismo sino que también se puede observar a través de las crias de
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estos organismos, donde la transferencia aumenta al ser estas alimentadas por
sus madres. Este fendmeno también se observé previamente en crias de lobo
marino de California, donde a mayor edad de la cria mayor capa de grasa y
mayor concentracion de contaminantes, derivado del consumo de leche
materna (Greig et al., 2007). Esta concentraciéon de contaminantes acumulada
en organismos tope, como el lobo marino de California, seria clave para
favorecer la transformacion celular pudiendo llegar hasta el nivel de una
displasia celular (Pefiin et al., 2019). Esta situacion es ampliamente conocida
sobretodo en las poblaciones de California donde los organismos presentan
hasta dos ordenes de magnitud mayor en la acumulacion de contaminantes
que en el Golfo de California (Del Toro et al., 2006); y que altas
concentraciones de estos contaminantes suelen asociarse, a su vez, a mayores
indices de mortalidad y desarrollo de carcinoma urogenital (Ylitalo et al., 2005).
Altas concentraciones de contaminantes tipo PCB’s y DDT’'s aumentan la
probabilidad de infeccion con virus con potencial oncogénico y comprometen la
funcién de células inmunes oncovigilantes, como las T y las asesinas naturales
(natural killer) (Pefin et al., 2019). Por otra parte, este fendmeno podria ayudar
a entender porque al analizar las zonas de disturbio con las que no lo tienen
hay mayor probabilidad de transformacion celular premaligna en las primeras.
Incluso se ha observado que existe una relacion significativa de la presencia de
virus oncogénicos con niveles de contaminacién altos derivando en el
desarrollo del cancer (Pefiin et al., 2019; Gulland et al., 2020).

Retomando el analisis del estado epitelial de transformacion de acuerdo
con la regién ecoldgica de los animales, se encontrd un patron de sur a norte
con el mayor registro de LSIL en esta ultima. Hay que sefialar que esta region
del Golfo (Norte) presenta una perturbaciéon muy fuerte sobretodo en cuanto a
la sobreexplotacion de la pesca y el cambio en la cantidad de aporte de agua,
lo que modifica las caracteristicas fisicas y quimicas de la zona con impacto
amplio, desde la base de la cadena tréfica y por consiguiente el resto de los
niveles (Lluch-Cota 2004; Wilkinson et al., 2009; Brusca et al., 2017). Ya se ha
mencionado que estos cambios repentinos podrian modificar la calidad de vida

de los lobos marinos de California (Adame et al., 2020). Por otra parte, al
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analizar los resultados con base en la distribucion de las loberas en zona con o
sin disturbio, lo observado puede deberse a que las zonas con disturbio estan
asociados a la parte oriental del Golfo (estados de Sonora y Sinaloa) que
presenta actividad ganadera, agricola y ciudades densamente pobladas asi
como altos niveles de turismo (Paez-Osuna et al., 2016, 2019; Vargas-
Gonzaélez et al., 2017), incluso se podria hablar de caracteristicas naturales de
la zona, como ventilas hidrotermales, que aumentan el riesgo de algunos
contaminantes (Paez-Osuna et al., 2016). Todos los desechos asociados a
estas actividades indudablemente terminan en el mar, lo que impacta la salud
de los organismos ya sea por medio de los alimentos o solo al interactuar en
este medio ambiente, tal como se muestra en organismos tope de la cadena o
en aquellos de habitos bentdnicos volviéndose propensos a ciertas
enfermedades (Hoekstra et al., 2003; Borga et al., 2004; McAloose y Newton,
2009; Choy et al., 2010; Alava y Gobas, 2012; Pancaldi, 2020). Esta situacién
seria similar a la que padecen los organismos en California registrando un
numero importante de animales con el cancer urogenital (Del Toro et al., 2006;
Buckles et al., 2007; Nifio-Torres et al., 2008; Deming et al., 2018).

Hay que recordar que se consideran, hasta ahora, tres factores
fundamentales para el desarrollo de este tipo de cancer: el genético, los
contaminantes y la presencia del virus OtHV-1 (Browning et al., 2015). Es
importante aclarar que la presencia de este virus no implica el desarrollo de
cancer, ya que son comunes las infecciones del tracto genital con OtHV-1 en
crias, y también se han reportado crias con epitelios genitales con
pretransformacién (Barragan-Vargas et al., 2016). Este virus seria una pieza
mas en el rompecabezas para tratar de comprender la patologia, y en el caso
del Golfo de California al encontrar diferencias significativas tanto para las
regiones como para las zonas con y sin disturbio, quedo claro que la presencia
de OtHV-1 no parecié jugar un papel en la transformacion celular. En el caso
de las zonas con disturbio todos los organismos tienen el virus, pero no todos
presentan transformacion celular genital. Con base en lo encontrado se podria
especular que, como ya se ha mencionado en otros trabajos (Mori et al., 2006;

Browning et al., 2015; Pedin et al., 2019), la interaccion con contaminantes
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impacta el sistema inmune facilitando la presencia de estos virus los cuales,
bajo la presencia de otros factores, podrian favorecer la transformacion celular
al “confundir’ al sistema inmune con su presencia. Hay que considerar que la
infeccion por region estuvo influenciada por el nivel trofico, donde se puede
mencionar la bioacumulacién como un factor preponderante, y el valor de 5"C,
aqui la acumulacién de contaminantes podria ser mayor en zonas costeras que
en zonas mar adentro o viceversa.

Los coilocitos son células que se encuentran frecuentemente en las
muestras infectadas por el virus del papiloma humano (Salvia et al., 2004), y
pareciera asociarse a la presencia de lesiones pre-malignas o malignas (Rios-
Yuil, 2012). Sin embargo, su presencia no siempre es prueba confirmatoria de
que este o0 no el virus de papiloma humano (Salvia et al., 2004; Capdeville-
Garcia et al., 2009). Sin embargo, en este estudio se detectd la presencia de
papilomavirus del lobo marino, y conociendo la naturaleza del virus, se
esperaria que al menos en algunos animales infectados, los coilocitos fueran
un indicador efectivo de su presencia. Ademas, de acuerdo con lo que se
conoce de OtHV-1 (Lipscomb et al., 2000; King et al., 2002), se podria suponer
que se opera bajo el mismo principio para los lobos marinos, es decir, que
algunos organismos presentan alteraciones celulares a pesar de no haber sido
detectado material genético del virus, como en la zona con disturbio, mientras
que en otras, como la de no disturbio, la mayoria no presenta alteraciones
celulares siendo que hay una prevalencia alta de estos virus en el epitelio
genital de los animales Con base en los resultados obtenidos, surge la
pregunta de como se genera este tipo de células sin la presencia del virus e
incluso como algunos individuos con bajo conteo de coilocitos presentan una
alta transformacion celular. Podria ser que otros factores, como el nivel tréfico
(que explicaria diferencias en la bioacumulacion de contaminantes y en la
calidad de nutrientes) y el 5°C (que explicaria diferencias en los patrones de
alimentacién cercanos o lejanos a la costa) este jugando un papel que no ha
sido explorado y que podrian dar una pista mas sobre el desarrollo de la

enfermedad.
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También se ha asociado la presencia del virus de papiloma humano a las
células binucleadas (Salvia et al., 2004). Al igual que los coilocitos, su
presencia 0 ausencia no es signo exacto de una infeccion o no (Salvia et al.,
2004). Estas células se han encontrado frecuentemente en varios tipos de
cancer por lo que se pueden considerar como indicador de procesos
neoplasicos (Kovacs et al., 1988; Papaparaskeva et al., 2000; Shi y King, 2005;
Harrison Pitner y Saavedra, 2013). Las causas a nivel celular son varias (Shi y
King, 2005) pero lo que favorezca estos procesos a nivel organismo todavia no
esta claro. Lo encontrado en este capitulo muestra que las areas con
perturbacién como el oriente del Golfo de Californias o la region norte facilitan
el desarrollo de este tipo de anormalidades celulares que, a su vez, pueden
influir en el estado del epitelio cervical de las hembras adultas de lobo marino

de California.

64



6. EVALUACION HEMATOLOGICA DEL ESTADO NUTRICIONAL Y SU
RELACION CON EL ESTADO DE TRANSFORMACION EPITELIAL
GENITAL

6.1. Introduccion

El estado nutricional de un organismo es un factor determinante para
comprender su estado general de salud (Gimeno, 2003; Suverza, 2010). Este
concepto se puede definir como la proporcion adecuada entre los nutrientes
ingeridos, procesados y absorbidos contra el gasto energético necesario para
realizar todos los procesos fisiolégicos y bioldgicos importantes de un
organismo. Cualquier alteracion en esta proporcion derivara en un consumo
excesivo de nutrientes, exceso de tejido adiposo o sobrepeso, o en la falta de
nutrientes fundamentales para la buena salud, desnutricién (Gimeno, 2003;
Farré, 2005; FAO, 2007; Suverza, 2010). El proceso de determinacién del
estado nutricional consiste en una serie de analisis del estado fisico del
individuo (talla, peso e indice de masa corporal), de la alimentacién y pruebas
bioquimicas; todos estos elementos ayudaran a determinar el estado nutricional
de un organismo (Farré, 2005; Suverza, 2010). Desafortunadamante, en el
caso de algunos animales silvestres es dificil realizar analisis tan exhaustivos vy,
sobre todo, tener un seguimiento. En la mayoria de los casos solo se cuenta
con una oportunidad de muestreo lo que lleva a buscar métodos mas eficientes

donde se obtengan la mayor cantidad de informacién con una sola muestra.

Los indicadores bioquimicos puede ser claves, ya que permiten detectar
deficiencias nutricias incluso antes de que haya signos fisicos de algun
padecimiento (Guerra Montemayor, 2010). A la fecha, se han realizado pocos
intentos de determinar el estado nutricional del lobo marino de California en
vida libre. Estudios realizados en organismos de vida libre, varados y en
cautiverio midieron indicadores bioquimicos de forma simultanea (Roletto,
1993; Williams, 2013), pero no se ha investigado la relacion de estos

parametros con aspectos de salud, como la transformacion epitelial genital. Es
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relevante estudiar esta relacién, ya que el cancer es un padecimiento
multifactorial (Cooper, 2000; Instituto Nacional de Cancer, 2015; World Cancer
Research Fund/ American Institute for Cancer Research, 2018), que puede
estar influenciado por el estado nutricional de los individuos, que impacta a su
vez en el funcionamiento de efectores inmunes claves para la oncovigilancia,
como los linfocitos NK y los linfocitos citotéxicos (Nova et al., 2002; Segurola
Gurrutxaga et al., 2016; Zitvogel et al., 2017). Por otro lado, los indicadores
nutricios sanguineos pueden reflejar diferencias en las dietas e, indirectamente,
diferencias en la exposicién a contaminantes debido a la cercania de las zonas
de alimentacién con zonas de disturbio antrépico (ver Capitulo 4).

Uno de los indicadores bioquimicos mas importantes para evaluar
aspectos de salud son las proteinas en el organismo. La estimacion de
proteinas totales, que se divide en somaticas y viscerales, siendo las primeras
conocidas como masa muscular (Guerra Montemayor, 2010). Estas estan
relacionadas metabdlicamente con el consumo de aminoacidos, energia y
nitrégeno y su evaluacién se puede realizar mediante la medicion de creatinina
en orina o la excrecion urinaria de 3-metil histidina (Farré, 2005; Gibson, 2005;
Keller, 2019). En el caso de las proteinas viscerales, las cuales son aquellas
que se encuentran en 6rganos como higado, rinones, pancreas y corazon, asi
como en los eritrocitos, linfocitos, granulocitos y proteinas del suero sanguineo,
su evaluacidon se realiza con muestras sanguineas donde una menor
concentracion se relaciona con una menor capacidad de sintesis en el higado,
ya sea por disminucion del consumo de aminoacidos o por incapacidad del
organo. Estos marcadores permiten estimar el estado nutricio a corto, mediano
y largo plazo (Farré, 2005; Gibson, 2005; Lee y Nieman, 2007; Guerra
Montemayor, 2010; Keller, 2019).

Dentro de los indicadores bioquimicos de las proteinas viscerales se
encuentran la albumina, la transferrina, la prealbumina y la proteina
transportadora de retinol (Farré, 2005; Gibson, 2005; Lee y Nieman, 2007,
Guerra Montemayor, 2010; Keller, 2019). La albumina ha sido utilizada, para
los seres humanos, como un indice de aumento en la mortalidad, alimentacién

deficiente y respuesta inflamatoria créonica (Don y Kaysen, 2004; Farré, 2005;
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Guerra Montemayor, 2010; Keller, 2019). Se trata de wuna proteina
transportadora y reguladora que impide la salida de liquido en los vasos
sanguineos (Farré, 2005; Guerra Montemayor, 2010; Keller, 2019). Estos
indicadores se relacionan de manera inversamente proporcional con
marcadores relacionados a la inflamacién como citocinas y la proteina reactiva-
C, ya que el proceso inflamatorio impacta en la sintesis de estas proteinas
(Mahan y Escott-stump, 2004).

