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RESUMEN

En humanos es conocida la asociacion entre las alteraciones en la microbiota, o
disbiosis, y enfermedades cronicas como el asma, obesidad, enfermedades
inflamatorias, trastornos neurodegenerativos, problemas hepaticos y renales, asi
como varios tipos de cancer. El lobo marino de California (Zalophus californianus)
representa una oportunidad Unica para estudiar la relacién entre microbioma y
cancer en una especie silvestre. Esta especie tiene una predisposicion alta a
desarrollar, de forma espontanea, carcinoma urogenital (CUG), un tipo de cancer
altamente agresivo que afecta hasta al 25% de su poblacién en California, EEUU.
A la fecha no se han reportado casos de CUG en lobos marinos de las colonias
ubicadas en aguas mexicanas, pero si de una transformacion pre-oncogénica. El
objetivo de esta tesis fue caracterizar el microbioma cervical de hembras adultas de
lobo marino de California, e identificar componentes del microbioma asociados a la
transformacion epitelial, y su relacion con la presencia de dos virus oncogénicos,
gama herpesvirus OtHV-1 y papilomavirus ZcPv-1..Se extrajo el ADN de muestras
de epitelio cervical de hembras adultas que fueron capturadas en doce colonias
reproductivas del Golfo de California, y se secuencio la region V3-V4 del gen 16S
rRNA de cada muestra. Ademas se realizaron improntas para hacer el diagnéstico
citologico de acuerdo al sistema de clasificacion Bethesda para citologias vaginales.
Se analiz6 la clasificacion taxonémica de las secuencias y se calcularon las
diversidades alfa y beta, los valores de abundancia diferencial de acuerdo a la
procedencia geografica y estado de salud epitelial, asi como el modelado de redes
de co-ocurrencia. Se observo que la diversidad alfa del microbioma genital de las
hembras es menor en la region sur del Golfo de California, y que existen diferencias
en el grado de inflamacién del epitelio, asi como en la presencia de ADN de OtHV-
1. La diversidad beta vario entre regiones ecoldgicas. Las bacterias de las clases
Fusobacteriia y Clostridia fueron mas abundantes en el epitelio inflamado, en
epitelios con diagndstico citolégico asociado a lesiones precancerosas, e infeccion
por OtHV-1. Algunas de estas bacterias poseen mecanismos pro-oncogenicos,
aunqgue su relacién con el CUG es mas compleja que la causalidad directa, ya que
forman parte del microbioma nucleo, y son claves en la estructura de las redes de
co-ocurrencia.
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ABSTRACT

The association between microbiota alterations, or dysbiosis, and chronic
diseases such as asthma, obesity, inflammatory diseases, neurodegenerative
disorders, liver and kidney problems, and various types of cancer is known for
humans. California sea lion (Zalophus californianus) represents a unique
opportunity to study the relationship between microbiome and cancer in a wild
species. This species has a high predisposition to develop urogenital carcinoma
(UGC) spontaneously. This is a highly aggressive type of cancer that affects up
to 25% of its population in California, USA. To date, there are no reported cases
of UCG in sea lions from colonies in Mexican waters, but-pre-cancerous
transformation has been reported. The objective of this thesis was to
characterize the cervical microbiome of adult female California sea lions, and to
identify components of the microbiome associated with-epithelial transformation,
as well as their relationship with the presence of the oncogenic viruses OtHV-1
and ZcPv-1. DNA was extracted from cervical mucosa samples that had been
collected from adult females captured in twelve reproductive colonies within the
Gulf of California. The V3-V4 region of the 16S rRNA gene was sequenced and
cervical smears were assessed using the Bethesda classification system to
determine the status of the epithelium. The sequences obtained were processed
to identify their taxonomic position, calculate alpha and beta diversities,
differential abundance according to their geographic origin and epithelial health
status, and build models of co-occurrence networks. Alpha diversity was lower
in the cervical epithelium of females from the southern region of the Gulf of
California, and differed according to the level of inflammation, as well as
presence/absence of OtHV-1 DNA. Beta diversity differed between ecological
regions. Bacteria belonging to Fusobacteriia and Clostridia classes were more
abundant. insamples with epithelial inflammation, cytological diagnoses
associated with pre-cancerous lesions, and OtHV-1 infection. Some of these
bacteria have pro-oncogenic mechanisms, but their relationship with UCG is
likely more complex than direct causality, since they are part of the core
microbiome, and are key players in the structure of co-occurrence networks.

KEYWORDS
Urogenital carcinoma, California sea lion, genital microbiome, dysbiosis,

inflammation, OtHV-1, ZcPV-1, Fusobacteriia, Clostridia.
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INTRODUCCION

El cancer es un problema de salud importante para la medicina humana y
animal. Tipicamente, los casos de cancer en animales de vida silvestre son escasos;
sin embargo, hay reportes de cancer en algunas especies, entre ellas el demonio
de Tasmania, (Sarcophilus harrisii), el peramélido rayado occidental, (Perameles
bougainville), la ballena beluga, (Delphinapterus leucas), y el lobo marino de
California (Zalophus californianus) (McAloose y Newton, 2009). De estos reportes,
el del lobo marino de California cobra particular relevancia en términos de su
patogenia y epidemiologia, que es semejante al carcinoma ceérvico uterino del
humano, y a su alta prevalencia, que llega casi al 25% de los animales varados en
las costas de California (Browning et al., 2015)

En los afios 80 se reportd por primera vez la presencia de tumores de células
transicionales en diversos organos de lobos marinos adultos varados a los que se
les practico la necropsia. Posteriormente se determind su naturaleza urogenital, con
metastasis agresiva a distintos sitios (Gulland et al., 1996). Se han identificado
diversos factores asociados a este proceso de transformacion, entre ellos la
consanguinidad (Acevedo-Whitehouse et al., 2003), la presencia del locus Zaca-
DRB.A del MHC de clase Il (Bowen et al., 2005), aumento de la expresion de la
proteina p53, disminucion en la expresion de receptores de estrogenos (Colegrove
et al., 2009a), contaminantes ambientales (Ylitalo et al., 2005), infeccion por
gammabherpesvirus (Buckes et al.,, 2006) y la presencia de Streptococcus -
hemoliticos (Johnson et al., 2006). A la fecha, el carcinoma urogenital solamente se
ha encontrado en lobos marinos residentes en aguas estadounidenses, aunque en
aguas mexicanas se ha encontrado transformacion precancerosa (Barragan-Vargas
et al., 2016), lo que ha generado interés por entender cuales otros factores pueden

incrementar el riesgo de una malignizacion del epitelio.

El presente trabajo busca caracterizar el microbioma cervical del lobo marino
de California e investigar su relacibn con la transformacion epitelial genital

precancerosa. Para ello se colectaron muestras de 46 hembras adultas en 12 de las
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13 colonias reproductivas del Golfo de California. Se extrajo el ADN de las muestras
y se amplific6 un fragmento de la region 16S rRNA (Valenzuela-Gonzélez et al.,
2015), para posteriormente ensamblar y filtrar las secuencias brutas con ayuda de
software bioinformético, y compararlas con una base de datos de rARN bacteriano
(Quast et al., 2013). Se identificaron las variantes de secuencias amplificadas
(ASVs, por sus siglas en inglés) y se calcularon diversidades y abundancias
bacterianas (Callahan et al., 2016; Lahti y Shetty, 2018; McMurdie y Holmes, 2013)
para determinar la diversidad filogenética del epitelio cervical de las hembras con
respecto al estado de su epitelio, asi como a la presencia de infecciones por virus

potencialmente oncogénicos.
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ANTECEDENTES
La microbiotay el microbioma

Las bacterias son de gran importancia en el ambiente terrestre; basta
recordar que en el pasado las cianobacterias fueron capaces de modificar la
composicion de la atmésfera (Gibbons y Gilbert, 2015). Estos microorganismos son
ubicuos, llamandosele microbiota a los microorganismos presentes en un._nicho
ecologico particular (Sebastian y Sanchez, 2018). En animales, incluido el humano,
algunos de estos nichos ecoldgicos se encuentran en los epitelios-de |a piel, ojos,
intestinos, pulmones y en las mucosas genitales (Michel et al., 2017). En contraste,
el término microbioma se usa para denotar el conjunto-de los genes de los
microorganismos que ocupan un nicho ecologico dado (Michel et al., 2017;
Sebastian y Sanchez, 2018). El papel de la microbiota y su interaccion con el
hospedero es de gran importancia, dada la gran cantidad de bacterias que pueden
habitar en un organismo. Por ejemplo, se calcula que las bacterias presentes en el
ser humano tienen una relacion de 1:1 a 1:1.3 con respecto a las células humanas,
llegandose incluso a considerar a la microbiota como un 6rgano mas del cuerpo

humano (Alarcon et al., 2016; Sebastian y Sanchez, 2018).

Las relaciones simbidticas entre los microorganismo y sus hospederos
dependen del contexto, de tal manera que un microorganismo en particular puede
ser un comensal, mutualista o parasito para el hospedero segun diversos factores
genéticos, nutricionales y la presencia de otros microorganismos (Belkaid y Hand,
2014; Belkaid y Harrison, 2017). Una parte importante del contexto microbiota-
hospedero esta dado por el sistema inmune, con el cual la microbiota interactla,
promoviendo y valorando diversos aspectos, en una especie de “ajuste funcional’
(Belkaid y Harrison, 2017). Dicho ajuste sucede a nivel local, aunque puede tener
efectos sistémicos, como ocurre con la microbiota entérica. Por ejemplo, en ratones
se observo que el tamafio de las reservas de células mieloides en la médula ésea
se correlaciona con una mayor complejidad de la microbiota intestinal (Balmer et al.,
2014; Belkaid y Harrison, 2017).
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Varios efectores participan en mantener la homeostasis entre la microbiota
y el hospedero y evitar la colonizacion por otros microorganismos. Algunas células
epiteliales especializadas producen moco, que forma una barrera fisica entre el
epitelio y la microbiota; lo que se ha visto tanto en intestino como en pulmones
(Belkaid y Harrison, 2017; Mathieu et al., 2018). También la produccion de
inmunoglobulina 1g-A y diversos péptidos antimicrobianos ayudan a mantener la
homeostasis (Belkaid y Harrison, 2017; Mathieu et al., 2018). Las bacterias que
puedan llegar a traspasar estas barreras primarias, son fagocitadas por macréfagos
tisulares o células dendriticas en la lamina propia; presentan los antigenos
bacterianos a células Treg y Thl7; y estas sintetizan, entre otras citocinas, IL-22,
gue promueve la produccién de péptidos antimicrobianos, la produccion de moco y
regeneracion epitelial (Belkaid y Hand, 2014). Todos estos mecanismos limitan la
exposicion a moléculas inmunogénicas y antigenos de bacterias comensales, asi

como la activacion de sefales proinflamatorias (Belkaid y Hand, 2014).

La Ig-A juega un papel fundamental en el mantenimiento de las
comunidades bacterianas en sus respectivos nichos. Con ayuda de las células
dendriticas, los linfocitos B en las placas de Peyer del intestino producen Ig-A que
se une a antigenos de los comensales (Belkaid y Harrison, 2017). La Ig-A es llevada
por transcitosis a la luz gastrointestinal, donde evita la adhesion bacteriana al
epitelio y la translocacion a traves de él (Belkaid y Harrison, 2017). También limita
la movilidad de bacterias patégenas al unirse a las flagelinas, e intercepta bacterias
intracelulares y toxinas bacterianas; estas funciones las realiza sin activar el sistema
del complemento, disminuyendo asi las reacciones inflamatorias (Alarcon et al.,
2016; Belkaid y Harrison, 2017).

Ademas de las respuestas humorales, una poblacién de células Thly Th17
se encuentra en el epitelio intestinal y en la piel, y estas células son capaces de
responder a estimulos provenientes de la microbiota (Belkaid y Harrison, 2017).
Como se menciond antes, dichas células producen citocinas que promueven la

produccion de péptidos antimicrobianos y el reforzamiento de uniones celulares;
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también pueden fomentar la produccion de Ig-A (Belkaid y Harrison, 2017).