Los lipidos también son de gran importancia para la salud al ser
moléculas fundamentales para la vida y componentes de diferentes sistemas
biolégicos (Maldonado Saavedra et al., 2012; McKee y McKee, 2014).
Funcionan como almacén de energia, estabilizador en las membranas
celulares e incluso como hormonas, factores de crecimiento, pigmentos;
también como precursores de la vitamina D y acidos biliares (Maldonado
Saavedra et al., 2012; McKee y McKee, 2014; Ibarretxe y Masana, 2021).

Otros parametros, como la concentracion de vitaminas y minerales
inorganicos, también se ven alterados al tener una alimentacion deficiente
(Guerra Montemayor, 2010). Por eso son importantes evaluadores del estado
nutricional, ademas de impactar en el funcionamiento 6ptimo de sistemas
biolégicos como el inmune (Gibson, 2005; Lee y Nieman, 2007).

Hasta ahora la importancia de una nutricion deficiente y el consiguiente
mal funcionamiento del sistema inmune ha estado poco valorada (Nova et al.,
2002). Dicho sistema necesita de varios elementos para poder funcionar de
forma exitosa. Uno de estos es el suministro de nutrientes, tanto en cantidad
como en calidad. Actualmente se habla de una nutricion que no solo provea al
cuerpo de alimentos para cumplir sus funciones metabdlicas, sino que ademas
influya en el sistema inmune, adoptando el término inmunonutricion (Segurola
Gurrutxaga et al., 2016). De esto depende que no exista un desequilibrio en el
sistema y que los mecanismos para mantener libre de patdégenos al organismo
se encuentren funcionando de forma eficiente. Es por esto que se ha
considerado la importancia de la inmunovigilancia en enfermedades como el
cancer (Nova et al.,, 2002; Segurola Gurrutxaga et al., 2016; Zitvogel et al.,
2017).

67



Tanto en seres humanos como en animales de laboratorio, las
deficiencias de vitaminas como la A, E, C, D y el complejo B; asi como algunos
minerales (hierro, zinc, cobre y selenio) y acidos grasos (equlibrio omega
6/omega 3) disminuyen la respuesta del sistema inmune, contribuyendo a la
vulnerabilidad de enfrentar infecciones virales o bacterianas con potencial
oncogeénico, y directamente afectando a las células de vigilancia oncogénica
(Nova et al., 2002; Villegas Valverde y Faxas Garcia, 2014). Algunos minerales,
como el zinc, el selenio y el cobre, tienen un papel importante en la
proliferacion de células tipo B y junto con las vitaminas ayudan a un
funcionamiento éptimo del sistema inmune (Failla y Hopkins 1998; Powell,
2000; Calder y Kew, 2002; Arthur et al., 2003; Segurola Gurrutxaga et al.,
2016).

Un mineral de gran importancia es el hierro, que esta involucrado varias
funciones biolégicas (Boccio et al., 2003; Sermini et al., 2017). Este mineral es
obtenido por medio de los alimentos ya sean de tipo heminico o no heminico, y
su déficit disminuye la secrecion de citocinas y al aumento en los radicales
libres, lo que inciden en el estrés oxidativo; por otra parte, su
hipersuplementacion se ha asociado a la disminucion de algunos componentes
del sistema inmune (Boccio et al., 2003). Una de las proteinas ligadas a este
mineral es la ferritina, la cual guarda hierro dentro de la célula siendo el gran
almacén el higado (Boccio et al., 2003; Sermini et al., 2017). Tanto el hierro
como la ferritina han sido identificadas como marcadores de inflamacion,
aunque se ha asociado mas a inflamacion aguda (Sermini et al., 2017).

Productos finales del metabolismo, como la bilirrubina también nos dan
claves del estado general de salud del organismo. La bilirrubina se produce en
el sistema reticuloendotelial como producto de la hemdlisis, siendo el punto
final del catabolismo de los eritrocitos y es expulsada por el higado a través de
la bilis (Carvajal, 2019; Guerra-Ruiz et al., 2021). Este producto de desecho
puede funcionar como indicador de algunos padecimientos. Dentro de los mas
importantes esta la salud hepatica, ya que aunque debe de haber cierta

cantidad de bilirrubina en sangre (considerada hasta con funcién protectora;
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Nascimento et al.,, 2015), su aumento podria indicar problemas de salud
importantes.

La obtencion y almacenamiento de energia es un parametro fundamental
para un estado de salud 6ptimo. Uno de los carbohidratos por excelencia, que
es la principal fuente de combustible para la vida, es la glucosa (Fischbach y
Dunning lll, 2009). Este carbohidato simple se obtiene a través de la digestidn
o de la conversion de glucégeno por medio de la glucdlisis en el higado
(Fischbach y Dunning lll, 2009).

Para que la glucosa sea procesada se requiere de una serie de
reacciones quimicas llamadas glucdlisis donde a través de cada reaccion se
obtendra energia para el funcionamiento celular, produciendo también
metabolitos como el piruvato, siendo este el final de la reaccion (Fischbach y
Dunning Ill, 2009; Bender y Mayes, 2018). El piruvato cobra importancia en
otros mecanismos como la respiracion de tipo anaerobia donde se obtendra
como metabolito final el lactato, siendo necesaria la participacién de la enzima
deshidrogenasa lactica (LDH) (Bender y Mayes, 2018; Farhana y Lappin,
2023).

La LDH se encuentra en todos los tejidos de plantas y animales, ya que
se ha conservado a lo largo de la evolucion, y presenta cinco isoformas,
producidas en diferentes cantidades dependiendo del érgano donde se ubiquen
(Matus-Ortega et al., 2020; Farhana y Lappin, 2023). Considerada como una
enzima intracelular, se ha encontrado que los niveles mas altos de LDH estan
en organos como el rifion, el musculo esquelético, el corazén, los pulmones, el
cerebro y el higado (Fischbach y Dunning Ill, 2009; Farhana y Lappin, 2023).
Hasta ahora se considera un marcador de dano celular, a pesar de que su
incremento no permite indicar la localizacién exacta de este dafio (Matus-
Ortega et al., 2020; Farhana y Lappin, 2023). Cabe resaltar, como ya se
menciond, este se consideraba un mecanismo solo para reacciones
anaerobias, pero en ultimos afios se ha descubierto que hay otras funciones
fisiolégicas donde podria estar interactuando esta reaccion energética (Matus-
Ortega et al., 2020).
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En el caso del cancer se le ha vinculado por la demanda de lactato que
requieren las células cancerosas favoreciendo la angiogénesis y
vascularizacion del tumor inicial, desarollando posteriormente la mestastasis
(Matus-Ortega et al., 2020). Incluso algunos tumores modifican su actividad
metabdlica de fosforilacion oxidativa a una de tipo glucolitica anaerobia (Shaw,
2006).

Con lo establecido anteriormente se puede afirmar que el estado
nutricional de un organismo es fundamental para la supervivencia 6ptima de un
organismo. Por lo cual, el desarrollo o no de una enfermedad se relaciona
intimamente con los recursos nutricios de un individuo. Es asi que en este
capitulo se investigd, a través del uso de indicadores bioquimicos clave, la
relacion entre estos y el grado de transformacion epitelial genital de las

hembras adultas de lobo marino de California.

6.2. Métodos

En la seccion 2.5 pueden leerse detalles sobre la zona de muestreo, las

técnicas de captura y la colecta y procesamiento de las muestras.

6.2.1. Procesamiento y resguardo de las muestras en campo

Las muestras de sangre fueron centrifugadas en una centrifuga clinica (Clay
Adams compact Il, Daigger Scientific, USA), por 10 min. a una velocidad fija de
3200 rpm dentro de las tres primeras horas de haber sido colectadas. Por
medio de una pipeta Pasteur estéril se obtuvo el plasma y el suero de cada
tubo, y las muestras fueron resguardadas inmediatamente después de su
separaciéon en tubos criogénicos y conservadas en nitrogeno liquido hasta su

procesamiento en el laboratorio.

6.2.2. Analisis de las muestras

6.2.2.1. Diagnéstico del estado del epitelio genital
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El diagndstico del estado epitelial de las muestras se realizé como se indica en

la seccion 2.5.4. del Capitulo 2.

6.2.2.2. Evaluacioén del estado nutricional

Se cuantificaron once indicadores nutricionales sanguineos. Especificamente,
para conocer la concentracion de proteinas viscerales, se cuantificé la
albumina (Guerra Montemayor, 2010; Keller, 2019), la cual esta relacionada
con estados inflamatorios cronicos (Don y Kaysen, 2004; Nakajima et al.,
2014).

Para conocer el estado general de salud y el funcionamiento renal y
hepatico, se cuantificd colesterol, triglicéridos, glucosa, creatinina, LDH,
ferritina, proteinas totales y bilirrubina total (Guerra Montemayor, 2010).
También se determind la concentracion de hierro y zinc como minerales
relacionados con el 6ptimo funcionamiento del sistema inmune (Guerra
Montemayor, 2010; Keller, 2019).

Se utilizaron 450 pl de suero de cada individuo para cuantificar zinc y
ferritina, y 400 ul de plasma para cuantificar los nueve marcadores restantes.
Los analisis fueron realizados por la M. en C. Mariela Camacho Barrén, técnica
del Laboratorio de Nutricion Humana de la Facultad de Ciencias Naturales,
UAQ. Se aplicéd el protocolo desarrollado para muestras humanas, ya que al
revisar algunos reportes anteriores los valores de estos elementos en el lobo
marino de California estaban dentro del rango para el ser humano (Roletto,
1993; Burns et al., 2004; Song et al., 2009).

Se utilizaron kits comerciales de la marca SPINREACT, realizando el
analisis de acuerdo con las indicaciones del fabricante. Las cuantificiones se
realizaron mediante espectrofotometria en el equipo Spin 120 (SPINREACT):
> Glucosa, kit 41013
Albumina, kit 1001020
Hierro Ferrozine, kit 1001247
LDH, kit 41222
Proteinas Séricas Totales, kit 1001291
Colesterol, kit 41021

YV V V VYV V
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> Triglicéridos, kit 41033
> Bilirrubina Total, kit 1001046
> Creatinina, kit 1001113

Se utilizaron reactivos tanto para el control de calidad como para la
calibracion. Estos reactivos fueron: Spintrol H Calibrador 1002012, Spintrol H
Normal 1002120 y Spintrol H Patolégico 1002210.

Para los ultimos dos analisis se utilizaron distintas técnicas. Para la
ferritina se realiz6 un ELISA marca Abcam (kit ab108837), siguiendo las
instrucciones de la casa comercial y utilizando el equipo Multiskan Ascent
(Thermo Electron Corporation) para las lecturas correspondientes. Finalmente,
la cuantificacion de zinc se realizd6 mediante Espectrometria de Absorcion
Atdmica en el equipo Analyst 700, Atomica Absorption Spectometer (Perkin
Elmer). Se us6 como calibrador 1000 mg/l de N9300178 marca Perkin Elmer,
suero de control de calidad marca Randox, suero control nivel 2 HN1530 vy

suero control nivel 3 HE1532.

6.2.3. Analisis estadisticos

Se obtuvieron los promedios e intervalos de confianza de los marcadores
evaluados de acuerdo con el estado epitelial de transformacion, la region
ecologica y por estar o no en una zona de disturbio. Posteriormente, se
identificaron los tipos de distribucidn que tenian los datos (normal, logaritmica o
beta), eligiendo el método de Shapiro y el paquete fitdistrplus en R para
comparar las distribuciones propuestas.

Cuando los datos eran normales no hubo necesidad de realizar ninguna
modificacion, mientras que cuando eran de tipo logaritmico se transformaron
con su logaritmo y asi fueron incluidos en los modelos, y cuando tuvieron una
distribucion tipo beta, fueron divididos entre el valor mas alto para tener datos
que estuvieran entre 0 y 1 y asi utilizar una familia quasibinomial para los
modelos. Se construyeron modelos lineales generalizados para desafiar las
siguientes hipotesis:

i) Los marcadores nutricionales varian de acuerdo con el estado de
transformacién del epitelio y la region ecoldgica de las hembras adultas de lobo
marino de California,
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ii) El valor de los marcadores varia entre nivel tréfico y valor de 5'°C como
indicador de uso de habitat,

iii) Los marcadores nutricios varian de acuerdo con el nivel de disturbio en
el que se encuentran las colonias.

Por otra parte, se evalué si las concentraciones de los indicadores
nutricios eran influenciadas por la presencia de cambios epiteliales. Para esto,
se utilizé una prueba T de student. También se aplicé este método para evaluar
el impacto de la presencia de Papillomavirus y de OtHV-1. Finalmente se
evalu6 el impacto de la presencia de células binucleadas o coilocitos en las
concentraciones de indicadores nutricios por medio de una prueba de Fisher

exacta.

6.3. Resultados

La distribucion de muestras colectadas en cada colonia reproductiva se
encuentra en el Cuadro 9, obteniéndose un total de 43 muestras. Este numero
de muestras varid, ya que no se pudieron obtener muestras de sangre y de

epitelio de todas las hembras capturadas.
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Cuadro 9. Relacion de las colonias reproductivas del Golfo de California,
México, incluidas en el estudio, y numero de muestras de hembras adultas de

Zalophus californianus capturadas en 2016.

Sitio de muestreo N° de muestras

Rocas Consag
San Jorge
Isla Lobos
Isla Granito

Los Cantiles
Los Machos
El Partido
El Rasito
San Esteban
San Pedro Martir

San Pedro

- W W W WO WwWw W s oo N

Nolasco

Los islotes 3

6.3.1. Diagnéstico del estado del epitelio genital
El estado epitelial de las hembras se puede observar en la seccion 4.3.1. del
Capitulo 4.

6.3.2. Evaluacién hematdlogica del estado nutricional

De las 43 muestras iniciales, fue posible diagnosticar el epitelio genital
correctamente en 40 muestras, pero al relacionarlas con las muestras
sanguineas quedaron un total de 37 muestras. Estas se distribuyen por region

ecolégica (Cuadro 10).
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Cuadro 10. Distribucion final por region de las muestras con informacion de

marcadores sanguineos y de diagndstico epitelial exitoso.

Region N° de muestras
Region Norte 14
Region Grandes Islas 11

Regién Central

Regién Sur

No se encontré evidencia de que los marcadores nutricios variaran de
acuerdo con el estado epitelial (para cada parametro, p>0.05; Cuadro 11). En
cuanto a las variaciones entre regiones ecologicas (ver Cuadro 12), el
colesterol (GLM; F333=3.66,p=0.026), la creatinina (GLM; F333=2.08,p=0.035) y
los triglicéridos (GLM; F332,=4.69,p=0.026) variaron significativamente (ver
Cuadro 12). Especificamente, el colesterol (Fig. 10A), presento los valores mas
altos en la region sur y en la central, mientras que en la region de Grandes
Islas el intervalo fue el mas amplio y la region norte tuvo los valores mas bajos.
Todas las regiones presentaron valores mas bajos de colesterol que los
reportados en otros trabajos del Pacifico estadounidense. La creatinina tuvo
valores mas altos a los reportados (Fig. 10B), y fueron mayores en las regiones
central y de las Grandes Islas, disminuyendo en la norte y siendo la mas baja
en la sur. Los triglicéridos (Fig. 10D) presentaron los valores mas bajos en la
region de Grandes lIslas, seguido por la norte, después la central y por ultimo
en la sur, mientras que los valores reportados estuvieron dentro del mismo
rango de los encontrados en este estudio. Finalmente, se observé una relacion
marginalmente significativa con la ferritina (GLM; Chisqs30=6.92,p=0.074),
donde los valores mas altos se encontraron en la regién sur (Fig. 10C). Para
este parametro no se conté con valores de referencia para la especie.

Finalmente, al analizar los parametros de acuerdo con del disturbio
(colonias en zonas con disturbio vs. colonias en zonas sin disturbio), no se

encontré evidencia de que ningun marcador nutricio variara entre los animales
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cuyas colonias se encuentran en una zona con disturbio o en una sin disturbio

(p>0.05 en todos los modelos; Cuadro 12).
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Cuadro 11. Parametros nutricios analizados en la sangre de hembras adultas

de lobo marino de California de acuerdo con el diagndstico del epitelio genital.

Se muestra el promedio e intervalos de confianza (95%) para cada parametro.

Estado epitelial LSIL ASC N
Ferritina (ng/ml) 9.87 16.84 28.51

(3.6-16.2) (5.3-28.4) (12.1-45)
Albumina (g/dl) 3.4 3.31 3.37

(3.2-3.6) (3.1-3.6) (3.3-3.5)
Bilirrubina 0.58 0.53 0.64
(mg/dl) (0.4-0.7) (0.4-0.7) (0.5-0.8)
Creatinina 1.58 1.51 1.5
(mg/dl) (1.4-1.8) (1.3-1.8) (1.4-1.6)
Proteina 8.05 7.81 8.16
Total (g/dl) (7.3-8.8) (6.9-8.7) (7.8-8.5)
Colesterol 128.57 141.57 140.43
(mg/dl) (159.5-97.6) (117.9-165.2) (128.5-152.4)
Triglicéridos 44.38 60.99 41.06
(mg/dl) (33-55.8) (42.3-79.7) (29.3-52.9)
Glucosa (mg/dl) 125.64 142.63 149.6

(95.2-156.1) (125.7-159.5) (130.4-168.8)

Hierro 170.85 189.72 193.83
(ug/dl) (143.3-198.5) (143.8-235.7) (160.6-227.1)
Zinc 0.46 0.39 0.51
(mg/L) (0.3-0.6) (0.3-0.5) (0.5-0.6)
Deshidrogenasa 233.85 299.54 269.16
lactica (172-295.7) (411-188) (219.4-319)
(U/L)
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Cuadro 12. Parametros nutricios analizados en la sangre de hembras adultas de

lobo marino de California de acuerdo con la regién ecolégica de procedencia. Se

muestra el promedio e intervalos de confianza (95%) para cada parametro.

Regién Norte Grandes Central Sur
Islas
Ferritina (ng/ml) 19.28 17.14 14.99 61.48
(4.3-34.3)  (4.8-29.4) (4.4-25.5) (0.8-122.1)
Albumina (g/dl) 3.31 3.46 3.31 3.33
(3.1-3.5) (3.4-3.6) (3.2-3.4) (3.0-3.7)
Bilirrubina 0.6 0.5 0.73 0.51
(mg/dl) (0.5-0.7) (0.4-0.6) (0.5-1.0) (0.2-0.8)
Creatinina 1.46 1.71 1.45 1.16
(mg/dl) (1.3-1.6) (1.6-1.9) (1.3-1.6) (0.9-1.4)
Proteina Total 7.98 8.06 7.74 8.96
(g/dl) (7.3-8.7) (7.6-8.5) (7.0-8.5) (8.4-9.5)
Colesterol 119.51 136.7 169.8 140.5
(mg/dl) (101.1- (120.1- (156-183.6) (123-158)
137.9) 153.3)
Triglicéridos 40.05 41.21 64.7 721
(mg/dl) (30.7-49.4) (31.2-51.3) (40.4-89.0) (9.1-135.1)
Glucosa (mg/dl) 142.32 147.92 152.47 97.3
(122.4- (120.3- (137.8- (89.6-105)
162.3) 175.6) 167.2)
Hierro 176.3 192.09 206.22 170.33
(ug/dl) (137.6-215) (147.9- (164.6- (131.2-209.4)
236.3) 247.8)
Zinc 0.46 0.43 0.48 0.59
(mg/L) (0.4-0.6) (0.3-0.6) (0.4-0.6) (0.4-0.8)
Deshidrogenasa 292.61 290.36 224.33 253.33
lactica (206.4- (222.8- (160.7- (10-496.7)
(U/L) 378.9) 357.9) 287.9)
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Cuadro 13. Parametros nutricios analizados en la sangre de hembras adultas de

lobo marino de California de acuerdo con la zona de disturbio. Se muestra el

promedio e intervalos de confianza (95%) para cada parametro.

Zona Sin disturbio Con disturbio
Ferritina (ng/ml) 25.2 22.4
(13.6-36.7) (5.5-39.3)
Albumina (g/dl) 3.4 3.3
(3.4-3.5) (3.1-3.4)
Bilirrubina 0.6 0.6
(mg/dl) (0.5-0.7) (0.5-0.7)
Creatinina 1.6 1.5
(mg/dl) (1.4-1.7) (1.3-1.6)
Proteina Total 8.3 7.9
(g/dl) (8.0-8.6) (7.2-8.5)
Colesterol 146.6 135.2
(mg/dl) (135.1-158.2) (114.8-155.7)
Triglicéridos 50.2 50.4
(mg/dl) (38.9-61.6) (35.8-65.1)
Glucosa (mg/dl) 143.3 143.3
(127.3-159.3) (127.8 158.9)
Hierro (ug/dl) 204.3 169.4
(177.6-230.9) (143.6-195.2)
Zinc (mg/L) 0.5 0.5
(0.4-0.6) (0.4-0.5)
Deshidrogenasa 285.5 243.7

lactica (U/L)

(226.6-344.5)

(196.5-290.9)
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Figura 10. Variacion de la concentracion de marcadores nutricios entre
regiones ecoldgicas dentro del Golfo de California. A. Colesterol (mg/dl), B.

Creatinina (mg/dl), C. Ferritina (ng/ml) y D. Triglicéridos (mg/dI).

La relacion de los marcadores y el nivel tréfico y 5'°C de las hembras
adultas (ver Capitulo 4) mostré que tanto el colesterol (GLM; Fq40=7.31,
p=0.010) como los triglicéridos (GLM; Chisqq39=7.17,p=0.041) tienen una
relacion inversamente proporcional con respecto al nivel tréfico. A mayor nivel
troéfico, menor fue el valor del marcador y viceversa (Fig. 11); esto se observa
mas claramente en el marcador del colesterol (Fig. 11A) que en los triglicéridos
(Fig. 11B). En cuanto a los valores de 35'°C, se encontré una relacién
marginalmente significativa, también inversa, con Ila ferritina (GLM,;
Chisq 3s=12.20,p=0.071; Fig. 11C) donde los animales con valores de &'°C
indicativos de alimentarse mas alejadas de la costa tenian mayores niveles de
ferritina y las que se alimentaban mas cercano a la costa presentaron un valor
menor. La mayoria de los valores de 5'"°C que mostraron los individuos son de

alimentacién cercana a la costa.
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Figura 11. Grafica de dispersién de la relacién entre la concentracion de
marcadores nutricios (A. Colesterol (mg/dl), B. Triglicéridos (mg/dl) y C.
Ferritina (ng/ml)) con respecto a la posicion trofica (A,B) o a la zona de

alimentacion explotada (53'°C; C) dentro del Golfo de California.

Al analizar si la concentracién de los marcadores nutricios se asociaban
con la presencia o ausencia de lesiones celulares en el epitelio genital, la
ferritina resulté ser un marcador potencial (T= 2.09, gl=31.77, p=0.045; Fig. 12).
Especificamente, los individuos sin lesiones tenian niveles significativamente
mas altos que aquellos con alguna lesién. Igualmente, al analizar los
marcadores nutricios en funcidén de la presencia o ausencia de Papillomavirus y
de OtHV-1, se observd que el colesterol, creatinina y triglicéridos se
relacionaban con el OtHV-1 (Cuadro 14), siendo mayores los niveles de
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triglicéridos (Fig. 13A) y colesterol (Fig. 13B) en animales que tenian el virus

OtHV-1 en el epitelio genital. Esta situacién fue inversa para la creatinina,

donde los animales sin el virus presentaban los niveles mayores (Fig. 13C).

120
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+
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[
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Con Lesion
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Sin Lesién

Estado Epitelio

Figura 12. Valores de las concentraciones de ferritina con respecto a la

presencia o no de lesion epitelial cervical.

Cuadro 14. Variacion en los niveles de colesterol, creatinina y triglicéridos en

relacion con la presencia de virus OthHV-1 en el epitelio de hembras adultas de

lobo marino de California.

Marcador Valor T gl p (<0.05)
Colesterol 2.284 11.29 0.042
Creatinina -4.107 14.81 0.0009
Triglicéridos 2.498 16.41 0.023
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Figura 13. Variacion de marcadores nutricios en funcion de la infeccién del

epitelio genital con el virus OtHV-1. A. Colesterol, B. Triglicéridos y C.

Creatinina.

Al investigar la variacién de los marcadores nutricionales en relacion a la
presencia de fenotipos celulares tipicos de transformacién (células binucleadas
y coilocitos), se encontré que los niveles de colesterol (p=0.045; Fig. 14A) y de
glucosa (p=0.045; Fig. 14B) fueron menores en animales que tenian células
binucleadas en el epitelio. La presencia de coilocitos no se asocid con

diferencias en ninguno de los parametros nutricios aqui analizados.
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Figura 14. Variacion en el colesterol (A) y glucosa (B) en relacion con la
presencia de células binucleadas en el epitelio genital de las hembras adultas

de lobo marino de California.

6.4. Discusion

El estado nutricional de un organismo constituye un parametro fundamental
para una buena salud. En el caso de los lobos marinos de California las
condiciones ambientales cambiantes a las que se encuentran expuestas,
representan un importante factor de modificacién importante de las especies
que componen su dieta. Es por esto por lo que conocer si el cambio de una
especie a otra favorece, junto con otros factores, fendbmenos como la
transformacién epitelial genital, es relevante de ser investigado. Para este
capitulo se eligieron marcadores sanguineos que nos pueden dar un panorama
general del estado de salud del organismo. Algunos de estos marcadores como
el colesterol, los triglicéridos, la ferritina y la creatinina mostraron variaciones
importantes asociadas a la zona de toma de muestra y del estado del epitelio.
Incluso hubo informacién sobre la infeccion de OtHV-1 y los procesos celulares

asociados a un carcinoma. A continuacion, se discutiran los resultados, con
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base en la informacién encontrada de la especie, pero también de organismos
filogenéticamente cercanos a ella.