La microbiota provee ademas una barrera que impide la llegada o la
proliferacion de organismos potencialmente patégenos. Asi, los microorganismos
residentes ocupan los nichos disponibles y consumen los recursos existentes
(Guarner y Malagelada, 2003; Guarner, 2007; Belkaid y Hand, 2014). Los efectos
en la disponibilidad de nutrientes pueden afectar también la expresién de genes de
virulencia de patégenos como Escherichia coli enterohemorragica, Clostridium
difficile, Salmonella entérica y S. typhimurium (Belkaid y Hand, 2014). Algunas
bacterias directamente producen péptidos antimicrobianos que influyen en la
estabilidad de la microbiota, como E. coli en el intestino, que sintetiza bacteriocinas
gue inhiben el crecimiento de la variante enterohemorragica; o Staphylococcus
epidermitis, que genera proteasas que limitan la formacion de biofilms de S. aureus
en la piel (Guarner y Malagelada, 2003; Belkaid y Hand, 2014)

Diversos metabolitos bacterianos son capaces de saltar las barreras
anatoémicas y fisioldgicas, dispersandose a nivel sistémico e influyendo en procesos
como la hematopoyesis (Belkaid y Harrison, 2017). Los acidos grasos de cadena
corta producidos por bacterias intestinales promueven la activacion de precursores
de células dendriticas; mientras que los ligandos de receptores NOD1 estimulan a
las células madre ~mesenquimales a producir factores de crecimiento
hematopoyético, como IL-6 y 7, factor de células madre, FIt3L y ThPO (Belkaid y
Harrison, 2017; Iwamura et al., 2017). Los precursores de las células dendriticas
activadas por-acidos grasos pueden movilizarse a lugares tan distantes como los
pulmones;-y limitar la activacion de células Th2 (Belkaid y Harrison, 2017). En la
piel, la colonizacion por S. epidermitis favorece la llegada de células T CD8+ y
promueve vias de sefializacion antimicrobianas en los queratinocitos (Belkaid y
Harrison, 2017). Por otro lado, otras bacterias comensales pueden modular la
produccion de IL-1a, que controla la capacidad de los linfocitos T de producir otras
citocinas proinflamatorias como IFN-y e IL-17A (Belkaid y Hand, 2014; Belkaid y
Harrison, 2017).
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Es también relevante el papel de la microbiota gastrointestinal en el
metabolismo. En el colon humano los microorganismos metabolizan polisacaridos
vegetales no digeribles (fibras), algunas proteinas, secreciones enzimaticas, moco
y células descamadas (Guarner, 2011; Alarcon et al., 2016). La fermentacion de
polisacaridos vegetales produce acidos grasos de cadena corta que, ademas de los
efectos en la homeostasis inmune mencionados con anterioridad, también
representan una fuente extra de energia absorbible por el epitelio intestinal
(Guarner, 2011; Alarcon et al., 2016). Las bacterias intestinales producen algunas
vitaminas del complejo B y la vitamina K, y sintetizan amino&cidos a partir del
amoniaco y la urea (Guarner, 2011). También favorecen el metabolismo de &cidos
biliares, modificando la absorcién de lipidos y homeostasis del colesterol (Alarcon
et al.,, 2016). El 90% de la serotonina del cuerpo humano es producida por la
microbiota intestinal, y la produccion de GABA, factor neurotréfico derivado del
cerebro y otras sustancias involucradas en la plasticidad cerebral y el aprendizaje
emocional también estan mediados por vias de sefalizacion en las que se involucra

la microbiota intestinal (Schnorr et al., 2016)

Establecimiento del microbioma

Hasta hace poco se pensaba que la colonizacion bacteriana iniciaba tras el
nacimiento, sin embargo, estudios recientes han mostrado que dicha colonizacion
puede empezar antes (Alarcon et al., 2016). Se sabe que la placenta, antes
considerada esteéril, alberga un microbioma caracteristico, similar al de la cavidad
oral (Aagaard et al., 2014). En el liqguido amniotico y el meconio del recién nacido
también se ha podido encontrar evidencia de colonizacién bacteriana (Alarcon et
al., 2016; DiGiulio et al., 2008; Romano-Keeler y Weitkamp, 2015).

El calostro y la leche materna contienen, ademas de elementos nutritivos,
Ig-A, microorganismos y sus metabolitos, células inmunes y algunas citocinas
(Belkaid y Hand, 2014). La capacidad del neonato para aceptar la microbiota

transmitida por la madre a través de la lactancia esta dada, por una parte por las
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propias Ig-A maternas que restringen la activacion inmune, y por la inmadurez del
sistema inmune neonatal (Belkaid y Hand, 2014). El sistema inmune del neonato se
caracteriza por una produccion disminuida de citocinas proinflamatorias y un
desarrollo de linfocitos T y B sesgado en favor de respuestas regulatorias, lo cual
tiene el efecto secundario de incrementar la susceptibilidad a infecciones en el
recién nacido, pero asegura el establecimiento de la microbiota sin que se activen

respuestas inflamatorias (Belkaid y Hand, 2014).

La composicion de la microbiota neonatal del humano es similar entre la
piel y las cavidades nasal y oral, pero difiere entre estos sitios y el meconio (Chu et
al., 2017). Ademas, influye sobre la composicion de la microbiota el que el parto
haya sido natural o por cesarea. En el primer caso la microbiota de la piel y
cavidades nasal y oral es dominado por bacterias asociadas al epitelio vaginal
materno, mientras que en el segundo caso se encuentran mas bacterias asociadas
a la piel y al ambiente (Schnorr et al., 2016; Chu et al., 2017). Hacia las seis
semanas de edad este panorama cambia, encontrandose entonces diferencias
segun el sitio de procedencia, y ya no entre el modo de nacimiento (Chu et al.,
2017).

Durante los primeros meses de vida diversos factores van modelando la
composicion de la microbiota. Los microorganismos presentes en la leche materna
ayudan a configurar la microbiota intestinal, especialmente en los primeros meses
de vida, cuando este es el Unico alimento que ingiere la cria; e incluso influyen en
el desarrollo pulmonar (Tamburini et al., 2016; Robertson et al., 2019). En esta
etapa, existe una dominancia de organismos involucrados en el metabolismo de los
oligosacaridos de la leche materna, con presencia de Lactobacillus, Bifidobacterium,
Clostridium, Staphylococcus y Streptococcus (Tamburini et al., 2016; Robertson et
al., 2019). Una vez que se inicia la alimentacion sélida, se produce un incremento
en la diversidad microbiana, integrdndose microorganismos capaces de degradar
carbohidratos complejos, mucinas, y producir acidos grasos de cadena corta

(Robertson et al., 2019). A los 2-3 afios de edad la microbiota se considera “madura”
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en el humano (Alarcon et al., 2016).

Durante este periodo la exposicion a enteropatdégenos a través de
alimentos y agua contaminados y pobres condiciones de higiene puede provocar
alteraciones en la microbiota residente (Robertson et al., 2019). El uso de
antibidticos también puede producir disturbios, al reducir la abundancia de bacterias
como Lactobacillus y diversas clostridiales, con lo que disminuye la actividad de
linfocitos Th1l7 y la produccién de IL-22 (Tamburini et al., 2016). Esto puede
favorecer la aparicion de trastornos como asma, alergias alimentarias,
enfermedades inflamatorias intestinales e, incluso, diabetes tipo 2 (Tamburini et al.,
2016).

Disbiosis y cancer

En el ser humano se han realizado numerosas investigaciones sobre la
relacion entre alteraciones en el microbioma (condicién conocida como disbiosis) y
el desarrollo de algunas enfermedades. La enfermedad inflamatoria intestinal, el
sindrome de intestino irritable, asma, obesidad, enfermedades hepaticas y renales,
trastornos neurodegenerativos 'y artritis reumatoide son todas condiciones que se
han relacionado con estados de disbiosis (Pacheco-Pérez et al., 2019; Sebastian y
Sanchez, 2018).

Desde hace tiempo se sabe que el desarrollo del cancer tiene un
componente . genético, ademas de diversos factores ambientales, como la
exposicién a sustancias carcindégenas o la radiacion UV (Bhatt et al., 2017; Garrett,
2015). El desarrollo de nuevas técnicas de analisis de comunidades bacterianas, no
dependientes de cultivos, han permitido explorar de manera mas exacta el papel de

estas comunidades en el desarrollo del cancer (Rajagopala et al., 2017)

Actualmente once agentes biologicos estdn clasificados como

carcinogénicos para el ser humano por la Agencia Internacional para el Estudio del
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Céancer (IARC, por sus siglas en inglés): Los virus de Eptein-Barr, Hepatitis By C,
herpesvirus del Sarcoma de Kaposi, HIV-1, virus del papiloma humano, virus
linfotropico humano de células T tipo 1, los parasitos Clonorchis sinensis,
Opisthorchis viverrini, Schistosoma haematobium y la bacteria Helicobacter pylori,
gue promueve el desarrollo de cancer de estbmago (Bhatt et al., 2017; Bouvard et
al., 2009). Sin embargo, la relacion entre microbioma y cancer, dada la gran
cantidad de especies presentes, va mas alld de una causalidad directa entre la
bacteria y la enfermedad (Michel et al., 2017)

Se han identificado varios mecanismos por los cuales un estado de
disbiosis puede promover el desarrollo del cancer. Existen bacterias que producen
sustancias que producen dafo directo al ADN, o bien dafio indirecto al alterar
funciones inmunes (Garrett, 2015; Rajagopala, et.al., 2017). Otras activan vias de
sefalizacion de proliferacion celular, o son capaces de alterar el metabolismo del

hospedero o el de otras bacterias (Garrett, 2015).

Helicobacter pylori, ademas de inducir inflamacidén crénica, produce la
citotoxina, CagA, que interactla con la 3-catenina, una proteina involucrada en una
via de sefalizacion, Wnt- B-catenina, que regula el crecimiento y la proliferacion
celular (Garrett, 2015). La bacteria H. pylori altera esta via, llevando al desarrollo de
cancer (Garrett, 2015, Ochoa-Hernandez et al., 2012). Fusobacterium nucleatum, si
bien aun no esta reconocida por la IARC como carcinogénica, tiene mecanismos
gue estan siendo estudiados por su contribucion en el desarrollo del cancer de colon
en humanos (Garret, 2015). A través de su proteina de adhesion FadA, modula la
E-cadherina y B-catenina en el colon, incrementando la expresion de diversos
factores de transcripcion, oncogenes y genes relacionados con la respuesta
inflamatoria; con esto estimula la proliferacion celular y crea un microambiente
proinflamatorio en el colon (Garret, 2015; Rubinstein et al., 2013). También
promueve la infiltracidn de macréfagos asociados a tumores (TAM) que producen
factores de crecimiento epitelial y factores pro-angiogénicos e inhiben la

citotoxicidad de las células NK (Hashemi Goradel et al., 2018).
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Escherichia coli produce la colibactina, una toxina que directamente
produce dafio al DNA, al igual que la toxina distensora citoletal (CDT), que es
metabolizada por muchas proteobacterias € y y (Garret, 2015; Rajagopala, et al.,
2017). La toxina de Bacteroides fragilis (Bft), en contraste, no produce dafo directo
al ADN, pero desencadena la liberacion de especies reactivas de oxigeno (ROS),
qgue a la larga pueden alterar los mecanismos de reparacion (Garret, 2017). Otros
metabolitos bacterianos, como el lipopolisacérido de la pared celular de bacterias
Gram negativas puede inducir inflamacion hepatica cronica, promoviendo el
desarrollo de carcinoma hepatocelular; ademas en este caso se trata de un efecto
a distancia, proveniente de bacterias gastrointestinales, y cuyos metabolitos viajan
por via sanguinea a sitios lejanos (Rajagopala, et al., 2017).

Microbioma cervicovaginal

El cérvix, la porcion fiboromuscular inferior del Gtero, posee dos zonas bien
diferenciadas: un endocérvix, que termina en el orificio interno hacia la cavidad
uterina; y el exoceérvix, que finaliza en el orificio interno que desemboca en la vagina
(Sellors y Sankaranarayanan, 2003). El endocérvix esta cubierto de epitelio
cilindrico, formado por una Unica capa de células; esta capa se pliega formando las
criptas endocervicales (Sellors y Sankaranarayanan, 2003). El exocérvix, al igual
gue la vagina, esta formado por epitelio escamoso estratificado; se distinguen los
estratos basal, parabasal, intermedio y superficial (Sellors y Sankaranarayanan,
2003). Existe una zona de convergencia de ambos epitelios, denominada union
escamoso-cilindrica, donde se puede apreciar un “escalén” dado por la diferencia

de altura entre los epitelios (Sellors y Sankaranarayanan, 2003).

Incluso regiones genitales mas internas contienen bacterias comensales:
Hasta hace poco, se creia que el utero y las trompas de Falopio eran ambientes
estériles, pero recientes investigaciones han mostrado que en estos sitios también

hay comunidades bacterianas variadas (Chen et al., 2017). Sin embargo, el tracto
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reproductivo superior tiene mayor diversidad de bacterias, mientras que, en general,
el tracto reproductivo inferior posee una marcada dominancia del género
Lactobacillus (Chen et al., 2017). A su paso por el canal de parto, la vagina es
colonizada por dicho género; sin embargo, hasta antes de la pubertad la mucosa es
delgada y escasa en nutrientes, lo que no favorece su proliferacién (Alvarez-
Calatayud et al., 2015; Alarcén et al., 2016). La microbiota prepuberal es resultado
de la contaminacion desde la piel e intestino, con dominancia de las" familias
Enterobacteriaceae y Staphylococcaceae (Alarcon et al., 2016; Alvarez-Calatayud
et al., 2015; Torcia, 2019). En la pubertad el epitelio se hace mas grueso y empieza
a secretar exudados (fluido cervicovaginal), ricos en nutrientes y mucinas, péptidos
antimicrobianos como B-defensina, lipocalina, elafina, SLPI (Inhibidor de proteasas
secretado por leucocitos), e inmunoglobulinas Ig-A e 1g-G. (Alvarez-Calatayud et al.,
2015; Torcia, 2019). Ademas, el aumento en la produccion de estrogenos favorece
la acumulacion de glucégeno, que es degradado a maltosa, maltotriosa y a-
dextrinas por la a-amilasa presente en el epitelio vaginal (Torcia, 2019; Witkin y
Linhares, 2017). Estos carbohidratos son aprovechados por los Lactobacillus,
permitiéndoles convertirse en las especies dominantes durante la madurez sexual
del hospedero (Witkin y Linhares; 2017).