Los lipidos son un componente principal en las funciones de un
organismo. Una de las mas importantes es proveer de energia, ya sea de
forma inmediata o como almacén. Si se considera que los pinnipedos necesitan
grandes cantidades de grasa almacenada para sobrevivir en el ambiente
marino, estos cobran mayor importancia como marcadores nutricionales
(Liwanag et al., 2012; Carvalho y Caramujo, 2018).

Una molécula lipidica imprescindible para el correcto funcionamiento de
un organismo es el colesterol, el cual permite el adecuado funcionamiento
celular y también participa en funciones hormonales o como precursor de
algunas vitaminas (Maldonado Saavedra et al., 2012; McKee y McKee, 2014).
El colesterol se sintetiza de forma enddgena o se adquiere por medio de la
dieta (Maldonado Saavedra et al., 2012). Los pinnipedos suelen tener mayores
niveles de colesterol de alta densidad que de baja densidad (Davis et al., 1991;
Fayolle et al., 2000), y se ha encontrado que los eritrocitos de estas especies
presentan niveles de acidos grasos omega-3 mas altos que los del ser humano
(Chapman, 1980; Fayolle et al., 2000). Esto podria estar asociado a su dieta,
que suele incluir presas ricas en omega-3 (p.ej. sardina, arenque, boquerén,
entre otras presas) de niveles bajos en la cadena trofica, que suelen tener
niveles de colesterol mayores que las presas con nivel tréfico mayor (Linder et
al., 2010).

Las variaciones observadas en la concentracion de colesterol entre
regiones ecoldgicas, lesiones celulares en el epitelio genital, e infeccion con
OtHV-1 podrian relacionarse con una fluctuacion de especies mas frecuentes
de la dieta debido a las variaciones de temperatura superficial del mar (Adame
et al., 2020). Estas variaciones climaticas forzarian un cambio en las presas del
lobo marino de California (McClatchie et al., 2016), lo que podria impactar en
varios aspectos de la fisiologia de los animales, ademas de influir en la calidad
de leche o el cuidado materno que las hembras adultas ofrezcan a las crias
(Boyd, 1998; Kovacs y Lavinge, 1992; Oftedal, 2008). Esto, a su vez, podria

impactar la supervivencia de la colonia. Las hembras adultas de la region norte
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tenian bajos niveles de colesterol y alto nivel tréfico, lo que es sugerente de un
cambio de habitos alimentarios (Szteren y Aurioles-Gamboa 2011) y son estas
colonias las que tienen una tendencia poblacional de decline marcada (Szteren
et al., 2006; Adame et al., 2020); situacién contraria a la region del Sur (en
particular, la colonia Los Islotes) donde, por su ubicacion en la boca del Golfo,
hay un constante cambio y variabilidad de especies, y es plausible que los
lobos marinos de esta region tengan mayor habilidad de desafiar o plasticidad
alimentaria frente a cambios ambientales (Adame et al., 2020; Cruz-Vallejo et
al., 2024).

Resulta interesante que los valores de colesterol difirieron en relacién con
lo reportado en otros estudios (Roletto, 1993; Williams, 2013) lo cual puede ser
asociado a los cambios en las especies de la dieta entre una zona y otra
(California con respecto al Golfo de California) ya que se trata de estudios
realizados hace tres décadas y una década, respectivamente, tiempo en el que
se han dado muchos fendmenos de variabilidad climatica (Adame et al., 2020).
Por otro lado, esos estudios se enfocaron en animales del Pacifico
Estadounidense, mientras que el presente estudio se enfocé en animales del
Golfo de California, para los que no habia mucha informacion sobre los valores
normales de colesterol, solo un reporte de valores en crias (Castro-Gonzalez et
al., 2001). También puede ser que las diferencias se deban a que en el
presente estudio solo analizaron muestras de hembras adultas, mientras que
en los otros dos estudios se incluyeron individuos de ambos sexos, y que los
machos de lobo marino de California en el Pacifico Estadounidense consumen
otras presas, como salmén (Weise, 2000; Weise y Harvey, 2008), con diferente
proporcion de colesterol (Linder et al., 2010) y en general presentan un nivel
tréfico mayor que las hembras adultas (Elorriaga-Verplancken et al., 2013).
Ninguna de estas posibilidades es mutuamente excluyente.

Los triglicéridos también tienen funciones bioquimicas y fisiolégicas
semejantes al colesterol. Sus funciones primordiales son el almacenamiento de
energia, mantener la homeostasis lipidica, regulacion en membrana vy
metabolismo de lipidos (Ibarretxe y Masana, 2021), y sus valores alterados se

relacionan con algunas enfermedades en el ser humano y animales de
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compaiia (como diabetes, obesidad, arteroesclerosis, infartos cardiacos vy
enfermedades metabdlicas hepaticas). Sin embargo, a diferencia del colesterol,
los triglicéridos se obtienen unicamente de la energia no utilizada proveniente
de la dieta, por lo que si no hay un suministro suficiente de triglicéridos, son
afectadas negativamente las funciones celulares donde participan. Se podria
especular que si las hembras adultas de lobo marino de California optan por
presas con bajos niveles de grasa, que es lo que se ha reportado
recientemente durante los eventos de anomalias calidas de temperatura
superficial del mar en la zona estudiada (Adame et al., 2020), se podria ver
comprometida su salud a corto plazo dada la limitacion en los niveles de
triglicéridos, pero al igual que lo discutido anteriormente para el colesterol, el
impacto no se detiene a nivel de la salud de las hembras, sino que las crias se
podrian ver limitadas en cuanto a la capacidad de la madre de proveerlas de
alimento de calidad para su desarrollo exitoso (Boyd, 1998; Kovacs y Lavinge,
1992; Oftedal, 2008), afectando asi de forma transgeneracional.

El género Zalophus utiliza como aislamiento térmico y como
almacenamiento su capa de grasa, a diferencia del género Arctocephalus
(lobos finos), quienes usan su pelaje como aislamiento primario (Liwanag et al.,
2012). Por lo tanto, es sensato suponer que ante la falta de almacenaje se
podria comprometer su supervivencia y éxito en la busqueda de alimento.
Ademas, dado que los pinnipedos, junto con los cetaceos, son presas de
algunas especies de tiburones y orcas, y fuente primordial para la obtencion de
grasas (Davidson y Cliff, 2014), queda claro que la ausencia de una presa y las
modificaciones en la dieta pueden impactar la cadena trofica, ocasionando
alteraciones a varios niveles del ecosistema. Esto es, precisamente, el enfoque
amplio de la fisiologia de la conservacion.

El uso y almacenamiento de lipidos no es un asunto menor para los
pinnipedos, ya que la mayoria de estas especies experimentan periodos de
ayuno prolongados donde el uso de estos recursos es diferente al de los seres
humanos o incluso al de otros animales terrestres. La distribucién de recusos a
reproduccion, cuidado de progenie y crecimiento debe ser combinada con

estos periodos de privacion alimentaria, por lo que el conocimiento de las
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estrategias fisioldgicas adquiere gran importancia (Boyd, 1998; Kovacs vy
Lavinge, 1992; Oftedal, 2008; Gittleman y Thompson, 2018). Se ha encontrado
un ahorro de proteinas altamente eficiente, ademas de poca oxidacion de
carbohidratos con altas tasas de lipdlisis y diversos ajustes en mecanismos
como la gluconeogénesis (Champagne et al., 2012). Las focas grises
(Halichoerus grypus) incluso presentan excesiva produccién de glucosa por lo
que se sugiere que hay altos indices de reciclaje de este carbohidrato y que la
fuente principal de obtencion de energia, sobretodo durante los ayunos
prolongados, son las reservas de grasa en forma de cuerpos cetonicos (Norday
y Blix, 1991).

Para concluir la discusion sobre los resultados encontrados para los
parametros nutricios lipidicos, se puede destacar el papel importante que
tienen en la supervivencia y replicacion de los virus (Lange et al., 2016). Es
relevante, ya que una especie viral, el gamaherpesvirus otarino OtHV-1, es un
simbionte del lobo marino de California, y se cree que esta involucrado en la
patogenia del carcinoma urogenital (Buckles et al., 2007). La presencia de
herpesvirus modifica el metabolismo lipidico del hospedero, sobretodo durante
las fases iniciales de la infeccion, promoviendo acumulacién aodrtica de
colesterol, fosfolipidos y triacilglicerol. Esto fue observado en experimentos
realizados en pollos infectados por herpesvirus causantes de la enfermedad de
Marek (Hajjar et al., 1986).

Tiempo después se han observado procesos similares en ratones, en los
que la infeccion con gammaherpesvirus-68 murino promueve la formacion de
acidos grasos, acumulacion de lipidos e, incluso, resistencia a la insulina,
ademas de un incremento de citocinas pro-inflamatorias (Zhao et al., 2011).
Ademas, los macrofagos primarios pueden ser clave para evitar la replicacion
viral, debido a la ausencia de la expresion de receptores de lipoproteina de
baja densidad (LDL-R; Aurubin et al., 2021) o por la represion de los receptores
X hepaticos (Lange et al., 2018); los cuales estan involucrados en la produccion
de colesterol endégeno y en la activacion de intermediarios que sintetizan
acidos grasos, respectivamente (Lange et al., 2018; Aurubin et al., 2021). De

acuerdo con lo encontrado en este estudio, se podria especular que al igual
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que lo reportado para el raton, cuando el lobo marino de California se
encuentra infectado con OtHV-1, se dan alteraciones en el metabolismo
lipidico, observable por el aumento en los niveles de colesterol y triglicéridos.
Seria interesante poder evaluar esto para otras poblaciones e incluso poder
indagar, en modelos in vitro o a partir de cadaveres, como es que ocurre la
acumulacion, es decir, si se presenta como en otros organismos a nivel aortico
provocando enfermedades cardiacas (Lange et al., 2016) o si se metaboliza
como almacenaje de energia (Maldonado Saavedra et al., 2012), permitiendo
algun tipo de “ventaja” en los lobos marinos infectados.

La obtencion, almacenaje y uso de la energia metabdlica es fundamental
para la supervivencia y desarrollo de los seres vivos, y los pinnipedos no son
excepcion. La glucosa es el principal azucar en la sangre, y es un parametro
muy fluctuante (Fischbach y Dunning Ill, 2009; Hantzidiamantis et al., 2022)
pero fundamental para las funciones bioldgicas de los organismos vivos. Los
niveles de glucosa reflejan diversos estados, como el consumo de presas con
mayor cantidad de calorias que otras (McClatchie et al., 2016), hasta el gasto
del recurso al buscar alimento. Por ejemplo, si se tiene que viajar a mayor
distancia de la lobera, el gasto energético sera mayor. También resulta
importante para la fisiologia celular, donde procesos metabdlicos como la
glucdlisis pueden verse alterados en ritmo y frecuencia ante la presencia de
células anormales o en proceso de transformacion (Shaw, 2006; Matus-Ortega
et al., 2020).

La alteracion de procesos bioldgicos impacta a todos los intermediarios
como lo es la LDH. Esta enzima esta involucrada en la glucdlisis y puede
indicarnos desgaste muscular, infecciones, dafo en el tejido y procesos
neoplasicos (Fischbach y Dunning Ill, 2009; Farhana y Lappin, 2023). Esta
enzima como parte del panel bioquimico sanguineo, para la medicina humana,
es considerada importante para informar sobre la presencia de procesos
celulares anormales (Klein et al., 2020).

Esta enzima podria resultar util para estudios de poblaciones silvestres de
pinnipedos como el lobo marino de California, ya que al ser considerada como

un marcador de desgaste muscular, podria ayudar a ubicar zonas que
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impliquen un mayor desgaste al recorrer una distancia mayor de la lobera, lo
que provocaria un incremento en LDH. Sin embargo, aunque se observd un
aparente incremento en animales de la regién de Grandes Islas, caracterizada
por corrientes marinas fuertes (Lavin et al.,, 2014) el incremento no fue
estadisticamente significativo. Sin embargo, en apoyo a esta hipétesis,
observamos un patron interesante al analizar la creatinina sanguinea. Este
compuesto organico es generado por la degradacion de la creatina, y refleja el
metabolismo normal de los musculos al ser producido de manera constante
dentro de niveles normales (Diaz Portillo et al., 1997). Al ser filtrada vy
desechada por los rifiones funciona como un marcador de salud de estos
organos pero también ayuda a detectar otras cuestiones como una
deshidratacion intensa o un esfuerzo fisico excesivo (Diaz Portillo et al., 1997).
Al no presentarse alteracidon en otros marcadores, como la albumina, que
ayudarian a pensar en deshidratacion o dafio renal, es correcto interpretar el
incremento en creatinina debido a un excesivo esfuerzo fisico, mas que a un
proceso de catabolismo proteico asociado a enfermedad (Guerra Montemayor,
2010).

Precisamente, fue en la region de las Grandes Islas donde las hembras
de lobo marino de California tuvieron una concentracion elevada y, en
comparacioén, las hembras de la region sur tuvieron el nivel mas bajo. Ademas,
todas las regiones ecoldgicas del Golfo de California mostraron valores de
creatinina mas altos que los reportados para la especie en California (Roletto,
1993; Williams, 2013).

Es importante considerar la oceanografia del Golfo de California, pero de
manera individual de la regién de Grandes lIslas ya que es una de las zona
donde histéricamente se han reportado surgencias y gran abundancia de
presas para el lobo marino (Lluch-Cota, 2004; Lopez Mariscal y Candela Pérez,
2015). A lo largo del Golfo de California y en diferentes épocas del afio se
encuentran giros oceanicos y corrientes que ayudan a darle movimientos a los
sedimentos, permitiendo que en algunas regiones como la norte y las Grandes
Islas existan afloramientos de nutrientes que permitan sostener cadenas

tréficas complejas en estas zonas marinas (Lopez Mariscal y Candela Pérez,
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2015). Incluso se ha mencionado que el Canal de Ballenas es la parte que
provee de nutrientes a la regién norte, por medio de las mareas y corrientes
que se generan como resultado de la profundidad y la estrechez del canal y por
la presencia de islas en esta zona del Golfo (particularmente Isla Tiburén, San
Esteban y San Lorenzo) que favorecen un aumento de la velocidad del flujo del
agua y arrastre de sedimento (Lépez Mariscal y Candela Pérez, 2015;
Velazquez-Munoz y Filinov, 2021).

Lavin y colaboradores (2014) encontraron que en esta zona durante fines
de primavera y verano la velocidad promedio es de 0.6 m/s y en el resto del
afo se encuentra un 0.35 m/s. Considerando estas caracteristicas
oceanoldgicas y teniendo en cuenta que aunque era una zona rica en presas,
sobretodo sardina (Lluch-Cota, 2004; Adame et al., 2020), pero que en los
ultimos afios se ha experimentado una disminucién; podriamos especular que
los altos valores de creatinina detectados en los animales de esta region se
deben a que las hembras adultas se verian forzadas a una mayor actividad
fisica. Al buscar presas de mayor calidad y enfrentarse a las caracteristicas de
la zona donde viven, tendrian un desgaste muscular mayor que el realizado por
las hembras adultas de la region sur, donde no hay corrientes marinas tan
rapidas (hay pocos giros oceanicos y mayor amplitud de la zona, con un
maximo de 0.5 m/s; Figueroa et al., 2003) y donde hay una gran variabilidad de
presas (Gonzalez-Acosta et al., 2018).

Un importante punto importante es que las hembras adultas de la regién
de las Grandes Islas presentaron valores mas altos que las de la costa sur de
California, por lo que se puede pensar que los animales de la region de las
Grandes Islas se enfrentan a mayores demandas de ejercicio fisico. Siendo el
Golfo de California un lugar dominado por corrientes de entrada y salida del
Océano Pacifico, ademas de muchos giros oceanicos internos, topografia y
batimetria variada, no es decabellado proponer que podria ser un mayor
desafio fisico para las hembras adultas de lobo marino de California. Incluso,
puede plantearse que se han dado fendmenos de seleccion natural que han
favorecido a aquellos individuos con habilidades para resistar esas condiciones

‘extremas” y estas han llevado a la formacion de poblaciénes genéticamente
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separadas de las del pacifico Norte Mexicano y estadounidense (Schramm et
al., 2009).

Continuando con indicadores relevantes, uno de los minerales mas
importante para la vida en la tierra es el hierro. Este se involucra en gran
cantidad de funciones biolégicas pero en su estado libre puede llegar a ser
dafino para células y érganos por la formacion de radicales libres (Gutiérrez,
2015; Moreira et al., 2020). Es por esto que su proceso de almacenamiento
debe ser altamente efectivo, lo cual es realizado por la proteina llamada
ferritina (Arosio et al., 2015; Gutiérrez, 2015; Moreira et al., 2020). Esta
proteina, imprescindible desde organismos como las diatomeas hasta los
mamiferos, es altamente conservada y con mecanismos reguladores para su
expresion y almacenamiento muy eficientes (Arosio et al., 2015; Moreira et al.,
2020). Aunque se podria asumir que la cantidad de hierro en el cuerpo y de
ferritina estan directamente relacionadas, en muchas situaciones no es asi
(Gutiérrez, 2015). Se deben considerar factores como la inflamacion,
estrechamente ligada con la ferritina e incluso utilizada como un marcador
proinflamatorio, dentro de este proceso podemos identificar presencia de algun
trauma, algun proceso infeccioso o el inicio de alguna patologia como el cancer
(Moreira et al., 2020). Analizando esto en relacion con las condiciones de vida
del lobo marino en el Golfo de California, y considerando que la concentracion
de hierro varia por su consumo en dieta, se debe evaluar como primer punto la
diversidad en la dieta. Aunque el estudio mas completo es de hace mas de diez
afos (Szteren y Aurioles-Gamboa, 2011), se sabe que a lo largo de las
regiones hay una baja diversidad en la dieta para la zona norte hasta llegar a
una diversidad mayor en la region sur, permitiendo especular que esta
variabilidad permite a los individuos explorar gran variedad de presas con
diferentes niveles de hierro, y en consecuencia presentando reservas mas altas
de ferritina. Por otro lado, si se considera que los niveles de ferritina estan
influenciados por procesos inflamatorios nuestra hipdtesis se vuelve mas
compleja teniendo que considerar si los organismos de esta zona presentaban

alguna infeccion o algun proceso celular.
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Sabemos que los lobos marinos de California analizados en la zona sur
presentan una nula transformacion celular del epitelio cervical y también que
los organismos sin lesion, de todas las regiones, presentaron niveles de
ferritina mas altos que sus contrapartes. Esto muestra escenarios diferentes a
lo planteado anteriormente en humanos donde, en general, procesos celulares
avanzados presentan niveles anormalmente elevados de ferritina (Moreira et
al.,, 2020). Incluso se considera a esta proteina como un modulador de
angiogénesis, la proliferacion celular y de la inmunosupresiéon (Alkhateeb et al.,
2013; Moreira et al., 2020); también se ha visto involucrada en la resistencia a
terapias por reprimir la actividad de las especies reactivas de oxigeno. Tal vez
un mecanismo clave en este escenario seria el hierro, el cual se ha observado
aumentado durante la proliferacion celular, siendo que en este estudio al ser
encontrado en bajos niveles en etapas de transformacién avanzadas (LSIL) se
consideraria la activacion de otros mecanismos como la ferroptosis (Proneth y
Conrad, 2019) evitando la proliferacion y contrarrestando el avance de la
patologia.

En conclusién, lo encontrado en este capitulo nos permite asegurar que
los cambios en la alimentacion hasta ahora no han tenido un impacto en la
salud general de la hembras de lobo marino de California que habitan en el
Golfo de California. A pesar de esto hubo marcadores que nos permitieron
encontrar fendmenos interesantes asociados a la dinamica de las poblaciones.
Por ejemplo los lipidos analizados nos mostraron como la presencia de OtHV-1
modifica su concentracién, asi como también lo hace el estar habitando en
alguna de las diferentes ecorregiones, y a su vez esto impacta en la
transformacién del epitelio. También la creatinina mostré el cambio del esfuerzo
fisico que deben realizar los organismos para conseguir su alimento, ademas
de las condiciones oceanograficas de la zona cercan a sus loberas. Finalmente
la ferritina, asi como los lipidos, permitieron ver mas alla de esta especie y
relacionarla con algunas de sus presas frecuentes através de los nutrientes
proporcionados. Este capitulo presenta un acercamiento mas profundo del
analisis hematoldgico de una especie de vida libre, profundizando en su estado

de salud y la ecologia del ecosistema donde habita.
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7. VALORACION DEL ESTADO DE INFLAMACION CON ASOCIACION
AL ESTADO DEL EPITELIO Y A LAS ECORREGIONES DEL GOLFO
DE CALIFORNIA

7.1. Introduccion

A partir de trabajos realizados con humanos y animales de laboratorio, algunos
de los factores que se han encontrados asociados al inicio y desarrollo el
cancer son el estado nutricional, competitividad del sistema inmune y la
inflamacion crénica (Nova et al., 2002; Alpizar-Alpizar et al., 2009; Grivennikov
et al., 2010). Es hasta hace poco tiempo que se ha reconocido la importancia
de la inflamacioén crénica como un promotor de algunos tipos de cancer en el
humano (Alpizar-Alpizar et al., 2009; Grivennikov et al., 2010). A pesar de que
la inflamacién es el factor desencadenante de un mecanismo eficiente de
vigilancia del sistema inmune innato que permite identificar y eliminar
patdbgenos oncogénicos y antigenos tumorales; las infecciones o dafos
tisulares persistentes pueden generar un estado de inflamacion cronica que, a
su vez, puede ser la clave para el inicio del desarrollo del tumor (Solinas et al.,
2009). Un ejemplo de esto es la presencia persistente de Helicobacter pylori'y
su asociacion con el cancer gastrico del humano (Alpizar-Alpizar et al., 2009), o
la infeccidn persistente con virus de Hepatitis C, que se asocia con el
carcinoma hepatocelular debido a inflamacién recurrente (Florino et al., 2015;
Lin et al., 2015; Mitchell et al., 2015).

La inflamacion crénica, a diferencia de la inflamacién aguda, puede ser
asintomatica y presentarse durante un tiempo prolongado. Su consecuencia es
el dafo tisular persistente que, incluso, puede ocasionar necrosis. En los
tejidos con inflamacion crénica hay un reclutamiento masivo y constante de
macrofagos. Estos, a su vez, reclutan a los fibroblastos mediante la liberacién
de citoquinas. Los fibroblastos juegan un papel importante en los tejidos
dafados, ya que gracias a ellos y a la produccién de sustancias como el

interferén beta y el factor derivado de células estromales 1 (SDF-1), se revierte
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y detiene la muerte celular de los macrofagos y también de los linfocitos
reclutados (Garcia de Lorenzo y Mateos et al., 2000; Ward, 2010).

Al llegar al sitio donde son requeridos debido a sefalizacion molecular
asociada a patogenos (PAMPs, por sus siglas en inglés), los macrofagos
destruyen al patégeno e inician la reparacion del dafo tisular consecuencia de
la patogenia del microorganismo infectivo. Sin embargo, si permanecen en el
tejido comienzan a destruirlo debido a la accion de mediadores de la
inflamacion (citocinas, quimiocinas, eicosanoides y factores de crecimiento)
que reclutan a otras células inflamatorias (Thompson et al., 2015; Gonzalez-
Costa y Padrén Gonzalez, 2018; Qu et al.,, 2018). Los macréfagos también
participan en el inicio de la formacion del tejido conectivo de reparacion.
Durante todo este proceso, las citocinas son los mediadores con mayor
participacion, destacando la interleucina 1-g (IL-1), interleucina 6 (IL-6),
interleucina 8 (IL-8) y el factor de necrosis tumoral (TNF-a) como
proinflamatorias, y la interleucina 4 (IL-4) y la interleucina 10 (IL-10) como
antiinflamatorias (Garcia de Lorenzo y Mateos et al., 2000; Ward, 2010; Cuadro
15).

El higado es un o6rgano clave para la inflamacion, ya que aqui se
sintetizan las proteinas de fase aguda, las cuales, al cambiar su concentracion
en plasma reflejan la etapa de inflamacion. La proteina de fase aguda mas
utilizada para la medicina clinica de humanos y animales son la proteina
reactiva C (PRC) (Caspi et al., 1987; Young et al., 1991; Burton et al., 1994;
Clybe y Olshaker, 1999; Hyashi et al., 2001; Pepys y Hirschfield, 2003).
También puede ser utilizada la velocidad de sedimentacion globular como
indicador de la inflamacion (Garcia de Lorenzo y Mateos et al., 2000; Gonzalez

Naranjo y Molina Restrepo 2010; Luan y Yao, 2018; Urquizo Ayala et al. 2019).
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Cuadro 15. Principales citocinas involucradas en el proceso inflamatorio
tanto agudo como cronico. Informacién tomada de: Feghali y Wright
(1997), INC (2016) Clinica Universitaria de Navarra (2020), Navarrete
Prida (2000), Saldana (2020).

Citocinas Funciones primordiales
Interleucina 1-f Citocina proinflamatoria.
Induce fiebre y la sintesis de proteinas de
fase aguda.

Producida por diferentes células,
principalmente por macréfagos, monocitos
y células endoteliales.

Inhibida por corticoides y prostaglandinas.

Interleucina 6 Citocina proinflamatoria.
Producida por diversos tipos celulares,
entre ellos las células mononucleares
fagociticas y las endoteliales.
Las citocinas IL-1 y TNF promueven su
sintesis por lo que su funcién esta muy
relacionada con ellas.
Diferenciador tardio de linfocitos B.
Actua en el higado para la produccion de
proteinas de la fase aguda.