Son cuatro las especies de Lactobacillus que suelen encontrarse en mayor
abundancia en el epitelio vaginal: L. crispatu, L. gasseri, L. iners y L. jensenii. (Martin
et al., 2008; Lewis et-al., 2017; Laniewski et al., 2018) En algunas mujeres se ha
encontrado predominancia de anaerobios obligados, como Gardnerella, Atopobium,
Prevotella y Sneathia (Lewis et al., 2017; Laniewski et al., 2018). Las comunidades
bacterianas vaginales del humano se pueden dividir en distintos grupos, segun las
bacterias predominantes; la clasificacion mas usada distingue entre cinco tipos de
condicion comunitaria (CST) (Lewis et al.,, 2017). Los CST I, II, Il y V estan
dominados respectivamente por L. crispatus, L. gasseri, L. iners y L. jensenii (Lewis
et al., 2017). EI CST IV es mas heterogéneo con mayor proporcion de anaerobios
obligados, y se divide en dos subtipos, CST IV-Ay CST IV-B, teniendo la segunda

menor proporcion de Lactobacillus y mayor cantidad de anaerobios obligados que
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la primera (Lewis et al., 2017). Estas comunidades son dinamicas y pueden cambiar
de unas a otras, aunque CST | suele ser muy estable, CST I, lll y V menos estables
y el CST IV puede tener cambios rapidos a otras condiciones; finalmente, varias de
las especies halladas en el CST V-B se han asociado a vaginosis bacteriana (Lewis
et al., 2017; Laniewski et al., 2018).

Lactobacillus forma biopeliculas que evitan la colonizacién de otras
bacterias, al adherirse de manera especifica a las células epiteliales, ayudados por
el fluido cervicovaginal (Martin et al., 2008; Aldunate et al., 2015). También
producen diversas sustancias con potencial antimicrobiano, como especies
reactivas de oxigeno (ROS), bacteriocinas, agentes tensoactivos y acido lactico
(Alvarez-Calatayud et al., 2015; Martin et al., 2008). L. crispatus y L. jensenii pueden
disminuir la secrecion de IL-6, IL-8 y TNFa, generando un ambiente adverso para el
desarrollo de patdgenos potenciales, pero sin desencadenar inflamacion (Aldunate
et al., 2015; Witkin y Linhares, 2017)

En el microambiente vaginal existe un flujo de sangre limitado, lo que
resulta en anaerobiosis, bajo la cual las células epiteliales producen acido lactico
por el metabolismo anaerobio de la glucosa, aunque son los Lactobacillus los que
aportan la mayor parte (Witkin'y Linhares, 2017). Gracias a este compuesto, el pH
vaginal se mantiene por debajo de 4, lo que por si solo inhibe el crecimiento de
muchas bacterias, aunque no es el Unico efecto (Martin et al., 2008; Alvarez-
Calatayud et al., 2015; Kwasniewski et al., 2018). Existen dos is6meros del acido
lactico, D- y L-y las células humanas en su mayoria solo producen el L-acido lactico,
mientras que los lactobacilos, a excepcidon de L. inners, pueden producir ambos
(Witkin 'y Linhares, 2017). El isbmero L- disminuye la produccién de una
metaloproteasa de matriz extracelular (MMP-8) que puede degradar el tapdn
mucoso cervical, y con ello permitir la entrada de bacterias al tracto genital superior
(Witkin y Linhares, 2017).

El D-4cido lactico es un inhibidor de la histona-deacetilasa y activador de
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enzimas de reparacién de ADN, por lo que ayudaria al epitelio vaginal a recuperarse
del dafio por quimicos externos y compuestos presentes en el semen (Witkin y
Linhares, 2017). La inhibicibn de histona-deacetilasa también puede activar la
transcripcion de genes de la respuesta inmune innata, como la lipocalina asociada
a gelatinasa de neutrdfilos, que a su vez inhibe los sideréforos bacterianos,
disminuyendo el aprovechamiento de hierro y por ende su crecimiento; también
promueve la activacion de linfocitos Th17, la maduracion de células dendriticas y la
produccion de interferon (Witkin y Linhares, 2017; Kwasniewski et al., 2018). Otra
accion del acido lactico es la promocion de la autofagia, gracias la cual las células
pueden secuestrar organelos o proteinas defectuosas, bacterias intracelulares,
virus y protozoarios dentro de autofagosomas, para su posterior degradacion (Witkin
y Linhares, 2017).

Como ya se menciono antes, el CST IV-B tiene en su composicion una alta
abundancia de bacterias asociadas con vaginosis bacteriana y los Lactobacillus
dejan de ser los organismos predominantes; no obstante, un alto porcentaje de
mujeres estan clinicamente sanas a pesar de tener microbiotas tradicionalmente
asociadas a estados de disbiosis (Lewis et al., 2017). Aun asi, la pérdida de
dominancia de Lactobacillus puede llevar a cambios en la homeostasis epitelial, con
produccion de citocinas. proinflamatorias, reclutamiento de células inmunes y
reduccion en la viscosidad del fluido cervicovaginal debido a la produccién de
enzimas degradadoras de mucina (Lewis et al., 2017; Torcia et al., 2019). Bacterias
como Gardnerella, Atopobium, Prevotella, Megasphera, y Sneathia entre otras,
producen acidos organicos de cadena corta distintos al acido lactico, como acetato,
butirato, propionato y succinato (Aldunate et al., 2015). El acetato y el butirato
inducen la produccion de citocinas proinflamatorias por parte de los linfocitos
mononucleares en sangre periférica; mientras que el succinato y el acetato inhiben
la migracion de neutrofilos y monocitos, por lo que favorecen el crecimiento
indiscriminado de las bacterias causantes de vaginosis bacteriana (Aldunate et al.,
2015).
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La vaginosis bacteriana se asocia con inflamacion genital crénica y una
mayor persistencia de infecciones por virus del papiloma humano (VPH), el cual es
un conocido agente con potencial carcinogénico (Lewis et al., 2017; Kwasniewski et
al., 2018; Laniewski et al., 2018). Ademas, patdgenos como Chlamydia trachomatis
han sido asociados con el desarrollo de neoplasias cervicales (Audirac-Chalifour et
al., 2016). Chlamydia trachomatis tiende a activar la respuesta inmune por linfocitos
Th2, produciendo inflamacion cronica, ademas de dificultar el aclarado del VPH, que
se lleva a cabo por mecanismos mediados por linfocitos Thl; promueve laliberacién
de citocinas proinflamatorias, radicales libres y 6xido nitrico, lo que puede provocar
dafio en el ADN y en las proteinas reparadoras (Hernanz-Lozén, 2017; Pinzén-
Fernandez, 2019). Ademas, C. trachomatis expresa en su membrana una proteina
de choque térmico conocida como cHSP60, que es capaz de generar inmunidad
cruzada con la HSP60 humana, generando autoinmunidad contra las células
epiteliales, y generando con ello mas inflamacion crénica (Jutinico-Shubach et al.,
2017; Pinzén-Fernandez, 2019). Para perpetuarse en las células infectadas, inhibe
la accion de diversas vias apoptoticas, y también disminuye la expresion de genes
supresores de tumores y aumenta la de algunos oncogenes, lo cual, en conjunto,

favorece la aparicion del cancer (Pinzén-Fernandez, 2019).

Diversas bacterias del orden Mycoplasmatales, como Mycoplasma
hominis, M. genitalium, Ureaplasma urealyticum y U. parvum se relacionan con
mayor riesgo de infeceion por VPH, y en particular con la infeccidén por cepas de alto
riesgo oncogeénico del VPH (genotipos 16, 18, 31, 33 y 35, entre otros) y resultados
anormales en-citologias cervicales. Dicha relacion se explica por la induccién de
citocinas proinflamatorias y por una alteracién en los patrones de expresion de
diversos oncogenes y genes supresores de tumores debido a la infeccién por estas
bacterias (Guijon et al., 1992; Zhang et al., 2006; Ye et al., 2018; Klein et al., 2019;
Torcia, 2019)

Aqui hay que resaltar que la dominancia de Lactobacillus parece ser

caracteristica Unica del ser humano; en otros mamiferos estudiados a la fecha la
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abundancia de estas especies ronda el 1% (Miller et al., 2016). Bacterias como
Gardnerella, Sneathia y Prevotella tienen una alta prevalencia en primates no
humanos, encontrandose similitudes entre el microbioma de macacos cangrejeros
(Macacca fascicularis) y el CST IV-A del humano (Miller et al., 2016; Nugeyre et al.,
2019). En el perro, los géneros predominantes en el microbioma vaginal son
Ralstonia, Hydrotalea y Mycoplasma; en el cuyo (Cavia porcellus) los géneros
Anaerococcus, Peptoniphilus, Aerococcus, Facklamia y Allobaculum son los que
predominan; mientras que la microbiota genital de la vaca y de ovejas contiene a
Aggregatibacter, Streptobacillus y Phocoenobacter como las bacterias mas
abundantes (Swarts et al., 2014; Neuendorf et al., 2015; Lyman et al., 2019).

Otra diferencia importante entre el ambiente vaginal humano y el de otras
especies es el pH, que en mujeres sanas se mantiene inferior a 4, mientras que, en
vacas, cabras, ovejas, ratas grises, cuyos, hamsters 'y el perro esta por encima de
6.5 (Martin et al., 2008; Miller et al., 2016). Solo el babuino de Anubis (Papio anubis)
y el chimpancé (Pan troglodytes) presentan un pH vaginal cercano a 6, con valores

similares a los del humano con vaginosis bacteriana (Miller et al., 2016).

Diversas hipétesis han sido formuladas para explicar estas diferencias, la
mayoria no tienen aun sustento experimental (Miller et al., 2016). Se sugiere que la
dominancia de Lactobacillus fue seleccionada a lo largo de la evolucion al conferir
proteccion del microambiente vaginal del humano, mientras que en otras especies
se dieron mecanismos similares, pero independientes de la colonizacién de
especies_de Lactobacillus (Miller et al., 2016). Otra hipotesis propone que el
surgimiento de la agricultura, la coccion de los alimentos y los altos niveles de
amilasa en la saliva permitieron al ser humano tener una dieta alta en almidon, lo
gue facilité la acumulacién de glucégeno en diversos tejidos, entre ellos el epitelio

vaginal; favoreciendo asi la proliferacion de Lactobacillus (Miller et al., 2016)

Microbioma nucleo

La idea de un nucleo microbiano o microbioma central, denominado “core
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microbiome” en inglés, surge para intentar explicar la gran variacion en la
composicion de las comunidades microbianas entre individuos en comparacion con
la homogeneidad funcional de dichas comunidades (Valderrama, 2017). El
microbioma nucleo se puede definir como el conjunto de miembros compartidos
entre poblaciones microbianas en habitats similares (Shade y Handelsman, 2012).
Basandose en conceptos ecoldgicos tradicionales, se han propuesto algunas
pautas para definir qué miembros de una comunidad corresponden al microbioma

nacleo (Shade y Handelsman, 2012).

El nacleo de membresia corresponde a aquellas unidades taxondémicas
operacionales (OTUs) o variantes de secuencia de amplicon (ASVs) compartidos
por un cierto porcentaje de individuos en la poblacion de estudio (Shade y
Handelsman, 2012; Valderrama, 2017), siendo estas ultimas las que se utilizaran
en el presente estudio, debido a su mayor resolucién, reproductibilidad para futuros
estudios y por no estar limitados por la falta de bases de datos de referencia
completas (Callahan et al., 2017). El porcentaje usado como criterio para definir a
un ASV como perteneciente al nicleo de abundancia varia segun los autores, desde
un 50% hasta un 95% (Tap et al.; 2009; Valderrama, 2017).

Otro concepto importante es el nucleo de composicion, que se refiere a
aquellos OTUs/ASVs que tienen un cierto intervalo de abundancia en los individuos
estudiados (Shade y Handelsman, 2012; Valderrama, 2017). Esto permite dilucidar
el rol de especies raras, comunes y dominantes en el ecosistema bacteriano (Shade
y Handelsman, 2012; Valderrama, 2017). El nlicleo de membresia-composicién se
refierea los OTU’s/ASV’s que cumplen las restricciones tanto de prevalencia como

de abundancia (Valderrama, 2017).

También se propone el concepto de nucleo filogenético, que ya no
consistiria en especies (OTUs/ASVs), sino de linajes comunes a los individuos en
el estudio, por lo que los nucleos bacterianos existirian en niveles evolutivos

diferentes a la especie (Shade y Handelsman, 2012; Valderrama, 2017). Esto parte
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de la suposicién de que dichos grupos compartirdn rasgos ecoldgicos o funcionales
(Valderrama, 2017). Esto no siempre sucede, pudiendo existir una gran diversidad
funcional enorme entre miembros de un mismo clado, como el phylum
Proteobacteria, que incluye bacterias heterétrofas, litétrofas y fotétrofas
(Valderrama, 2017). Por otro lado, una funcion puede estar distribuida entre distintos

grupos filogenéticos, como la fotosintesis (Shade y Handelsman, 2012).

El cancer

La palabra cancer engloba a una variedad de alteraciones que tienen en
comun un desequilibrio entre los mecanismos de proliferacion, diferenciacion y
muerte celular, que llevan al desarrollo de neoplasias malignas (Granados et al.
2013; Trigo y Valero, 2014). Una neoplasia es una masa de tejido que crece de
forma descoordinada y excesiva con respecto al tejido normal, careciendo de
finalidad y compitiendo por la energia (Trigo y Valero, 2014). La Organizacion
Mundial de la salud (OMS, 2018) considera que casi una de cada seis defunciones

en el mundo es debida al cancer.

Para comprender el cancer es indispensable conocer el ciclo celular. Este
es el periodo entre dos mitosis sucesivas y se divide en las fases GO. G1, S, G2y
M. La fase GO es de reposo, G1 y G2 son de crecimiento, en la S se sintetiza el
ADN y la fase M es la'mitosis; el paso de una fase a otra es controlado por distintos
tipos de proteinas reguladoras (Medina y Martinez, 2009; Trigo y Valero, 2014).
Existen tres puntos de control en que el ciclo se detiene para buscar y reparar
errores en-el DNA y los cromosomas: entre G1 y S, entre Sy G2, y en la metafase
de la mitosis (Medina y Martinez, 2009; Granados et al. 2013; Trigo y Valero, 2014).