Interleucina 8 Citocina proinflamatoria con funcién
quimiotactica.
Se produce en monocitos, linfocitos T,
células endoteliales, fibroblastos y
neutrofilos.
Su principal funcion es atraer neutrdfilos,
induciendo la formacion de integrinas y
provocando la fijacion al endotelio por
parte de los neutrdfilos.

Factor de necrosis tumoral Citocina proinflamatoria.

Producida por los monocitos y macrofagos
ante la presencia de un antigeno o alguna
infeccion.

Participa en el proceso de inflamacion,
reclutamiento leucocitario, angiogénesis y
produccion de fibroblastos.

Presenta cierta actividad citotoxica contra
algunas células tumorales.

alfa
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Cuadro 15 (continuacién). Principales citocinas involucradas en el proceso
inflamatorio tanto agudo como crénico. Informacién tomada de: Feghali y
Wright (1997), INC (2016) Clinica Universitaria de Navarra (2020), Navarrete
Prida (2000), Saldana (2020).

Interleucina 10 Citocina inmunosupresora.
Producida por diversos tipos celulares
(células T helper y reguladoras,
monocitos, algunos macrofagos activados,
algunas células dentriticas, ciertas células
tumorales y epiteliales).
Reduce la inflamacion al limitar a los
macrofagos en la produccién de citocinas
limitando también a las células T.
Aumenta la produccion de células B y
también de las natural killer (NK).
Es secretada en grandes cantidades en
tejidos con mucosa como el pulmdn donde
una respuesta inflamatoria puede poner
en riesgo al organismo.

Interleucina 4 Citocina antiinflamatoria.
Secretada por linfocitos T cd4+ y por
mastocitos activados.
Permite que los linfocitos B aumenten y
produzcan mas anticuerpos.
Inhibe que los linfocitos T cd4+ se
conviertan en helper.
Participacion activa en las reacciones
alérgicas.

La inflamacion crénica puede acelerar la tasa de mutacion e incrementar
la proliferacion de las células transformadas (Ferguson, 2010); ademas, en
algunos tipos de cancer las substancias secretadas en los epitelios en
respuesta a la inflamacion crénica inducen dano en el ADN, promoviendo la
formacion de carcinomas (Meira et al.,, 2008). Dentro de los mediadores
moleculares identificados, hasta ahora, entre la inflamacion y la oncogénesis se
pueden mencionar al factor nuclear kappa B (NF-kB), las especies reactivas de
oxigeno y nitrogeno, citocinas y microRNA’s especificos, los cuales van
tomando distintos papeles durante las rutas de inicio, supervivencia y

proliferacion de las células malignas. En la relacion inflamacién-cancer se han
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encontrado dos rutas; la primera, que incluye alteraciones genéticas que guian
a la inflamacién y posteriormente a la carcinogénesis: y la segunda,
caracterizada por la presencia de patégenos o enfermedades autoinmunes que
dirigen la inflamacion crénica y la formacién de tumores (Grivennikov et al.,
2010).

Para algunos tipos de cancer se ha vuelto evidente que un microambiente
inflamatorio es fundamental para la formacion, proliferacion y sobrevivencia del
tumor (Grivennikov et al., 2010; Candido y Hagemann, 2013). Las células
inmunes innatas y adaptativas presentes en el microambiente del tumor
expresan mediadores y moduladores inmunes que promueven la abundancia y
activacion de ciertos tipos celulares. Hasta ahora, las células inmunes mas
encontradas en el microambiente tumoral son los macréfagos y los linfocitos T
(Botella Estrada et al., 2002; Coussens y Werb, 2002; Sica et al., 2008;
Grivennikov et al., 2010).

La presencia de estos leucocitos dentro de un tumor indica una respuesta
inmunoldgica, donde ambos tipos celulares juegan un papel importante en el
inicio y progresion del carcinoma (Sica et al., 2008). Estudios en melanomas y
cancer cervicouterino han encontrado que las citocinas asociadas a Th2 (IL-4 e
IL-10) aumentan su produccion a medida que el tumor crece, mientras que la
respuesta Th1 (IL-2, IFN-y, TNF-a) disminuye (Alcocer Gonzalez, 1997; Botella
Estrada et al., 2002). Es por esto por lo que se menciona que la IL-10 inhibe las
funciones de inmunovigilancia de los linfocitos T cercanos al tumor como
también lo hace con las CD8", funcionando como un protector de las células
tumorales, y estas funciones se potencian con la presencia de IL-4 (Alcocer
Gonzalez, 1997). El cambio de Th1 a Th2 seria un paso fundamental para
pasar de una infeccion simple que pudo haber sido controlada oportunamente,
a una neoplasia, y queda en evidencia la importancia de una respuesta inmune
Optima para la oncovigilancia y oncoproteccion (Briukhovetska et al., 2021).
Algunos virus, como los papillomavirus, regulan la expresion de genes y
proteinas de los linfocitos T locales, limitando su funcién para eliminarlos y asi

pasar inadvertidos (Alcocer Gonzalez, 1997).
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Con la evidencia encontrada hasta ahora se piensa que el perfil de
expresion de citocinas y quimiocinas en el microambiente es mas relevante que
los tipos celulares, ya que son estas sustancias las que podrian estar dirigiendo
el rumbo celular (Smyth et al., 2006; Grivennikov et al., 2010). Es por esto, que
se considera que si en el huésped la inmunidad antitumoral es débil, entonces
la inmunidad derivada de las células tumorales ganara por lo que el tumor
crecera y se dispersara, pero si la situacién es contraria, con una inmunidad
tumoral fuerte, la inmunidad del huésped eliminara al tumor eficientemente (Lin
y Karin, 2007). Para algunos tipos de cancer se ha propuesto el mecanismo
probable por el cual la inflamacion crénica altera el entorno celular para
promover el inicio de un tumor, siendo uno de los principales participantes el
NF-kB, el cual al ser activado inapropiadamente por citocinas de otras células
(macrofagos y/o células T) se involucra en la modificacion de procesos
celulares criticos como la supervivencia, la proliferacion y la evasion a la
apoptosis. Ademas, este factor contribuye con la permanencia de un ambiente
inflamatorio al ser un regulador de este proceso (Aggarwal, 2004; Lin y Karin,
2007).

Los macrofagos involucrados con el desarrollo cancer, denominados
como TAM’s (tumores asociados a macréfagos), son unos de los principales
participantes en la relacion inflamacién-cancer ya que funcionan como un
recurso fundamental de citocinas promoviendo el crecimiento del tumor, la
metastasis y la subregulacion de la inmunidad adaptativa (Coussens y Werb,
2002; Grivennikov et al., 2010). Ademas, exhiben una alta plasticidad
fenotipica, diferenciandose segun la sefial ambiental expuesta, lo que les
permite producir distintas sefiales en el microambiente inflamatorio (Galdiero et
al., 2017). Una de las mas reconocidas es el ligando a quimiocina 2 (CCL2), el
cual participa como una sustancia fundamental para el reclutamiento de TAM's
en los tumores (Sica et al., 2008). Ademas, si se considera que por si mismos
los TAM’s producen CCL2, el aumento de la concentracidén en este sitio resulta
en una amplificacién de la sefal. Por otra parte, algunos otros monocitos atraen
fibronectina, fibrinbgeno y otras sustancias relacionadas con las proteinas de

anclaje de la matriz extracelular (Solinas et al., 2009).
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Otro paso importante en la supervivencia del tumor es la
neoangiogénesis, es decir la formacién de nuevos vasos sanguineos. Los
TAM’s han sido encontrados en zonas hipéxicas del tumor que se encuentran
regularmente al centro del mismo. Al sobrepasar los limites de sangre de las
primeras células tumorales, se produce la hipoxia lo que provoca el
lanzamiento de sustancias proinflamatorias y promotoras de la
neoangiogénesis, dandole nuevo suministro de factores de crecimiento al tumor
y promoviendo su supervivencia (Grivennikov et al., 2010). De nuevo, el factor
de crecimiento NF-kB es uno de los reguladores primordiales en la relaciéon
inflamacion-cancer. Incluso este factor ha sido identificado en las
modificaciones relacionadas con un tumor mas o menos agresivo (Aggarwal et
al., 2006; Karin, 2006; Mantovani et al., 2008). Este complejo parece ser otro
participante importante en la relacién inflamacion-cancer ya que se ha
observado hiperactivado en algunos carcinomas, lo que contibuiria al
crecimiento y dispersion del tumor (Aggarwal, 2004; Hardman, 2014).

En los ultimos afios se ha comenzado a discutir acerca de la importancia
de los neutrdfilos en la formacion y desarrollo de los carcinomas. Debido a que
algunos experimentos han mostrado un papel importante de estas células en el
microambiente tumoral, han sido llamados neutréfilos asociados a tumores
(TAN’s). Los TAN’s, al igual que los TAM’s, exhiben una plasticidad fenotipica
depediendo de las sefales en el medio donde se diferencien (Galdiero et al.,
2017). Ellos pueden actuar como supresores de tumores o como promotores
de estos; lo que se ha observado en experimentos con ratones donde el factor
de crecimiento transformante beta (TGF-f) provoca que los TAN's tomen un
papel de supresor, en ausencia de dicha proteina, o de promotores con la
presencia de ella (Fridlender et al., 2011). Por otra parte, también se les ha
relacionado con la inestabilidad genética y la mutacién del ADN, asociadas con
el inicio de la formacion de un tumor, esto al funcionar como liberadores de
especies reactivas de oxigeno (Galdiero et al., 2017).

El proceso inflamatorio también tiene un impacto en los mecanismos
epigenéticos, los cuales, al ser modificados, pueden ser promotores criticos del

inicio de la carcinogénesis. Las modificaciones epigenéticas que se incluyen
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son alteracion en la expresion de microRNA y la metilacion del ADN
(Grivennikov et al., 2010). El funcionamiento de los microRNA asociados a
distintas enfermedades metabdlicas ha sido bien descrito. Estos RNA no
codificantes de cadena sencilla que actuan a nivel post-transcripcional
contienen informacién importante que de ser clarificada completamente podria
ayudar, no solo para usarlos como biomarcadores de distintas enfermedades
sino para posibles blancos terapeuticos en humanos (Martinez-Jiménez et al.,
2018).

Otros mediadores moleculares antes mencionados son las especies
reactivas de oxigeno y nitrégeno, las cuales son importantes para los procesos
del sistema inmune innato pero que en altas concentraciones pueden ser
promotores de carcinomas (Federico et al., 2007). Estas son segregadas de
forma normal por el estimulo de citocinas proinflamatorias mediante la
activacion, por sefalizacién, de proteina cinasa de células fagociticas y no
fagociticas (Schetter et al., 2010). En algunos tipos de cancer se ha encontrado
que altas concentraciones de las especies reactivas provocan estrés oxidativo
y nitrosativo lo que interfiere con la estabilidad del ADN, la mutacion, la
generacion de moléculas que modifican la actividad tumoral a nivel del ADN e
incluso pueden afectar la expresidn en proteinas y activar proto-oncogenes. Un
jugador importante es p53, el cual puede favorecer o reprimir a las especies
reactivas (Schetter et al., 2010).

Existen otros procesos en los cuales la inflamaciéon crénica causa un
desequilibrio en el organismo haciéndolo mas propenso al desarrollo de cancer.
Uno de ellos es el impacto que tiene en las células T reguladoras (células CD4
que expresan CD25) las cuales, en condiciones sanas, son capaces de detener
los procesos de transformacion celular mientras que en organismos con
enfermedades relacionadas a inflamacion créonica no son capaces e incluso
cambian su papel, funcionando como amplificadores de la sefial de
proinflamacién (Erdman y Poutahidis, 2010). Incluso, como parte del proceso
de envejecimiento celular, o senescencia, también puede ser mas facil que
ocurra una inflamacion cronica, y aunque se puede considerar de bajo grado, si

a esta le agregamos otras patologias asociadas a la edad como obesidad,
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cambio en la microbiota del intestino, inmunosenescencia, malnutricion y
microRNA's; el estado de baja inflamacion crénica comienza a reclutar células
inmunes productoras de sustancias pro-inflamatorias, derivando en un proceso
de inflamacién crénica muy alto. Es por esto que la edad es un factor de riesgo
importante cuando se trata de cancer (Leonardo et al., 2018).

El conocimiento sobre la inflamacion cronica es practicamente inexistente
en organismos de vida silvestre. Eso es desafortunado si consideramos que el
cancer es un fendbmeno que ha sido reportado para varias especies silvestres
en vida libre (McAloose y Newton, 2009), entre las que destaca el lobo marino
de California (Browning et al., 2015). En este capitulo, se explora la relacion
entre los indicadores de inflamacion crénica en hembras adultas de lobo marino
de California y la transformacion epitelial preoncogénica del epitelio genital en

un contexto ecoldgico
7.2. Métodos

7.2.1. Obtencién y analisis de las muestras de epitelio genital

El diagnodstico del estado epitelial de las muestras se realizé como se indica en

la seccion 2.5.4. del Capitulo 2.

7.2.2. Evaluacion del estado de inflamacidon crénica

El plasma utilizado en estos analisis es el mismo que se obtuvo en la
expedicion de campo y cuya obtencion se describe a detalle en la seccidn
2.5.3. del capitulo 2. Por lo cual el procesamiento de estas muestras es el
mismo del ejecutado en la seccién 5.2.1. del capitulo 5.

Con estas muestras, se realizaron inmunoensayos tipo ELISA en
sandwich para cuantificar a las citocinas que fueron seleccionadas por su papel
en la inflamacion. Se incluyeron citocinas pro-inflamatorias IL-1 e IL-6 y la
citocina anti-inflamatoria IL-10. Los ensayos se realizaron con inmunoensayos
comerciales desarrollados para caninos, los cuales han demostrado eficiencia
para evaluar estos parametros en distintas especies de pinnipedos (Levin et al.,
2014).

Los kits utilizados fueron:
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. Canine IL-1 beta ELISA kit (ECIL1B), Invitrogen (ThermoFisher
Scientific)

. Canine IL-10 ELISA Kit (ECIL10), Invitrogen (ThermoFisher Scientific)

. Canine IL-6 ELISA Kit (ECIL6), Invitrogen (ThermoFisher Scientific)

Para cada uno de ellos se siguieron las instrucciones del fabricante.
Brevemente, eso incluyd: 1) Colocacion de la muestra diluida en cada pocillo,
dejando el tiempo y en la temperatura indicada; 2) Se realizan 4 lavados con
buffer a la concentracién indicada; 3) Se coloca el conjugado, en cada pocillo,
ya preparado y se deja en incubacion el tiempo y en la temperatura indicada; 4)
Se repite el paso 2 y se coloca el siguiente conjugado para dejarlo el tiempo y
en las condiciones especificadas; 5) Se vuelve a realizar el paso 2 y se coloca
el sustrato en el tiempo y en las condiciones indicadas; 6) Finalmente se
agrega la solucion que detiene la reaccion y se realiza la lectura en un lector de
placas a 450nm.

Se realizaron las curvas estandar con el promedio de tres ensayos, y las

muestras fueron diluidas al 1:100 pl para obtener resultados 6ptimos.

7.2.3. Analisis estadisticos

Al igual que en el Capitulo 5, se identificaron los tipos de distribucion que
tenian los datos (normal, logaritmica o beta) eligiendo el método de Shapiro y
el paquete fitdistrplus en R para comparar las distribuciones propuestas.

Para los datos de distribucién Gaussiana no se realizé ninguna
transformacién, y se modelaron con una distribucion normal. Los datos con
distribucién logaritmica se transformaron y modelaron con esa estructura de
error y los datos de distribucién beta fueron divididos entre el valor mas alto
para que estuvieran entre 0 y 1, y que pudieran ser modelados como si tuvieran
una distribucidén quasipoisson. Se construyeron modelos lineales generalizados
para desafiar las primeras tres hipoétesis, una prueba de T para la cuarta
hipétesis, y una prueba de Fisher exacta para la quinta hipotesis:

i) Los marcadores asociados a procesos de la inflamacion varian de
acuerdo con el estado de transformacién del epitelio y la regidn ecoldgica de
las hembras adultas de lobo marino de California.

ii) El valor de los marcadores de la inflamacién es influenciado por el nivel
tréfico y el valor de 8">C como indicador de uso de habitat.
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iii) Los marcadores inflamatorios varian de acuerdo con las zonas de
disturbio.

iv) Los marcadores inflamatorios son influenciados por la presencia de
papillomavirus y de OtHV-1.

V) Los marcadores inflamatorios se relacionan con la presencia de células
binucleadas o coilocitos.

7.3. Resultados

7.3.1. Diagnéstico del estado del epitelio genital.

Los resultados obtenidos para el estado del epitelio genital se encuentran

detallados en la seccién 2.5.4. del capitulo 2.

7.3.2. Evaluacion del estado de inflamacidon crénica

Se analizaron muestras de sangre de 40 hembras adultas de lobo marino de
California capturadas en las cuatro regiones ecolégicas descritas en el Capitulo
2. Los marcadores proinflamatorios, IL-1 e |IL-6, estaban ausentes, o debajo del
nivel detectable por la prueba en el suero de muchos animales (IL-1 fue
detectable en 8 muestras; media: 25; intervalo: 7.1-278.6; e IL-6 fue detectable
en solo una muestra), mientras que la mayoria de las muestras tenian niveles
medibles de IL-10 (media: 497.2; intervalo: 15-3648.3). Por lo anterior, solo fue
posible analizar la variacion en IL-1 e IL-10.

El marcador IL-1 no varid entre estados epiteliales, presencia de células
binucleadas o coilocitos, regiones ecoldgicas, estatus de infeccidn viral ni zona
de disturbio (p>0.05 en todos los analisis). Sin embargo, IL-10 varié de acuerdo
con el estadio epitelial de los animales (GLM; Chisqs 2s=5.45,p=0.0000814; Fig.
15). Especificamente, las hembras adultas de lobo marino de California que
tenian un epitelio genital con mayor grado de transformacion (LSIL), los niveles

de IL-10 fueron mas altos que para las categorias de ASC y N.
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Figura 15. Boxplot de la relaciébn entre la concentracién (ng/ml) del
antiinflamatorio interleucina 10 (IL-10) y el estado de transformacion del epitelio
cervical (LSIL: Lesion Epitelial Escamosa de Bajo Grado, ASC: Células

Escamosas Atipicas, N: Epitelio normal)

7.4. Discusion

Los resultados encontrados en este capitulo son un primer paso para explorar
la inflamacion en un organismo silvestre de vida libre. Sin duda, la inflamacién
es un proceso vital e importante en un organismo vivo, y aunque es
indispensable su modulacién para la reparacion de heridas y para combatir
patdgenos infectivos o controlar microorganismos comensales durante una
disbiosis; la realidad es que debe estar controlada eficientemente para evitar un
dafio mayor, como ocurre durante la inflamacion crénica. Esta cumple un papel
importante en el proceso carcindégeno, sobre todo al estar altamente regulado
por la secrecion de citocinas como la IL-1 y la IL-6 (Garcia de Lorenzo y
Mateos et al., 2000; Ward, 2010; Briukhovetska et al., 2021). Ambas se han
visto relacionadas con el inicio, desarrollo y migracion de un tumor; por lo que
su presencia es fundamental para procesos de cancer asociado a la
inflamacion (Meira et al., 2008; Grivennikov et al., 2010; Briukhovetska et al.,
2021).
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La ausencia o bajo nivel de las dos citocinas pro-inflamatorias en la
mayoria de las muestras analizados sugiere dos escenarios. Para empezar,
aquellos individuos con concentraciones positivas podrian estar cursando por
algun proceso que requiera la activacion de estos mecanismos inflamatorios,
como combatir alguna infeccion o alguna herida. Infecciones como la de
Leptospira interrogans, sobre todo en crias, son muy comunes en esta especie
(Avalos-Tellez et al., 2016; 2023; Acevedo-Whitehouse et al., 2003). También
otras infecciones causadas por hongos como Coccidiodes immitis o
infestaciones por nematodos como Acanthocheilonema odenhali son
reportadas frecuentemente en animales de vida libre que llegan a varar en las
costas (Van Bonn, 2015). No se cuenta con datos sobre estos procesos
infecciosos potenciales, pero ya que algunas de las hembras tenian niveles
relativamente altos de IL-10, se puede inferir que cualquier estado infeccioso
estaria en su fase final caracterizada por una subregulacién de la inflamacién
(Fonfara et al., 2008; Briukhovetska et al., 2021). Esto fue analizado en crias de
foca comun (Phoca vitulina), en las que al inicio de su ingreso a un centro de
rehabilitacion presentaron altos niveles de expresion de mARN de citocinas
proinflamatorias mientras que durante su rehabilitacion la sefal de citocinas
antiinflamatorias, como IL-4, fue tomando mayor protagonismo (Fonfara et al.,
2008). Por otra parte, las hembras adultas de lobo marino de California que
tenian ausencia de IL-1 y de IL-6 probablemente no se encontraban pasando
por algun proceso donde se necesitara la produccion de estas sefales, e
incluso los organismos con epitelio LSIL y nula produccion de IL-1 e IL-6
tendrian la opcién de activar mecanismos alternos, como activacion de células
NK (Briukhovetska et al., 2021) por produccion de IL-12, IL-15 e interferon-y,
para evitar la progresion de la transformacion del epitelio.

El establecimiento e invasion de células tumorales esta regulado por la
inmunovigilancia, por lo que la mayoria de las veces el sistema inmune es
capaz de identificar y eliminar estas células transformadas (Briukhovetska et
al., 2021; Kroemer et al., 2024). Sin embargo, cuando hay un ambiente “héstil”
como la inflamacién crénica, se da una produccion excesiva de citocinas pro-

inflamatorias debido a la presencia de células como linfocitos cooperadores tipo
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2, macrofagos asociados a tumores y magréfagos M2 que promueve una
mayor produccién de citocinas inflamatorias, convirtiendo el microambiente en
inflamatorio, lo que facilita el desarrollo de la transformacion celular maligna
(Garcia de Lorenzo y Mateos et al., 2000; Grivennikov et al., 2010; Ward, 2010;
Briukhovetska et al., 2021). Si bien se puede pensar que la solucién seria la
activacién de mecanismos antiinflamatorios, la realidad es que esta reaccion,
bajo condiciones cronicas, favorece aun mas la migracion del tumor a otros
sitios. Algunas citocinas como la IL-10, detienen las acciones antitumorales
(Briukhovetska et al., 2021). Es por eso que se ha encontrado que, con un
tumor mas avanzado, la produccion de interleucinas antiinflamatorias es mayor
que cuando el tumor esta localizado (Alcocer Gonzalez, 1997; Botella Estrada
et al., 2002). Finalmente, la progresion o promocion del cancer va mas alla del
hecho que células estén presentes en el ambiente. Esto estard determinado
por el tipo de sefiales quimicas emitidas por las células (como los macrofagos)
presentes en este microambiente, inclinando la balanza hacia un lado u otro de
la patologia (Smyth et al., 2006; Lin y Karin, 2007; Grivennikov et al., 2010).

Considerando que los analisis realizados en este capitulo muestran que
las hembras adultas tienen bajo grado de transformacién, sin llegar todavia a
un carcinoma, se puede hipotetizar que la produccién elevada de citocina IL-10
funciona como parte de un sistema regulador de inmunovigilancia evitando la
progresion de la transformacion del epitelio (Mumm et al., 2011; Briukhovetska
et al., 2021). No es posible determinar esto con certeza en este momento, y
estudios futuros podrian intentar incrementar el numero de muestras y estudiar
la importancia de IL-10 en animales que si tiene cancer, como ocurre en las
cosas de California (Deming et al., 2018). Sin embargo, cuando los macrofagos
M1 y MO producen IL-10, los linfocitos T citotdxicos aumentan su actividad,
volviéndose mas letales para las células tumorales (Mumm et al., 2011;
Briukhovetska et al., 2021). Incluso para algunos tipos de cancer humano se ha
sugerido el uso de esta interleucina como tratamiento para combatir la
enfermedad (Briukhovetska et al., 2021).

En otras especies de mamiferos marinos, como la foca de Ross

(Ommatophica rossii) se ha reportado una sobreexpresiéon del transcrito de IL-
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10 en animales adultos, y se propuso que esto se debia al estado reproductivo
y de muda de pelaje ya que los valores eran mas altos en hembras que en
machos (Lehnert et al., 2017). También se ha relacionado el nivel de IL10 en la
marsopa comun (Phocoena phocoena) con el estado del habitat, el estado de
salud y las infecciones bacterianas crénicas, lo que lleva a especular que la
produccion de citocinas anti-inflamatorias es una respuesta a una continua
estimulacion del sistema inmune e induccion de mecanismos
inmunomoduladores en cetaceos (Beineke et al., 2007).

Hasta antes de la realizacion de la presente tesis, la exploracién de la
inflamacion en el lobo marino de California en vida libre en la zona de estudio
se ha centrado en etapas tempranas del desarrollo de la especie.
Especificamente, se reportdé que la magnitud de la respuesta inflamatoria de las
crias neonatas se relaciona a su condicién corporal (limitado por cual puede ser
su gasto energético), mientras que las de mayor edad responden dependiendo
su estado previo de infeccion (Vera-Massieu et al., 2015). Lo anterior puede
concordar con lo encontrado en este trabajo para las hembras adultas, donde
aunque muchas hembras adultas presentaban evidencia de infeccion por
OtHV-1 o por Papillomavirus, tenian una mayor produccion de IL-10 (respuesta
anti-inflamatoria) las que mostraban inicios de transformacion celular
premaligna. Esto sugiere que se esta evitando un proceso inflamatorio crénico
y, presumiblemente, una inversion de recursos energéticos, semejante a lo que
se reportd en las crias recien nacidas (Vera-Massieu et al., 2015).