Existen varios tipos de genes que controlan la replicacién y muerte celular.
Al funcionar correctamente pueden inhibir el desarrollo del céncer, pero su
disfuncion o alteracion puede llevar al desarrollo del cancer (Granados et al. 2013,

Trigo y Valero, 2014). Los principales genes involucrados son los proto-oncogenes,
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los genes supresores de tumores, los genes reparadores de ADN y los que codifican

la telomerasa (Granados et al. 2013; Dobson y Lascelles, 2014; Trigo y Valero,

2014). Algunos ejemplos de oncogenes, genes supresores de tumores y

reparadores de ADN se enlistan en el cuadro 1.

Cuadro 1. Algunos ejemplos de oncogenes, genes supresores de tumores y genes

reparadores de ADN

Oncogenes
Gen Funcién
ab1l Tirosin-cinasa, fosforila el extremo carboxilo de la RNA polimerasa Il
erbA Receptor del factor de crecimiento epidérmico
erbB Proteina transmembrana con actividad tirosin-cinasa
Fos Factor de transcripcién, forma complejos con miembros de la familia Jun
Myc Factor de transcripcién, se une al ADN con la proteina Max

Ha-ras y Ki-ras

Proteinas G

Sis Factor de crecimiento

Src P_rotel'na de membrana asociada a receptores, con actividad tirosin-
kinasa

Ets Factor de transcripcién, se‘une al ADN activado por la via Ras

Genes supresores de tumores

Gen Funcién

Rb Regulacion del ciclo celular

p53 Regula replicacion de ADN, proliferacion celular y apoptosis

DCC Caodifica una proteina relacionada con moléculas de adhesion

APC Inhibicion de sefiales de transduccion

WT1 Suprim_e transcr_ipcic’)r) de f_actores de crecimiento, como el factor de
crecimiento similar a insulina Il

NF1 Regulador de la accién de ras

INK4 Regula el paso del ciclo celular en el punto de restriccién de G1

KLF6 Regulacion transcripcional

BRCA1 Regulacion del ciclo celular y reparacion de ADN

CDH1 Proteina de adhesion celular

TGF-R1y TGF-RIl

Inhibidores de crecimiento

Genes reparadores de ADN

Gen

Funcion

UNG,SMUG1,MBD4,TDG,0G
G1

Reparacion de escision de bases

MGMT

Reversion directa de dafio

MSH2, MSH3, MSH6

Reparaciones de errores de apareamiento, reconocimiento de bucles y
errores

ADPRT

Protege de interrupciones de la hebra de ADN

XPC, RAD23B, CETN2,XPA,
RPA1,RPA2,RPA3

Reparacion de escision de nucledtidos

Elaborada con informacién de Alonso y Morales-Gonzales, 1994; Cooper, 2000; Wood et al., 2001; Granados
et al., 2013; Trigo y Valero 2014; Wang et al., 2018
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Los proto-oncogenes codifican para diversas moléculas involucradas en la
proliferacién y diferenciacion celular, como factores de crecimiento y transcripcion
(Trigo y Valero, 2014). Si un proto-oncogén sufre una alteracion, su funcion también
puede hacerlo, transformandose entonces en un oncogén (Granados et al. 2013;
Trigoy Valero, 2014). Las alteraciones pueden involucrar la produccién de proteinas
con una estructura y funcién anormal (oncoproteina) (Trigo y Valero, 2014); o
cambios en la regulacion de la expresidon genética, con lo que se activan de manera
sostenida, ignorando los estimulos reguladores (Granados et al. 2013; Trigo y
Valero, 2014).

Los genes supresores de tumores regulan la proliferacion celular, ya sea
activando vias que conducen a la apoptosis o muerte celular programada, o bien
deteniendo la progresion del ciclo celular (Granados et al. 2013; Trigo y Valero,
2014). La apoptosis es un mecanismo de regulacién en el numero de células,
controlado por varias proteinas a traves de tres vias principales: intrinseca,
extrinseca y de la perforina/granzima (Medina'y Martinez, 2009). Un equilibrio entre
proteinas antiapoptoticas y proapoptéticas mantiene regulado este proceso
(Granados et al., 2013). Las mutaciones en genes que codifican para estas
proteinas pueden permitir la supervivencia de células que normalmente serian
destruidas (Trigo y Valero, 2014).

El ADN puede sufrir diversos tipos de dafio, tanto por agentes externos,
como radiacion. UV o carcin6genos ambientales (hidrocarburos aromaticos,
aflatoxina B1,-contaminacion ambiental); como por factores internos, tales como
ROS producidas durante el metabolismo celular (Granados et al. 2013; Trigo y
Valero, 2014; Dang, 2015). Diversos genes codifican proteinas que monitorean la
estructura del DNA y reparan los errores que encuentren (Medina y Martinez, 2009;
Granados et al. 2013). Al existir una mutacion en alguno de estos genes, la célula
es incapaz de reparar los dafios en el ADN, generando inestabilidad genética
(Granados et al. 2013).
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Los telémeros son secuencias cortas y repetitivas de DNA, ubicados en los
extremos de los cromosomas, que los protegen de la fusion y degradacion, dandoles
mayor estabilidad (Trigo y Valero, 2014). En cada division celular, los telémeros se
van acortando, y al llegar a un nivel minimo, pierden su funcién, con lo que los
cromosomas se fusionan, llevando a la muerte celular; actuando como un reloj
mitético (Medina y Martinez, 2009; Trigo y Valero, 2014). El alargamiento de los
telomeros solo es posible gracias a la enzima telomerasa, presente de manera
normal solo en células germinales, y en bajos niveles en algunas progenitoras (Trigo
y Valero, 2014). Algunas mutaciones pueden reactivar la telomerasa, con lo que las
células pueden dividirse indefinidamente (proceso conocido como inmortalidad
celular), a su vez incrementando las posibilidades de que se malignicen y se
desarrolle el cancer (Medina y Martinez, 2009; Trigo y Valero, 2014).

En ausencia de infecciones virales 0 bacterianas que puedan activar
mecanismos pro-neoplasicos, se pueden ir acumulando mutaciones a lo largo de
los afios hasta que una célula normal se transforma y supera los mecanismos que
controlan la proliferacién (Medina y Martinez, 2009; Granados et al., 2013). Es por
esto que el cancer suele ser mas frecuente conforme incrementa la edad. Ademas,
diversos factores contribuyen ala acumulacion de mutaciones, como radiacion UV,
otras radiaciones ionizantes y diversas sustancias quimicas, asi como productos
propios del metabolismo (Medina y Martinez, 2009; Granados et al., 2013; Dang,
2015). En diversas etapas las células transformadas van adquiriendo caracteristicas
gue les permiten sobrevivir y transmitir dichas caracteristicas a sus células hijas; a
estas caracteristicas, Hanahan y Weinberg (2000) las denominaron “los marcadores
caracteristicos del cancer”, los cuales se van adquiriendo en eventos sucesivos de

mutacion (Nunney y Muir, 2015).

Los marcadores caracteristicos del cancer son evasion de supresores de
crecimiento, autosuficiencia en sefiales de proliferacion, resistencia a la apoptosis,
induccion de angiogénesis, activacion de inmortalidad mitética, y activacion de

invasion y metastasis (Hanahan y Weinberg, 2000; Dobson y Lascelles, 2014).
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Posteriormente fueron agregados dos marcadores mas, desregulacion energética,
que permite a las células cancerosas obtener los nutrientes necesarios para su
proliferacidén a expensas de células sanas; y evasion de la destruccion por parte del
sistema inmune (Hanahan y Weinberg, 2011; Nunney y Muir, 2015). La alteracion
en la diferenciacidén podria ser otro marcador caracteristico (Atkipis et al. 2015).

También se ha propuesto la existencia de dos “caracteristicas habilitantes”,
que facilitan la adquisicion de los marcadores caracteristicos: inestabilidad
gendmicay mutacion, y promocién de inflamacion tumoral. La primera caracteristica
directamente permite la aparicion de los marcadores, al acelerar la tasa de
mutacion. Mientras que la segunda caracteristica puede llevar a la alteracion del
microambiente alrededor de la neoplasia, haciendo que las células del sistema
inmune provean al tumor de factores de crecimiento, ROS con potencial
mutagénico, factores pro-angiogénicos, o enzimas que modifican la matriz
extracelular y facilitan la invasion y metastasis (Hanahan y Weinberg, 2011; Nunney
y Muir, 2015)

Neoplasias: Clasificacion y nomenclatura

De manera tradicional se suele dividir a las neoplasias en benignas y
malignas. Esta division depende de diversas caracteristicas de proliferacion, efectos
en el tejido adyacentey tendencia a invadir otros sitios, cercanos o lejanos (Dobson
y Lascelles, 2014; Trigo y Valero, 2014). Para fines descriptivos es una clasificacion
atil; sin embargo, un solo tipo de neoplasia puede tener un gran abanico de
comportamientos entre distintos individuos, o cambiar sus caracteristicas a lo largo

del tiempo en un individuo (Dobson y Lascelles, 2014; Trigo y Valero, 2014).

Una neoplasia benigna crece a un ritmo lento, y de manera expansiva, y
puede estar rodeada de una capsula de tejido fibroso. No suele tener efectos sobre
tejidos adyacentes, a menos que alcance un tamafio tal que provoque necrosis por

compresion. Ademas, esta bien diferenciada y generalmente no tiene efectos
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sistémicos. Por ultimo, una neoplasia benigna no genera metastasis (Dobson y
Lascelles, 2014, Trigo y Valero, 2014). En contraste, una neoplasia maligna crece
de forma rapida y tiende a infiltrar el tejido adyacente. Suele causar necrosis o
ulceracion de los tejidos adyacentes, mientras que a nivel sistémico frecuentemente
resulta una amenaza a la vida debido a su crecimiento destructivo y afectacion a
organos vitales. Una neoplasia maligna esta pobremente diferenciada, y las células
alteradas son capaces de generar metastasis (Dobson y Lascelles, 2014; Trigo 'y
Valero, 2014).

En cuanto a la nomenclatura, las neoplasias benignas se identifican con el
sufijo —oma que se afiade a la raiz de la célula de origen. Por otra parte, las
neoplasias malignas pueden nombrarse de dos maneras, segun su origen; a las que
provienen de células mesenquimatosas se les agrega el sufijo —sarcoma, mientras
gue los tumores malignos de origen epitelial se identifican con el sufijo —carcinoma
(Medina y Martinez, 2009; Granados et al., 2013; Trigo y Valero, 2014). Sin
embargo, no en todos los casos se cumplen estas reglas; en algunos casos se usan
nombres por costumbre, aunque no coincidan con las reglas citadas anteriormente
(linfoma, en vez de linfosarcoma), que aluden mas a caracteristicas morfoldgicas
gue al origen de la neoplasia (papiloma), o usando eponimos (linfoma de Hodgkin).
Las leucemias son neoplasias originadas en los 6rganos hematopoyéticos, y los

linfomas se originan enlos nddulos linfaticos (Granados et al., 2013).

Clasificacion de lesiones epiteliales cervicales

El cancer cervical es un tipo de cancer de alta incidencia, reportando
alrededor de 250,000 muertes por afio a nivel mundial (Laniewsky et al., 2018). Una
parte fundamental para su deteccion entre la poblacion es la citologia cervical
(Nayar y Wilbur, 2015). Existen varios criterios diagnoésticos para reportar los
resultados en dichas citologias, pero el mas extendido actualmente es el sistema
Bethesda, el cual considera distintas categorias de acuerdo a las caracteristicas

celulares (Nayar y Wilbur, 2015):
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1)

2)

3)

4)

5)

6)

Negativo a lesion intraepitelial: La muestra puede contener células escamosas,
endocervicales y endometriales; también puede incluir la presencia de cambios
celulares asociados a inflamacion, radiacion, cervicitis linfocitica y alteraciones
asociadas al uso de DIU.

ASC: Células escamosas atipicas. Representa una condicién un tanto ambigua,
gue incluye cambios no relacionados con infeccién por VPH y hallazgos que
sugieren la presentacion de una lesién escamosa subyacente, como radio
nucleo/citoplasma (N/C), hipercromasia, cromatina irregular 'y células
multinucleadas.

ASCUS: Células escamosas atipicas de significado indeterminado. Cambios
sugerentes a LSIL, pero insuficientes para una- interpretacion definitiva,
incluyendo coilocitosis incompleta (Células con halo citoplasméatico incompleto),
cambios que sugieren efecto citopatico de HPV.

ASC-H: Células escamosas atipicas, sin descartar HSIL. Presencia de células
metaplasicas atipicas inmaduras, aglomeraciones celulares, reparacion
marcadamente atipica, atrofia severa, células pequefias con radio N/C
incrementada, hipercromasia, cromatina irregular y formas nucleares
anormales.

LSIL: Lesion escamosa intraepitelial de bajo grado. Las células aparecen solas,
0 agrupadas en clusters o capas. Cambios celulares asociados a infeccion por
HPV, displasia celular ligera, coilocitosis, citoplasma queratinizado, eosinofilico
0 mas denso, anisocariosis, cromatina irregular y células bi o multinucleadas.
HSIL: Lesién escamosa intraepitelial de alto grado. Células agrupadas en capas
o sincitios. Displasia moderada o severa, con células mas pequefias que en
LSIL, marcado incremento de radio N/C, nulcleos generalmente
hipercromaticos, con algunos normocromaticos o hipocromaticos con contorno
nuclear irregular, anisocitosis, anisocariosis, nucleolos ausentes, citoplasma de

apariencia inmadura o densamente queratinizado (Nayar y Wilbur, 2015).

35



Céancer en vida silvestre

La multicelularidad es una de las transiciones evolutivas mas importantes
en la historia de la vida, pues permiti6 la expansién en formas de vida que
anteriormente se basaban exclusivamente en las formas de vida unicelulares,
gracias al desarrollo de nuevas caracteristicas fisiolégicas y de comportamiento que
le dieron a los organismos multicelulares ventaja sobre las formas ‘de vida
multicelulares (Aktipis et al., 2015). Mas que un evento Unico de evolucion, la
multicelularidad surgié de manera independiente en distintos grupos filogenéticos.
Animales, ascomicetos, basidiomicetos, plantas terrestres y algunos grupos de
algas representan cada linaje multicelular (Knoll, 2011; Niklas y'Newman, 2013).
Knoll (2011) distingue entre multicelularidad simple <y compleja, esta Ultima
caracterizada por diferenciacion en varios tipos celulares, adhesion y comunicacion
entre células, desarrollo de sistemas de transporte de nutrientes mas alla de la
difusion simple, y un desarrollo programado con organizacion tridimensional, donde
algunas células no estan en contacto directo con el medio exterior. La ventaja de la
multicelularidad como forma de vida es la diferenciacion celular y la especializacion
de tejidos. Sin embargo, esta requiere de coordinacion estrecha y que la unidad de

seleccion sea el individuo, no la célula (Knoll, 2011).

Existen caracteristicas conocidas como los cinco cimientos de la
multicelularidad compleja, que son necesarias para la cooperacion entre distintas
células y el éxito de un sistema multicelular. Dichas caracteristicas son la inhibicion
de la proliferacion, muerte celular controlada, mantenimiento del ambiente
extracelular, division del trabajo y distribucién de recursos. EIl cancer, de varias
formas, atenta contra estos cimientos, de tal manera que sus fallos pueden
emparejarse con los marcadores caracteristicos del cancer (Aktipis et al., 2015). En
otras palabras, podria decirse que una de las desventajas de la multicelularidad es

la aparicion del cancer.

El cancer ocurre en varios grupos de seres vivos (Aktipis et al., 2015;
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Ducasse et al., 2015), incluyendo vertebrados, urocordados, cefalocordados,
equinodermos, protdstomos, cnidarios, ascomicetos, y rodofitas (Aktipis et al.,
2015). Ademas, en otros grupos de organismos multicelulares en los que el cancer
no se ha reportado, como plantas, bacidiomicetos, amebozoos, algas verdes y
marrones, si se han encontrado fendmenos similares al cancer, caracterizados por

una proliferacion y diferenciacion anormal (Aktipis et al., 2015).

Si bien para el humano y animales domésticos, la relevancia del-cancer en
términos de mortalidad y morbilidad esta bien documentada, en fauna silvestre no
parece ser tan comun ni tener un impacto poblacional tan marcado (McAloose y
Newton, 2009; Browning et al., 2014; Ewald y Swain, 2015). Se suele dar mayor
relevancia a otros factores como el parasitismo, la depredacion y desnutricion como
causas de muerte (Kokko y Hochberg, 2015). Sin embargo, el diagndéstico del cancer
en vida libre es complejo debido a la dificultad de monitorear individuos que en
ocasiones residen en territorios extensos, el acceso complicado a muestras debido
a obstaculos ambientales, pérdida de tejidos por descomposicién, depredacion o
carrofieo, y la falta de técnicas de diagnoéstico validadas para estas especies
(McAloose y Newton, 2009). Incluso, los datos obtenidos de animales silvestres en
cautiverio pueden no ser del todo exactos, y provocar confusion sobre la prevalencia

real de cancer en vida silvestre (Abegglen et al., 2015; Pessier et al., 2016)

Aun asi, en algunas especies se ha reportado cancer recurrente. Algunos
ejemplos son los tumores faciales en el demonio de Tasmania, Sarcophilus harrisii,
papilomatosis-en el peramélido rayado occidental, Perameles bougainville,
fibropapilomatosis en varias especies de tortugas marinas, una variedad de
neoplasias en ballenas belugas, Delphinapterus leucas, del estuario de San Lorenzo
y el CUG del lobo marino de California, Zalophus californianus (Browning et al.,
2014, McAloose y Newton, 2009). En este ultimo, la relevancia del CUG en términos
de su prevalencia y similitud con una neoplasia del humano, lo llevé a ser propuesto

como modelo para el estudio de la oncogénesis (Browning et al. 2015).

37



El carcinoma urogenital del lobo marino de California

Hasta 1974 solo se habian reportado siete casos de neoplasias en
pinnipedos. Sin embargo, en la década de los 80 se detectd un carcinoma de células
transicionales en el lobo marino de California. De 1979 a 1994 la prevalencia de
esta patologia fue del 18% (66/370) en individuos adultos y subadultos varados.a
los que se les realizé necropsia, en la costa de California, EEUU (Gulland et al.,
1996). Dos décadas después, Deming et al. (2018) reportaron una prevalencia del
23% en 932 adultos varados entre 2005 y 2015.

Lipscomb et al. (2000) identificaron neoplasias intraepiteliales en vagina,
cérvix, Utero, pene y prepucio, y concluyeron que el origen del carcinoma debe ser
genital, ya que las lesiones genitales presentan -diferenciacion glandular en
hembras, mas no en machos, imitando lo que pasa en tejido glandular sano. Debido
a que la uretra se ve afectada en un 31% de sus casos de estudio, Colegrove et al.
(2009a) consideran que el carcinoma debe considerarse de origen urogenital,

aungque mencionan que no encontraron lesiones primarias en vejiga urinaria.

Colegrove et al. (2009a) caracterizan las neoplasias de manera similar al
sistema ya establecido para lesiones genitales en seres humanos, considerando
cuatro grados. El primero, de bajo grado, conocido como LGIL (por sus siglas en
inglés: Low grade intraepitelial lesion), se caracteriza por una ligera displasia celular
y proliferacion .confinada al tercio bajo del epitelio. El segundo es de alto grado,
conocido como HGIL (por sus siglas en inglés: High grade intraepitelial lesion) y se
caracteriza por displasia moderada a marcada y proliferacion de células
parabasales atipicas, involucrando de un tercio a todo el epitelio. El tercer grado
implica invasién mas alla de la membrana basal del epitelio, y el cuarto considera la
presencia de tumores metastasicos. Deming et al. (2018) clasifica los casos en dos
etapas, temprana y avanzada. En la etapa temprana se encuentran los individuos
con carcinoma in situ o localmente invasivo y en la segunda, aquellos con carcinoma
in situ y metastasis, carcinoma invasivo con metastasis, y animales donde no se

identifico la lesién primaria, pero presentaban metastasis. De los individuos
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estudiados por Deming et al (2018), el 22% presentaban un estadio temprano de
cancer, y el 78% un estadio avanzado.

El carcinoma urogenital del lobo marino de California cominmente
presenta metastasis en diferentes sitios. Son frecuentemente afectados linfonodos
sublumbares, pulmoén, higado, Gtero, ovarios, rifion, vejiga urinaria, glandulas
adrenales, mesenterio, mediastino, diafragma, bazo y uretra (Gulland et al., 1996;
Lipscomb et al., 2000; Deming et al., 2018). En muchos individuos se-encuentra
hidronefrosis e hidrouréter como consecuencia del agrandamiento de los linfonodos
sublumbares (Gulland et al., 1996; Deming et al., 2018). Con menor frecuencia se
hallan focos metastasicos en corazén, uréter, musculo esquelético, intestino,
cerebro, tonsilas, aorta, pericardio, prostata, medula espinal, vértebras y pituitaria
(Gulland et al., 1996; Lipscomb et al., 2000; Deming et al., 2018)

Los animales con estadios avanzados de cancer presentan diversos signos
clinicos, que incluyen la emaciacion, anorexia, distintos grados de paralisis o
paresia, distension abdominal, hinchazon en aletas traseras, edema perineal, y con
menor frecuencia prolapso rectal, vaginal o peneano, necrosis del pene y fistulas en
la region sacra (Deming et al., 2018, Gulland et al., 1996). El carcinoma urogenital
provoca la muerte del 95% de los lobos marinos que tienen estadios avanzados,
mientras que en los estadios tempranos la muerte se asocia con intoxicacion por
acido domoico, trauma, leptospirosis 0 neumonia, y el carcinoma es un hallazgo
incidental en la necropsia (Deming et al., 2018). Resulta interesante el que se haya
encontrado evidencia de LSIL en animales jovenes, previos a la madurez sexual,
por lo que se propone que la transformacion epitelial puede iniciar en etapas
tempranas, aunque otros factores interactian para que se termine desarrollando el
carcinoma (Barragan-Vargas et al., 2016; Browning et al., 2015). Entre estos
factores se incluyen aspectos genéticos (Bowen et al., 2005; Acevedo-Whitehouse
et al., 2003), la expresion de receptores hormonales (Colegrove et al., 2009b), altas
concentraciones de contaminantes ambientales (Ylitalo et al., 2005) y la presencia

de agentes infecciosos con potencial oncogénico (Lipscomb et al., 2000; King et al.,
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2002; Buckles et al., 2007;).

Acevedo-Whitehouse et al. (2003) investigaron la relacion entre la
consanguinidad y la presencia de distintas clases de enfermedades, encontrando
que los lobos marinos de California con carcinoma tenian un indice de
consanguinidad mayor comparado a aquellos con otro tipo de padecimientos.
Ademas, otro estudio encontré que los individuos que eran homocigotos para el
microsatélite Pvll tienen casi el doble de probabilidad de tener carcinoma en
comparacién con heterocigotos. Pv11 se localiza en el intron 9 del gen HPSE2, que
codifica a heparanasa 2 (HPA2), un producto analogo de heparanasa 1 (HPA1).
HPAL posee una actividad catalitica sobre heparan sulfato, de la que carece HPA2,
aunque esta ultima posee mayor afinidad con el heparan sulfato (Browning et al.,
2014). La expresion de HPA2 se asocia con varios tipos de cancer en humanos y
de manera semejante, se encontré expresion del gen en tejidos de lobos marinos

con carcinoma urogenital (Browning et al., 2014).

Algunos genes del MHC clase Il también tienen relacion con el carcinoma.
La familia de genes DRB (Zaca-DRB) esta compuesta por al menos ocho loci, con
variabilidad limitada y que pueden estar presentes en multiples combinaciones
(Bowen et al., 2004). Cada locus se identifica con una letra, de A hasta H. Se
encontré una fuerte asociacion entre la presencia del locus Zaca-DRB.A y la
posibilidad de presentacion del carcinoma (Bowen et al., 2005). Otro estudio
encontré que la expresion de Zaca-DRB.D en leucocitos circulantes tiene un ligero
efecto protector contra el desarrollo de células escamosas atipicas en el epitelio

genital (Barragan-Vargas et al., 2016).

La proteina p53, producto del oncogén TP53, regula la proliferacion celular,
apoptosis, promueve la reparacion del dafio en el ADN y mantiene la estabilidad del
genoma (Colegrove et al., 2009a; Browning et al., 2015). Algunos tipos de cancer
pueden desarrollarse por mutaciones o inactivacion de p53, debido a la interaccién

con oncogenes virales. La proteina p53 tiene una vida media corta, que se
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incrementa cuando ocurren mutaciones en su gen, facilitando su deteccion por
inmunohistoquimica. La proporcion de células positivas a p53 incrementa conforme
aumenta el grado de las lesiones neoplasicas, y se encuentra tanto en lesiones
intraepiteliales como en las metastasicas (Colegrove et al., 2009a). Ki67 es una
proteina involucrada en la regulacién del ciclo celular, que esta ausente en células
gue no se estan replicando y aumenta durante la mitosis, por lo que se usa para
medir la proliferacién celular de un tumor, con valor prondstico y predictivo (Panal
et al., 2014). El indice Ki67 en tejido de lobo marino de California se incrementa
conforme aumenta el grado de las lesiones intraepiteliales, y es aln mas alto en

lesiones metastasicas (Colegrove et al., 2009a).

De forma normal hay expresion de receptores estrogénicos a (ERa) y de
progesterona (PR) en los conductos eferentes,. prOstata, epitelio de la uretra,
cuerpos cavernoso y esponjoso del pene y el glande en machos de lobo marino de
California, y en atero, cérvix, vagina, epitelio.ovarico y epitelio distal de la uretra en
hembras (Colegrove et al., 2009b, 2009c). Enlas hembras hay cambios ciclicos en
la expresion de ERa en el utero, siendo mas alta en primavera, en la época de
crianza y en el estro y mas baja durante la diapausa embrionaria. La expresion de
PR se mantiene sin cambios significativos en todas las etapas del ciclo (Colegrove
et al.,, 2009b). Los receptores de estrogenos y progesterona se usan como
marcadores prondsticos en algunos tipos de cancer (Fernandez y Bernet, 2002). La
expresion de ERa disminuye e incluso desaparece en lesiones intraepiteliales, y en
los focos de metastasis esta ausente, mientras que la expresion de PR permanece

sin cambios.