Con la poca exploracién que hay en vida silvestre sobre los mecanismos
inflamatorios y sobre como podrian estar relacionados con otros padecimientos
o en diferentes etapas de desarrollo de los organismos, es importante
reconocer y entender que los procesos biolégicos son un entramado de
reacciones quimicas poco exploradas y comprendidas, por lo que pequefos
pasos podran ayudar para que en un futuro podamos tener una visidbn mas
completa de los procesos biolégicos de diversos organismos. Este capitulo

constituye un primer acercamiento al tema.
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8. DISCUSION Y CONCLUSIONES GENERALES

El padecimiento del carcinoma urogenital que afecta al lobo marino de
California en vida libre representa una oportunidad invaluable para explorar
esta enfermedad para la especie, la vida silvestre e incluso para el ser humano.
A pesar de que algunos tipos de cancer han sido estudiados en mamiferos,
como ratones, o en insectos, como la mosca de la fruta; las claves que algunas
especies no tradicionales nos podrian dar para el conocimiento y tratamiento
de este padecimiento no han sido valoradas ni consideradas lo suficiente,
pudiendo perder informacion valiosa (Vittecoq et al., 2013; Ujvari et al., 2018;
Hamede et al., 2020). El cancer ha cobrado gran importancia para el humano
ya que se considera que, actualmente, cerca del 25% de la mortalidad anual es
a causa de esta patologia, y es consierada de las tres primeras causas de
mortalidad en muchos paises industrializados (Cooper, 2000; World Cancer
Research Fund/ American Institute for Cancer Research, 2018; Puente y de
Velasco, 2019). Por esta razon los recursos para la investigacion de los
factores de riesgo, el desarrollo y el tratamiento no han sido escatimados
(Hanahan y Weinberg, 2011; World Cancer Research Fund/ American Institute
for Cancer Research, 2018). Sin embargo, los factores identificados como
desencadenantes no solo participan individualmente, sino que lo hacen en una
especie de red que se va tejiendo dando como resultado la formacién de un
tumor que promueve un padecimiento que podria llevar a la muerte al
organismo (Weinberg, 2014; Instituto Nacional de Cancer, 2015). Dadas
investigaciones en el ser humano, se sabe que el estilo de vida y la nutricién
son factores fundamentales para el desarrollo del cancer (Nova et al., 2002;
Villegas Valverde y Faxas Garcia, 2014). Sin embargo, dada la enorme
variacion en estos, y otros, factores, resulta complejo estudiar su relevancia
para la transformacién celular maligna. Esto significa que el estudio del cancer
en el humano es tremendamente complejo.

Es interesante que en una especie silvestre como el lobo marino de
California sea tan prevalente un tipo especifico de cancer, y que este

carcinoma urogenital parezca delimitado a su distribucion en las costas de
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California (Browning et al., 2015, mientras que para su distribucién en el Golfo
de California no parece ser prevalente (Barragan-Vargas et al., 2015; Pefin et
al., 2019). En esta tesis, concurriendo con estudios previos, la transformacién
epitelial mas alta observada fue del tipo LSIL, es decir, no se observoé evidencia
de carcinoma sino de estados previos de transformacién. Estas diferencias
epidemioldgicas nos dan una pista para explorar los factores diferentes entre
sitioo y aspirar a identificar factores claves para el desarrollo de la enfermedad.
Ciertamente, algunos ya se conocen, como la genética (Acevedo-Whitehouse
et al., 2003; Bowen et al., 2005), virus (Lipscomb et al., 2001) y contaminacién
(Ylitalo et al., 2005), y han sido revisados en conjunto (Browning et al., 2015),
pero hasta la realizacion de esta tesis, otros factores asociados a la
transformacioén celular, como la nutricién, no habian sido explorados.

Los cambios en la nutricién resultan fundamentales en estos tiempos
donde las variaciones climatico-oceanograficas pueden ser muy abruptas vy
pueden modificar rapidamente la cadena alimenticia (Elorriaga-Verplancken et
al., 2016; Adame et al., 2020). Especies presa altamente frecuentes del lobo
marino (Loliolopsis diomedeae, Trichiurus lepturus, Sardinops caeruleus,
Engraulis mordax, Scomber japonicus, Cetengraulis mysticetus y Trachurus
symmetricus; Garcia-Rodriguez y Aurioles-Gamboa, 2004; Mellink y Romero-
Saavedra, 2005) pueden ser desplazadas por otras con diferente calidad
nutritiva (McClatchie et al., 2016). Algunos marcadores evaluados en este
trabajo nos dan informacion importante de la dinamica de los organismos con
su entorno y que en un futuro podria ser clave para comprender la evolucion de
el carcinoma urogenital. Es asi que como en el ser humano, los cambios de
dieta podrian ser clave para el desarrollo de un carcinoma.

Con los métodos aqui utilizados, como el analisis de is6topos estables,
se puede ver que aunque el nivel tréfico no se ha modificado respecto a
reportes anteriores (Garcia-Rodriguez y Aurioles Gamboa, 2004; Rosas-
Hernandez et al., 2018), hay una interesante asociacién de este valor con las
ecorregiones y el estado de transformacion del epitelio. Fue particularmente
interesante observar que en ciertas regiones ecoldgicas, a niveles tréficos mas

altos habia una transformacion de mas alto grado (seccion 5.3.2., capitulo 5).
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Esto permite plantear que pueden estar asociados los cambios de dieta en
algunas regiones a modificaciones en la nutricion y, a su vez, al funcionamiento
del sistema inmune, derivando en que esta transformacion se detenga o
continue, como ocurre en otras zonas de la distribucion de la especie.

A pesar de que los marcadores nutricios no presentaron diferencias
significativas con respecto al estado de transformacion, si lo hicieron con su
concentracion en las cuatro ecorregiones (seccion 6.3.2., capitulo 6). Esto
permitié inferir que las diferencias oceanograficas de estas regiones modifican
el comportamiento y la dinamica de vida de los organismos. Mientras algunas
hembras adultas deben de buscar alimento en regiones de corrientes marinas
fuertes, como las Grandes Islas, otras tienen variedad alimenticia sin tanto
esfuerzo fisico, como ocurre en la zona sur. Es plausible que los valores
atipicos observados, como la creatinina, reflejan esto. Adicionalmente,
nutrientes como los lipidos dieron una pista de la calidad de alimento que las
hembras de lobo marino estan consumiendo, y complementando estos
resultados con las condiciones actuales de las zonas de estudio, es posible
tener un panorama mas completo del por qué la mayoria de las colonias del
Golfo de California presentan un declive en su abundancia (Adame et al.,
2020). Si la alimentacién impacta la fisiologia, incluyendo al sistema inmune, y
las respuestas a estresores, también puede haber impacto demografico debido
a esto. Finalmente, el consumo de una presa determinada en vez de otra
también modifica las reservas de algunos nutrientes, como el hierro, que puede
impactar el sistema inmune (Alkhateeb et al., 2013) e incluso llegar a modificar
hasta la microbiota (Moreira et al., 2020).

Debido a que en los ultimos afios se ha reconocido a la inflamacién
crénica como una pieza clave para el desarrollo del cancer (Nova et al., 2002;
Alpizar-Alpizar et al., 2009; Grivennikov et al., 2010), conocer como se podria
manifestar esta en el lobo marino de California es un punto fundamental. Los
resultados encontrados en esta tesis permitieron ver que la produccion de IL-
10, citocina anti-inflamatoria, es favorecida en los individuos analizados. Esto
incluso en aquellos con alguna infeccion viral o con epitelios transformados en

el grado mas alto para esta zona (seccién 7.3.2., capitulo 7). Hay una amplia
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gama de temas a explorar en el futuro en relacién a esto; la primera y mas
importante seria evaluar a los organismos con procesos cancerigenos locales o
avanzados, poder usar otros marcadores como la proteina reactiva C e incluso
explorar otros marcadores asociados a la inflamacion crénica. Todo esto
permitiria continuar investigando si el lobo marino de California tiene una
tendencia a producir citocinas anti-inflamatorias, y en elucidar como impactaria
esto al desarrollo de enfermedades como el cancer.

Al ser esta investigacion parte de otra mas grande, fue posible contar
con datos adicionales como la presencia de virus de interés y la presencia de
células binucleadas y de coilocitos, tipicas de transformacion celular asociada a
virus. Se encontré que la presencia de OtHV-1 esta predicha por la region y la
interaccion de nivel tréfico y 5'°C, de igual manera sucedié con la presencia de
coilocitos (seccion 5.3.3., capitulo 5), mientras que las células binucleadas solo
se asociaron a la region ecologica. Esto permite advertir que la zona donde se
encuentra la lobera, asi como las presas que los individuos consumen
interactuan entre si para favorecer o no la presencia de factores clave en la
transformacién epitelial genital. En cuanto a los marcadores nutricios: el
colesterol, los triglicéridos y OtHV-1 presentaron una relacién con la
transformacién que ya ha sido reportada en ratones y en seres humanos
(Lange et al., 2018; Aurubin et al, 2021) y que hasta ahora no se habia
reportado para lobos marinos de California. Por otra parte, el colesterol y la
glucosa presentaron concentraciones diferentes en los organismos con o sin
células binucleadas, permitiendo comprender fendmenos asociados con la
transformacion maligna, como la modificacién del consumo de glucosa en
organismos con células epiteliales transformadas (Shaw, 2006; Matus-Ortega
et al., 2020).

Adicionalmente, en esta tesis se propuso una nueva division,
longitudinal, de las colonias del Golfo de California. Esta division permite
integrar un nuevo e importante factor que impacta a la vida silvestre: las
actividades y el desarrollo antropogénico. En las colonias de California se
permite especular que la cercania a zonas de alto desarrollo antropogénico

tiene impacto en rubros como los contaminantes (Ylitalo et al., 2005; Del Toro
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et al., 2006; Randhawa et al., 2015), por lo que es fundamental comenzar a
considerar esta perspectiva en el Golfo de California. En los ultimos afos se
han propuesto desarrollos turisticos e industriales de gran impacto (Avendafio,
2024; Secretaria de Economia, 2024); por esto, la nueva propuesta de division
permitiria conocer con mas profundidad como las condiciones actuales de las
zonas con disturbio y sin disturbio han modificado la vida y la salud de especie
centinela como el lobo marino de California, con esto se fundamentaria el
apoyo o no a estos proyectos.

Considerando esta division de la zona de estudio, se encontrd
informacion importante como el aumento de la probabilidad de que los
individuos presenten un mayor grado de transformacion epitelial, infeccién del
virus OtHV-1 y la presencia de coilocitos o de células binucleadas (detalles en
la seccion 5.3.3. del capitulo 5). Con estos resultados, seria importante seguir
explorando esta propuesta para ver en que otros aspectos la dinamica de la
especie esta bajo impacto antrépico.

Esta tesis es un estudio de algunos factores que conforman un proceso
complejo. Se explor6 cdmo algunos factores, como la dieta y la nutricién,
pueden impactar la fisiologia de un organismo. La dieta y la nutricion son
determinados por las condiciones del ecosistema, e impactan en el crecimiento
y persistencia de las poblaciones de depredadores. Es cierto que la mayoria de
los procesos cancerigenos que desarrollan los organismos en vida silvestre
pasan inadvertidas, y que muchas de ellas cobran interés cuando el numero de
organismos disminuye como en el caso del demonio de Tasmania (Hawkins et
al., 2006; Siddle et al., 2007), la zorra de la Isla Catalina, Urocyon littoralis
catalinae (Vickers et al., 2015) o las belugas de St Lawrence (Martineau et al.,
2002). Sin embargo, hay también reportes de tumores, que aunque sea
improbable que impacten a nivel demografico, pueden ser importantes de
considerar, ya que podrian disminuir la longevidad de los organismos, como se
ha discutido para la foca gris (Halichoerus grypus) en el Baltico (Backlin et al.,
2003) queo para la nutria (Enhydra lutris; William and Pulley, 1981).

Ante el cancer como un padecimiento complejo y ante el panorama

actual de cambios ecosistémicos antropicos y naturales, es fundamental
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identificar las patologias que puedan impactar, de manera directa e indirecta, la
dinamica poblacional de especies claves. También es primordial acelerar el
conocimiento y reconocimiento del impacto antropico en la viabilidad de las
poblaciones silvestres. Desde la presencia de asentamientos humanos hasta la
presencia de grandes industrias que nos alimentan y nos visten, las actividades
humanas generan un impacto en la salud y el bienestar de los organismos
silvestres. El cancer espontaneo es un ejemplo claro de que los cambios
repentinos e impredecibles a diversos aspectos de la historia natural de una
especie pueden afectar su fisiologia y habitos de vida, impactando
potencialmente su salud e incluso, su papel ecolégico dentro del ecosistema.

Esta tesis sento las bases para un primer acercamiento a este tema.
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