Algunos organoclorados (OC), como el DDT vy los policlorobifenilos (PCB),
pueden interaccionar quimicamente con ERa y PR, provocando disrupciones
hormonales (Colegrove et al., 2009a). Ademas, los OC se caracterizan por su
metabolismo y excrecién lentos, por lo que tienden a aumentar su concentracion a
lo largo del tiempo en la cadena tréfica. Especies situadas en la cima de la misma,

como el lobo marino de California, suelen acumular OC en cantidades considerables
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al ingerir presas contaminadas (Le Boeuf et al., 2002; Randhawa et al., 2015; Ylitalo
et al., 2005). Los OC pueden afectar a los animales de varias formas: Dafio al ADN,
induccion de proliferacién celular, inmunosupresion, alteraciones del crecimiento y
reproductivas (Le Boeuf et al., 2002; Ylitalo et al., 2005). Las hembras pueden
transferir OC a sus crias durante la gestacion y la lactancia (Greig et al., 2007;
Ylitalo, et al., 2005). Se ha encontrado que individuos con mayores concentraciones
de PCB en grasa subcutdnea tienen mayor probabilidad de morir debido al
carcinoma, y en general los altos niveles de PCB y DDT aumentan el riesgo de
carcinoma (Randhawa et al., 2015; Ylitalo et al., 2005). Resulta interesante el que,
en la Bahia de Todos Santos, Baja California, el Golfo de California y el Estrecho de
Puget, Washington, los niveles de OC en la grasa y sangre delos lobos marinos
son mas bajos que en animales de la costa de California, EEUU (Del Toro et al.,
2006, Nifio-Torres et al., 2009, Randhawa et al., 2015). Esto podria explicar por qué
en el Golfo de California no se han reportado casos de carcinoma urogenital, aunque
si se tiene evidencia de transformacion pre-oncogénica (Barragan-Vargas et al.,

2016) y estados de anergia inmune en algunas regiones (Pefiin et al., 2019).

Lipscomb et al. (2000)  encontraron evidencia de la presencia de un
herpesvirus en lesiones epiteliales del prepucio de un lobo marino de California, y
determinaron por PCR gue se trataba de un nuevo gammaherpesvirus. Se pudieron
observar en lesiones epiteliales, por medio de microscopia electronica, cuerpos de
inclusidon caracteristicos de infeccion por herpesvirus; ademas, se encontraron
fragmentos amplificables de ADN de OtHV-1 en muestras de tumores urogenitales
(Lipscomb et-al., 2000; Buckles et al., 2007). Posteriormente se nombré como
herpesvirus otarino 1 (OtHV-1), y se determind que es cercano filogenéticamente al
herpesvirus humano 8 (HHV-8) (King et al., 2002). Este virus ha sido detectado en
otras especies, pero no parece ser prevalente el carcinoma urogenital en ellas. Por
ejemplo, se reportd un caso de carcinoma urogenital en lobo fino austral
(Arctocephalus australis); el carcinoma compartia caracteristicas histolégicas con
las del carcinoma del lobo marino de California, ademas de un patron de metastasis
similar (Dagleish et al., 2012).
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Muestreos a animales en vida libre en California y Washington, EEUU,
encontraron prevalencias distintas entre hembras sexualmente maduras (22%),
machos en la misma etapa (46%), y cachorros y juveniles (5.8%), por lo que existe
una gran probabilidad de que el carcinoma urogenital se comporte como una
enfermedad de transmision sexual si el virus se transmite durante el coito (Buckles
et al.,, 2007). Sin embargo, en el Golfo de California se reportan prevalencias
similares, pero ante la ausencia de reportes de carcinoma en esta zona, junto a
evidencias de una transformacion pre-oncogénica, y a que se ha encontrado una
prevalencia alta del OtHV-1 en epitelio genital de crias, se sugiere que este virus es
comun y pudieran ser otros los factores que conducen a que se desarrolle la

enfermedad (Barragan-Vargas et al., 2016).

El potencial oncogénico de los papilomavirus es bien conocido para
distintas especies animales, como el VPH involucrado en el cancer cervical en
humanos, el BPV (Bovine Papillomavirus), FcaPV (Felis catus Papillomavirus), CPV
(Canine Papillomavirus) relacionados con carcinoma de células escamosas en sus
hospederos (Laniewsky et al., 2018; Chang et al., 2020). En vida libre también se
ha encontrado asociacion entre el desarrollo de tumores e infeccion por
papilomavirus en delfines nariz de botella (Tursiops truncatus) y manaties
(Trichechus manatus) (Barragan-Vargas, 2015). Rivera et al. (2012) identificaron un
nuevo Papillomavirus; nombrado como ZcPV-1, en lesiones proliferativas en la piel
y el prepucio de dos leones marinos de California; posteriormente, Barragan-Vargas
(2015) encontré una prevalencia del 10.06% en muestras de epitelio genital
recolectadas en varias colonias del golfo de California y el Pacifico mexicano.
Recientemente, ZcPV-1 se asocidé con el desarrollo de carcinoma de células
escamosas, Y los coilocitos encontrados en las citologias con displasia celular son
tipicas de una lesion producida por una infeccion de Papillomavirus (Barragan-
Vargas, 2015; Luff et al., 2018).

Se encontré una fuerte asociacion entre el carcinoma y la presencia de
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Streptococcus B-hemoliticos, pero solo en hembras, a pesar de que se aisl6 méas
frecuentemente en machos. Se especula que este microorganismo, junto con
mediadores inflamatorios, podria tener un efecto promotor en la carcinogénesis, o
alternativamente, que el carcinoma provee un ambiente alterado que favorece su
crecimiento (Johnson et al., 2006). Otro estudio realizado en el Golfo de California
encontro que en individuos con presencia simultdnea de OtHV-1 y Streptococcus [3-
hemoliticos es mayor el nUmero de coilocitos, células que, como se menciong antes,
se consideran precancerosas y comunes en infecciones por Papillomavirus en

humanos (Barragan-Vargas, 2013).

Los factores mencionados anteriormente permiten configurar un modelo
tedrico de la transformacion oncogénica en el lobo marino de California (Fig. 1). En
dicho modelo multifactorial, propuesto por Acevedo-Whitehouse (2018), se postula
gue el microbioma es uno de los factores que podria tener un papel en la regresion
de estados precancerosos hacia la normalidad, y que un estado de disbiosis podria
favorecer la transicion hacia estados alterados del epitelio genital. Para evaluar esta
posibilidad es necesario primero describir el microbioma de Z. californianus, antes
de investigar el papel de las bacterias como cofactores en el desarrollo de la
transformacion epitelial genital. Hay algunos estudios, basados en cultivo
bacteriano, donde se reportaron bacterias genitales del lobo marino de California,
como Edwarsiella, Leptospira, Pseudomonas, Salmonella y Staphylococcus
(Higgins 2000), Mientras que Johnson et al. (2006) reportaron una abundancia de
enterobacterias y otros bacilos Gram negativos, Streptococcus y Staphylococcus;
semejante a lo reportado para otros mamiferos terrestres y marinos (D’Miranda,
2013; Higgins, 2000; Noguchi et al., 2004). Sin embargo, para caracterizar el
microbioma genital, es necesario realizar estudios que permitan la deteccion no
sesgada ni dependiente del cultivo de las especies bacterianas que lo integran, lo

cual es el objetivo de la presente tesis.
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Fig. 1. Modelo propuesto de la transformacion oncogénica del epitelio genital del lobo marino
de California (Acevedo-Whitehouse, 2018. Etiologia de la transformacién oncogénica
urogenital del lobo marino de California en aguas mexicanas)
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JUSTIFICACION

El papel de las bacterias comensalistas y mutualistas del tracto genital
como cofactores en el desarrollo del carcinoma urogenital en el lobo marino de
California se desconoce. Dada la relevancia que tiene el microbioma para la
transformacion cancerigena en el humano, es relevante identificar las bacterias que
forman parte de la microbiota normal, y las que puedan estar asociadas a la
presentacion de este tipo de neoplasias. Las similitudes entre el cancer cérvico-
uterino en humanos y el carcinoma urogenital hacen de este ultimo un-buen modelo
para entender mejor la influencia de los factores implicados en su desarrollo.
Ademas, el lobo marino de California, como especie centinela, representa un
modelo de estudio idoneo para comprender el desarrollo del cancer en el contexto

del cambio ambiental antrépico.
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HIPOTESIS

1.

El microbioma cervical del lobo marino de California es semejante al
microbioma cervical de los mamiferos carnivoros terrestres.

El microbioma cervical del lobo marino de California difiere entre regiones
ecologicas en el Golfo de California.

El microbioma cervical del lobo marino de California difiere entre hembras
adultas con epitelio sano y hembras adultas con epitelio con transformacion
pre-oncogeénica.

El microbioma cervical del lobo marino de California difiere entre hembras
adultas infectadas con virus oncogénicos y hembras que no presentan

infeccion con dichos virus.
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OBJETIVOS

General
Caracterizar el microbioma cervical de hembras adultas de lobo marino de California

en el contexto de la transformacion epitelial cervical.

Especificos

1. Comparar el microbioma cervical de hembras adultas de lobo marino de
California con el microbioma de otros mamiferos carnivoros.

2. Dilucidar si existen patrones diferenciales en las comunidades del
microbioma cervical del lobo marino de California en las distintas regiones
ecologicas del Golfo de California.

3. Determinar las diferencias en abundancia y ensamblaje del microbioma
cervical de lobos marinos de California con epitelio sano y con transformacion
pre-oncogeénica.

4. Investigar la asociacion del microbioma cervical con la infeccion por virus de
potencial oncogénico.

5. Identificar relaciones de co-ocurrencia entre los miembros de la comunidad

bacteriana en hembras sanas, con transformacién pre-oncogénica, e

infectadas con virus oncogénicos
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MATERIALES Y METODOS

Esta tesis se realiz6 con muestras que fueron colectadas en una expedicion
cientifica durante el verano de 2016 como parte del proyecto de investigacion
CONACYT-Fronteras de la Ciencia 446 “Patrones espacio-temporales de la
diversidad de receptores antigénicos del lobo marino de California: una
aproximacion eco-inmunogendmica”. Se presenta brevemente la metodologia
utilizada para la colecta y analisis citolégico de estas muestras. Toda la metodologia

molecular y andlisis del microbioma corresponde a la presente tesis.

Especie de estudio

El lobo marino de California (Zalophus californianus), perteneciente a la
familia Otariidae, es una de tres especies que comprenden el género Zalophus,
junto con el lobo marino de las Galapagos (Z. wollebaeki) y el extinto lobo marino
japonés (Z. japonicus) (Heath y Perrin, 2008; Elorriaga-Verplancken et al., 2015).
Su area de distribucion abarca las costas del Pacifico de Norteamérica desde la
Columbia Britanica (Canadd), hasta la costa sudoeste mexicana (Szteren y Aurioles-
Gamboa, 2011), aunque las colonias reproductivas se ubican en un area mas
restringida, que incluye las Islas del Canal en California, EEUU, algunas islas en las
costas del Pacifico bajacaliforniano y las trece colonias del Golfo de California (Heat
y Perrin, 2008; Szteren y Aurioles-Gamboa, 2011).

La temporada reproductiva va de junio a agosto, y las hembras paren un
cachorro al afio, entrando en celo después de dar a luz (Barragan-Vargas, 2013;
Elorriaga-Verplancken et al., 2015). Los cachorros son destetados a los 10-12
meses de edad y llegan a la madurez sexual a los 5 afios (Aurioles-Gamboa vy
Zavala-Gonzélez, 1994; Heath y Perrin, 2008). Existe dimorfismo sexual marcado,
teniendo las hembras un peso de 100 kg y 1.4 a 1.8 m de longitud aproximada, y
los machos alrededor de 350 kg y 2 a 2.5 m de largo, contando ademas con una
cresta sagital marcada (Aurioles-Gamboa y Zavala-Gonzalez, 1994; Heath y Perrin,
2008).
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Se alimentan de diversas presas, dependiendo de su disponibilidad, siendo
las mas comunes en el Golfo de California la anchoa (Engraulis mordax), la merluza
nortefla (Merluccius productus), pez piedra (Sebaste spp.) y los guardiamarinas
(Porichthys spp.), aunque su dieta puede variar mucho dependiendo del afio, la
estacion e incluso diferencias individuales, e incluir organismos como cangrejos y
otros crustéceos, krill, pulpos y lampreas (Heath y Perrin, 2008, Barragan-Vargas,
2013). A partir de un maximo historico de poblacion estimada en el Golfo de
California de 43,834 individuos en 1991 (rango de 34,080-58,274), esta ha ido
decreciendo hasta los 15,291 (11,861-20,316) estimados en 2019 (Adame et al.,
2020).

Colecta de muestras

Se utilizaron muestras de raspados de epitelio cervical de hembras adultas
de Z. californianus que fueron colectadas durante el verano de 2016 en 12 colonias

reproductivas ubicadas en el Golfo de California, México (Figura 2).

Las hembras fueron capturadas con ayuda de redes de malla, y luego
fueron llevadas a un espacio de trabajo cercano al sitio de captura, donde se
contuvieron de manera fisica o quimica (anestesia con isofluorano). Durante todo el
proceso, las aletas se mantuvieron humedas y se monitorearon los signos vitales,
de acuerdo con las normas dictadas por la National Marine Fisheries Services
(Dierauf y Gulland, 2001). Una vez hecha la contencion, con ayuda de un espéculo
se insertd cuidadosamente en el cérvix un cepillo citolégico; con movimientos
circulares se obtuvo una muestra de epitelio cervical. Se retiré el cepillo y se repitio
el procedimiento con uno nuevo, para tener dos muestras por individuo. La muestra
obtenida con el cepillo citolégico se rodd sobre la superficie de dos laminillas. Las
muestras fueron fijadas con un fijador citolégico en aerosol. Los cepillos citolégicos
se almacenaron en microtubos estériles de 1.5 ml, uno con 700 pl de etanol al 96%
y otro con 700 pl de soluciéon amortiguadora de ARN (RNA later, Qiagen). Una vez

en el laboratorio, ambas se mantuvieron a -80 °C hasta su analisis.
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Citologias

Una impronta de cada individuo fue tefiida para evaluar el grado de
transformacion celular del epitelio genital, utilizando un protocolo de Papanicolau
modificado (Barragan-Vargas et al., 2016), descrito brevemente a continuacion. Las
laminillas se sumergieron sucesivamente por 30 segundos en cada caso, en etanol
al 80%, etanol al 70%, etanol al 50% y agua destilada. Luego se tifieron con
hematoxilina de Harris por 4:30 minutos, se enjuagaron con agua destilada por 30
segundos y luego se sumergieron en HCI 0.25% seis veces, y a continuacion en
agua corriente por 6 minutos para eliminar el exceso de colorante. En seguida se
sumergieron, de nuevo por 30 segundos en cada paso, en agua destilada, etanol al
50%, etanol al 70%, etanol al 80%, etanol al 95%; y se tifieron con colorante OG6
por 90 segundos. Luego se volvieron a sumergir en etanol al 95% por 30 segundos,

repitiendo este paso dos veces. Como ultima tincién se utilizé colorante EA-50 por
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90 segundos Yy finalmente, por 30 segundos en cada reactivo, se sumergieron en
etanol al 95%, etanol al 100%, solucién de xilol-alcohol 1:1 y xilol al 100%.

Las laminillas se dejaron secar al aire y luego se cubrieron con un
cubreobjetos, fijando con resina sintética a base de xilol al 60%, haciendo ligera

presion al momento de colocar el cubreobjetos para evitar la formacion de burbujas.

Los diagnosticos citolégicos los realizd Cecilia Barragan Vargas en
colaboracion con el patdlogo German Avila Rosales del Instituto Mexicano del
Seguro Social y Hospital San José Querétaro; tomando como base, dada la gran
similitud a nivel celular, la clasificacion Bethesda para diagnéstico de citologias
cervicales en humanos (Barragan-Vargas, 2015; Nayar y Wilbur, 2015).

Extraccion y secuenciacion de ADN

Para la extraccion de ADN se utiliz6 el método propuesto por Barragan-

Vargas (2015). Previo a la extraccion se prepararon dos soluciones, una solucion
concentrada de NaCl 6M, ademas de 25 ml de solucion de lisis, compuesta por los
siguientes reactivos:

e 100 pl de EDTA 0.5M

e 250 pl de TRIS HCI 1M

e 500 pul de proteinasa-K

e 10 ml de SDS 5%

e 10 ml de solucién NaCl 1M

e 4.15 ml de H20 estéril.

Los tubos con los cepillos citolégicos se mezclaron en vortex por 2 minutos
para desprender todo el material organico, luego se centrifugaron por 2 minutos a
10,000 RPM, se sacb6 el cepillo pasandolo a otro tubo, y se volvié a centrifugar por
2 minutos a 10,000 RPM. El etanol se regresé al tubo con su correspondiente cepillo

y el proceso siguid con la pastilla que se acumulé al fondo del tubo. Se agregaron
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500 pl de solucién de lisis a cada tubo y se mezclé inmediatamente por inversion
durante 8 segundos, para incubar por una hora a 58 °C. Al terminar la incubacién
se agrego6 a cada tubo 300 pl de solucion NaCl 6M, mezclando inmediatamente por
inversion durante 8 segundos; luego los tubos se centrifugaron a 13,000 RPM por

30 minutos.

El sobrenadante se transfiri6 a un tubo nuevo, se agregaron 700 ul de
isopropanol, se mezclé y se pusieron a incubar por una hora a -20 °C. Se volvi6 a
centrifugar a 13,000 RPM por 20 minutos, y luego se retir6 con cuidado el
sobrenadante, quedando la pastilla con ADN al fondo del tubo. Se agregaron 200 pl
de etanol al 70% lentamente, y se centrifug6 por ultima vez a 13,000 RPM por 3
minutos. Luego se decantd cuidadosamente el etanol, y se dejo secar el tubo a
temperatura ambiente. Al final se resuspendio el ADN en 50 ul de H2O estéril, y las

muestras obtenidas se refrigeraron a -20 °C hasta su utilizacion.

La concentracion y calidad del ADN-se evalu6é con un espectrofotometro
NanoDrop® (Valderrama, 2017). Se realiz6 una amplificacion por PCR del gen 16S
rRNA bacteriano para confirmar la viabilidad de las muestras, usando los primers
27F (5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3) y 1492R (5-GGTTACCTTG TTACGA
CTT-3’) (Ni et al., 2015). El protocolo utilizado fue el siguiente:

1) 94 °C por 3 minutos

2) 25 ciclos de:
a. 94 °C por 45 segundos
b. 60 °C por 30 segundos
C. 72 °C por 2 minutos

3) 72 °C por 10 minutos

4) 4 °C hasta analisis

El producto de PCR se corri6 por electroforesis en un gel de agarosa al 1%,

confirmando la presencia de un fragmento de 1500 pb, correspondiente al tamafo
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del gen 16S rRNA. Las muestras positivas a la amplificacion del gen 16S rRNA se
enviaron a la Unidad de Secuenciacion e Identificacion de Polimorfismos del
Instituto Nacional de Medicina Gendmica, en la Ciudad de Meéxico, donde se
secuenciaron las regiones V3-V4 en la plataforma MiSeq de lllumina® (Valderrama,
2017; Valenzuela-Gonzélez et al., 2015).

Con base en estos procedimientos, se determiné que del total de muestras
obtenidas durante la expedicion de campo de 2016, solamente 23 muestras eran
adecuadas para realizar la secuenciacidon. Para todas estas muestras se contaba
con un diagnéstico citoldgico y datos sobre la infeccion con virus potencialmente
oncogénicos (OtHV-1y ZcPV-1). En el Cuadro 2 se presentan los datos de estas
23 muestras. Estas se enviaron a la Unidad de Secuenciacién e Identificacion de
Polimorfismos del Instituto Nacional de Medicina Genomica, en la Ciudad de
México, donde se secuencio el fragmento correspondiente a las regiones V3-V4 del
gen 16S rRNA en la plataforma MiSeq de lllumina®

Cuadro 2. Datos de los individuos de Z. californianus incluidos en el estudio
D Colonia Regi,c’Jq Diagnostico | Diagnéstico de | Grado dgl D.iag’nc'.)stico
ecoldgica de OtHV-1 ZcPV1 Inflamacion citologico
16RCO1AG Rocas Consag Golfo Norte + Moderada LSIL
16RCO02AG Rocas Consag Golfo Norte + Moderada LSILE
16SJ01AG Isla San Jorge Golfo Norte + Moderada LSIL
16SJ02AG Isla San Jorge Golfo Norte + Moderada N
16SJ07AG Isla San Jorge Golfo Norte + Alta ASC
16LO03AG Isla Lobos Golfo Norte + Alta ASC
16RA01AG El Rasito Golfo Central + Negativo N
16RA03AG El Rasito Golfo Central + Moderada ASCUS
16SE02AG San Esteban Golfo Central + Moderada ASC
16SEO3AG San Esteban Golfo Central + Moderada N
16SNO1AG San Pedro Nolasco Golfo Central + Moderada ASC
16SNO02AG San Pedro Nolasco Golfo Central + + Moderada ASC
16SPMO02AG | San Pedro Martir Golfo Central + Moderada LSIL
16SPMO3AG | San Pedro Martir Golfo Central + Moderada ASC
16CAO01AG Los Cantiles Grandes lIslas + Alta ASC
16CA02AG Los Cantiles Grandes lIslas Alta ASC
16GR02AG Isla Granito Grandes lIslas + Alta N
16GRO3AG Isla Granito Grandes lIslas Moderada LSIL
16MAO1AG Los Machos Grandes lIslas + Moderada N
16MAO02AG Los Machos Grandes lIslas + + Alta ASC
16MAO5AG Los Machos Grandes lIslas + Negativo N
161S01AG Los Islotes Golfo Sur + Moderada N
161SO5AG Los Islotes Golfo Sur + Alta N
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Anadlisis bioinforméaticos y estadisticos

Las secuencias crudas fueron subidas a la plataforma web de Galaxy, y
con la ayuda de la herramienta Cutadapt se eliminaron adaptadores de lllumina y
lecturas con baja calidad (Quality score <20) (Martin, 2011; Afgan et al., 2018).
Luego estas secuencias fueron cargadas en el programa R (R Core Team, 2019)
con el entorno gréfico RStudio (RStudio Team, 2019). Con el paquete DADA2 se
realizé un andlisis de calidad de las secuencias; se recortaron los primeros 10 pb
en las secuencias forward y reverse, y a partir de las 240 pb en las secuencias
forward y 220 pb en los reverse (Castro-Nallar et al., 2019). Posteriormente se hizo
un nuevo filtrado para eliminar secuencias con mas de 0 bases indeterminadas, mas
de 2 errores de secuenciacion y secuencias pertenecientes al control interno de
lllumina®; luego se hizo la inferencia de ASVs y.se removieron las secuencias

guiméricas (Callahan et al., 2016; Castro-Nallar et al., 2019).

A continuacion, se realizé la identificacion taxonomica, utilizando la base
de datos Silva rRNA version 138 (Quast et al., 2013); en algunos casos se utilizé la
plataforma en linea de BLAST para alinear las secuencias obtenidas con secuencias
del gen 16S rRNA disponibles-en la base de datos del NCBI y tratar de mejorar la
identificacion taxonémica obtenida con SILVA rRNA (Zhang et al., 2000; Callahan
et al., 2016). Con phyoseq se eliminaron los ASV’s identificados como eucariotas,

cloroplastos y mitocondrias (McMurdie y Holmes, 2013).

Con ranacapa (Kandlikar et al., 2018) se calcularon las curvas de
rarefaccion para cada una de las muestras. Para comparar la diversidad alfa se
suelen utilizar indices como el de Shannon, Simpson, Chao, entre otros (Castro-
Nallar et al., 2019). La desventaja de estos indices es que cada uno ordena las
comunidades de manera diferente, y dependiendo del que se utilice, va a ser mas
importante para el calculo el nUmero de especies o la abundancia relativa de cada
una de ellas (Gomez, 2008; Jost, 2018). El indice de diversidad de Rényi permite
comparar la diversidad entre comunidades a través de una curva, graficada con

valores fijos de a y el valor de diversidad correspondiente (Gomez, 2008). Este
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indice se comporta de la siguiente manera: cuando a=0, el indice da el valor
observado de especies, a=1 es el indice de Shannon-Weaver, a=2 es el indice de
Simpson, y valores tendientes a infinito tienden al indice Berger-Parker (Gomez,
2008; Jost, 2018). La curva resultante se llama espectro de entropia de Rényi; si las
curvas de dos o mas comunidades no se cruzan, aquella que queda por encima
posee una mayor diversidad mientras que, si sucede dicho cruce, el orden de
diversidad es ambiguo y dependera del indice de diversidad elegido (Gémez, 2008;
Jost, 2018). Por estas caracteristicas se eligio el espectro de indices de diversidad
de Rényi para realizar las comparaciones en diversidad alfa en el presente trabajo,
con la biblioteca BiodiversityR (Kindt y Coe, 2005) para calcular los perfiles de

diversidad.

Con microbiome (Lahti y Shetty, 2018) se calculd el nacleo de abundancia
y membresia (Kindt y Coe, 2005; Tap et al., 2009). Con phyloseq y vegan se
calcularon las distancias entre muestras con Bray-Curtis, y la matriz resultante se
uso para hacer un analisis de Coordenadas Principales (PCoA), luego se realizo un
PERMANOVA para determinar si habia diferencias significativas entre las
comunidades bacterianas de acuerdo con su procedencia geografica, presencia de
virus oncogeénicos y salud epitelial (Holland, 2008; Tap et al., 2009; McMurdie y
Holmes, 2013; Oksane et al., 2019). Con DESeq2 (Love et al., 2014) se realiz6 el
analisis de abundancia diferencial, para ver si existen diferencias estadisticamente
significativas entre grupos segun la region geografica de procedencia y la salud
epitelial (Castro-Nallar et al., 2019).

También se model6 una red de co-ocurrencia microbiana. Antes de
empezar con el modelado de la red, se hizo un filtrado dejando Unicamente aquellos
ASV’s con abundancia igual o mayor al 0.01% en al menos una muestra (Lynch y
Neufeld, 2015; Castro-Nallar et al., 2019). Con Spiec-Easi (Kurtz et al., 2020) se
modelé la red y posteriormente se calcularon el degree y betweenness de la red,
necesarios para identificar las especies clave (Lynch y Neufeld, 2015; Layeghifard

et al., 2018; Castro-Nallar et al., 2019). Ademas se identificaron los mdédulos de la
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red, la modularidad, y se hizo el modelado de la misma red anterior, pero ahora
identificando cada modulo detectado (Castro-Nallar et al., 2019)
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RESULTADOS Y DISCUSION

Objetivo 1. Comparar el microbioma genital cervical de las hembras adultas
de lobo marino de California con el microbioma de otros mamiferos

carnivoros.

El esfuerzo de muestreo fue suficiente para tener medidas de diversidad
alfa confiables (Castro-Nallar et al., 2019), como lo reflejan las curvas de rarefaccion

(Fig. 3). Se contabilizaron un total de 1,775 ASVs
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Figura 3. Curvas de rarefaccion para las muestras incluidas en el estudio
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La figura 4 muestra la abundancia relativa de las bacterias encontradas en
las muestras, agrupadas a nivel de clase. Aquellas con una abundancia menor al
0.1%, es decir, las pertenecientes a la biésfera rara (Lynch y Neufeld, 2015), se
agruparon en “otros”. Fusobacteriia y Clostridia estdn presentes en una proporcién
importante en todas las muestras: de 4.66% a 73.87% la clase Fusobacteriia, y de
9.42% a 69.4% la clase Clostridia. Bacterias pertenecientes a estos grupos
taxonomicos también han sido encontradas en alta abundancia en®andlisis
metagenémicos de la vagina de varios animales como: macacos cangrejeros,
mangabeys, babuinos, chimpancés, Iémures, cercopitecos, ovejas, vacas y perros
domésticos (Swatz et al., 2014; Yildirim et al., 2014; Lyman et al., 2019).
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Figura 4. Gréafica de abundancias relativas de los hisopados del cérvix de hembras de Zalophus
californianus, agrupadas por clase
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Otras clases con abundancia importante fueron Actinobacteria (0.034%-
49.11%), Alphaproteobacteria (0.075%-58.3%) y Campylobacteria (0.1%-27.66%),
gue también se han encontrado presentes en otras especies (Swatz et al., 2014;
Yildirim et al., 2014; Lyman et al., 2019). Algo a resaltar en este momento es que no
se detectd ningun Lactobacillus, o que contrasta con estudios previos, donde se
habia encontrado presente este género, aunque en baja abundancia, en el epitelio
de otros animales aparte del humano (Miller et al., 2016), aunque en todos estos

casos, se trata de animales terrestres.

Microbioma nucleo

Tomando en cuenta Unicamente la prevalencia en las muestras, no se
encontro ningun ASV que tuviera una prevalencia del 100% (Fig. 5), y unicamente

94 ASVs estuvieron presentes en al menos el 50% de los individuos.

Quince ASVs tuvieron al menos una abundancia relativa del 10% en por lo
menos una muestra, 215 alcanzaron por loomenos el 1% y 872 tuvieron abundancia
de 0.1% en al menos una muestra; los restantes 903 ASVs se encontraron en

abundancias relativas menores a 0.01% en todas las muestras.

Considerando una abundancia de al menos 0.01%, 57 ASVs tuvieron una
prevalencia de por lo menos el 50%, solo dos ASVs tuvieron 90% de prevalencia y
ninguno alcanzo el 100% a esta abundancia relativa. Considerando una abundancia
de al menos 0.1%, 26 ASV'’s tuvieron una prevalencia del 50%, 17 estuvieron en el
60% de las muestras, ocho en el 70% y dos en el 80%; ningan ASV tuvo una

prevalencia del 90% con esa abundancia.

Distintos autores consideran rangos de 50% a 95% para considerar que un
ASV’s es parte del nucleo de membresia (Tap et al., 2009; Valderrama, 2017); y
dado que en el presente estudio usar los intervalos mas altos de prevalencia

conlleva la exclusion de la mayor parte de la diversidad microbiana, un valor de
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Figura 5. Gréfica que muestra los ASVs que tienen un minimo de 50% de prevalencia en las
muestras y al menos una muestra con una abundancia minima de 0.01%, y su variacion segun
se modifiquen los niveles de abundancia y prevalencia

50%, usado por Tap et al. (2009) parece ser un umbral adecuado para la inclusion
en dicho ndcleo. Con el nacleo de composicién existe una situacion similar en
cuanto a la exclusion de la diversidad microbiana, por lo que se tomé como limite
inferior una abundancia de 0.1%, que coincide con el limite superior de la llamada
‘biosfera rara’. Este término hace referencia a los taxones bacterianos encontrados
en abundancias-muy bajas en los estudios metagendmicos, pero que al mismo
tiempo representan una parte importante de la diversidad microbiana y cuya funcion
aun no es del todo clara, aunque pueden jugar un papel en la resiliencia del
microecosistema ante cambios ambientales (Lynch y Neufeld, 2015). Algunas
bacterias pertenecientes a este grupo pueden transitoria o periédicamente pasar a
ser mas abundantes (Lynch y Neufeld, 2015). Por lo tanto, a partir de este momento,
el microbioma nucleo hace referencia a ASV’s con una prevalencia minima del 50%

y una abundancia minima de 0.1% en al menos una muestra.

De los ASVs que pertenecen al microbioma nucleo, el 1, 2, 3, 4,5y 10
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estuvieron presentes en al menos el 80% de las muestras, y al menos en una
muestra su abundancia superé el 10%. Estos ASVs fueron clasificados como
pertenecientes a los géneros Fusobacterium, Oceanivirga y Campylobacter. El
resto de los ASV’s del microbioma nucleo fueron identificados como pertenecientes
a los géneros Cutibacterium, Corynebacterium, Arcanobacterium, Helcococcus,
Ezakiella, Lachnoclostridium, Peptoclostridium, dos ASV como Ruminococcaceae
UCG 005 y uno sin clasificar a nivel de género (Fig. 6). El Cuadro 3 indica la especie
a la que mas se parece la secuencia de cada uno de estos ASVs, junto con el
porcentaje de identidad, de acuerdo con la herramienta en linea BLAST (Zhang et
al., 2000).

Fusohactarium -1
Fusobacterium -
Fusobacienum
UCG-0054
UCG-005+
Cutibacterium j
Cullbactenum

Carynebactarium 4
Abundancia

Coryaebactarium B 0.25000C000CC

Arcanohacterium 4
Arcanobacterium 0.01562500CTC

Génerc

Halcococcus 0.0C0ATESH25C

Helcooaotus 0.0C008103516
Campvlohacier
Campylobacier
Ceeanivirgs
Ceeanivitga
Ezakellz
Ezakella 1
unciassified -
Lachneclostridium
Lachnoalostridium
Pepicclostridium J
Peptoclostridium

1BRCO1AG -
185J07AC
16CAUIAG
16SJ01AG
165NOTAG
16SPNMO3AC
16SE03AG
16SPMOZAG
16RA01AG
16MAC1AG
16MAUSAG
16MAO02AG
1BRCOZAG
16CGROZAGC
16SNOZAG
161S05AG
186SE02AG
16I1SU1AG
16LO03AG
16GRUBAG

Muestra

Figura 6. Microbioma nucleo, con abundancia de 0.1% y prevalencia de 50%
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Cuadro 3. ASV’s pertenecientes al microbioma nucleo de 50% de prevalencia y 0.1% de
abundancia, y especies con las que tienen mayor similitud, de acuerdo a la herramienta en linea

BLAST -
ASV Clase Especie conL:e?Qée e-value P.orcdeg e
identidad
ASV1 Fusobacteriia Fusobacterium perfoetens 100% 0 98.11%
ASV2 Fusobacteriia Fusobacterium perfoetens 100% 0 97.87%
ASV3 Fusobacteriia Oceanivirga salmonicida 100% 6e-175 92.77%
ASV4 Fusobacteriia Oceanivirga salmonicida 100% 3e-173 92.54%
ASV5 Campylobacteria | Campylobacter gracilis 100% 0 94.54%
ASV6 Clostridia Clostridium hiranonis 100% 0 100%
ASV7 Fusobacteriia Fusobacterium mortiferum 100% 0 99.76%*
ASV8 Clostridia Clostridium hiranonis 100% 0 99.76%
ASV9 Fusobacteriia Fusobacterium mortiferum 100% 0 99.53%
ASV10 Campylobacteria | Campylobacter gracilis 100% 0 94.30%
ASV11 Clostridia Ezakiella peruensis 100% 0 98.57%
ASV12 Clostridia Ezakiella peruensis 100% 0 98.33%
ASV18 Actinobacteria Corynebacterium efficiens 100% 0 98.36%
ASV20 Actinobacteria Corynebacterium efficiens 100% 0 98.13%
ASV22 | Clostridia Zﬁﬁ!\“rgﬁ‘/‘ggns 100% 7e-174 92.45%
ASV23 | Fusobacteriia Fusobacterium perfoetens 100% 0 94.58%
Arcanobacterium
ASV24 Actinobacteria phocisimile 100% 0 99.06%**
Arcanobacterium phocae
Arcanobacterium
ASV25 | Actinobacteria phocisimile 100% 0 99.30%**
Arcanobacterium phocae
ASV26 | Clostridia Zﬁﬁ!\“rgf\‘/‘ggn . 100% 3e-172 99.22%
ASV28 Clostridia Faecalimonas umbilicata 100% 0 97.62%
ASV32 Clostridia Faecalimonas umbilicata 100% 0 97.38%
ASV36 Clostridia Helcococcus seattlensis 100% 0 99.83%
ASV40 Clostridia Helcococcus seattlensis 100% 0 98.10%
ASV59 | Actinobacteria Cutibacterium acnes 100% 0 100%
ASV60 | Actinobacteria Cutibacterium acnes 100% 0 99.76%
ASV127 | Sin clasificar Sin similitud significativa : ) .

encontrada

* Este ASV fue clasificado hasta el nivel taxondmico de especie por Silva rRNA, y con BLAST se encontrd
mayor porcentaje de identidad con la misma especie.
** En estos dos ASV'’s se encontré el mismo porcentaje de identidad con la secuencia 16S de dos especies
*** No se encontro similitud significativa con ninguna secuencia en la base de datos debido a que la secuencia

incOgnita era demasiado corta.
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El microbioma vaginal no ha sido tan ampliamente estudiado como el
intestinal; aun asi, existen datos de varias especies animales incluido el humano
(Miller et al., 2016; Yang et al., 2017; Lyman et al., 2019). En carnivoros, grupo al
gue pertenece el lobo marino de California, solo existen datos del microbioma
vaginal en el perro doméstico (Canis lupus familiaris) y el panda gigante (Ailuropoda
melanoleuca) (Yang et al., 2017; Lyman et al., 2019). De las bacterias incluidas en
el microbioma nucleo de Z. californianus, las hembras de C. I. familiaris comparten
Fusobacterium y Corynebacterium, y las hembras de A. melanoleuca a
Corynebacterium (Yang et al., 2017; Lyman et al., 2019). Sin embargo, en las
pandas gigantes son los géneros Escherichia, Pseudomonas, Acinetobacter,
Streptococcus y Lactococcus, entre otros, los mas abundantes, mientras que en C.
I. familiaris los géneros mas abundantes son Hydrotalea, Ralstonia, Mycoplasma,
Fusobacterium, Streptococcus y Porphyromonas (Yang et al., 2017; Lyman et al.,
2019). No puede ignorarse que los factores ambientales a los que se enfrenta el
hospedero son importantes para la conformacién del microbioma (Musheglan et al.,
2019), aunque la filogenia también es un factor importante; conociéndose como filo
simbiosis a los patrones de co-evolucion en que el arbol filogenético del hospedero
es paralelo con el de las correspondientes comunidades bacterianas (Bik et al.,
2016; Ross et al., 2019). Asi que en este caso, es probable que tanto el hecho de
haberse adaptado al ambiente acuatico desde hace varios millones de afios, como
la evolucion divergente, sean factores para configurar la microbiota Unica de esta

especie.
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Objetivo 2. Dilucidar si existen patrones diferenciales en las comunidades del
microbioma cervical del lobo marino de California en las distintas regiones

ecoldgicas del Golfo de California.

En las muestras de la region Golfo Sur hubo una menor diversidad que en
las otras regiones ecoldgicas (Fig. 7). En términos de la diversidad beta, en el
PERMANOVA se encontraron diferencias entre regiones ecoldgicas (Fig. 8) (F =
1.7478, R?=0.020943, P = 0.0097), siendo menor la diversidad en los lobos marinos
del sur.

En términos de la abundancia de las ASV’s del microbioma de las hembras
adultas, esta varid entre region ecolbdgica. Especificamente, se encontraron
diferencias significativas en ASV’s clasificados en ocho clases: Actinobacteria,
Alphaproteobacteria, Campylobacteria, Clostridia,Cyanobacteriia, Fusobacteriia,
Gammaproteobacteria, y Gracilibacteria (Fig. 9). Algunos de estos ASVs fueron
identificados como parte del microbioma nucleo, como Oceanivirga, Helcococcus y
Fusobacterium. Otros, como Nesterekonia, Pleurocapsa, o Sphingomonas, se han
encontrado en diversos ambientes marinos y terrestres (Son et al., 2013; Chander
et al., 2017; Shalygin et al., 2019).
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Figura 7. Espectros de entropia de Rényi agrupados por region ecoldgica, de acuerdo a la
regionalizacién propuesta por Szteren y Aurioles-Gamboa (2011)
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Figura 8. Andlisis de PCoA de las muestras de epitelio genital de hembras adultas de
Zalophus californianus, agrupadas por region ecolégica.

Nesterekonia, Pleurocapsa y Roseovarius fueron mas abundantes en el
epitelio cervical de hembras de la region del Golfo Norte (Cuadro 4); Oceanivirga,
Peptoniphilus y Celeribacter en las del Golfo Central; Anaerobiospirillum,
Chroococcidiopsis y Oceaniovalibus en las de las Grandes Islas; y UCG 005 y
Fusobacterium en las hembras del Golfo Sur. Falsirhodobacter fue mas abundante
en dos regiones, Golfo Norte y Grandes Islas (Cuadro 5), Phreatobacter y
Micrococcus fueron mas abundantes en el Golfo Norte y Golfo Central, y Tuzzerella
en Golfo Central y Grandes Islas. Por otra parte, Anaerococcus y Fastidiosipila
fueron menos-abundantes en las hembras del Golfo Norte (Cuadro 6); y Clostridium
sensu stricto, Fournierella, Peptoclostridium y Lachnoclostridium lo fueron en
hembras del Golfo Central; y Sphingobium, Methilobacterium, UBA1819 vy

Sphingomonas fueron menos abundantes en hembras del Golfo Sur.

Las diferencias inter-espaciales en diversos aspectos de la ecologia del
lobo marino de California ya han sido reportadas. Esto llevé a que fuera propuesta

la regionalizacién de las colonias reproductivas del lobo marino en el golfo de
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Figura 9. Abundancia diferencial en muestras de epitelio genital de hembras adultas de Zalophus

californianus, agrupadas por region ecolégica

California con base en marcadores ecoldgicos, ambientales y de salud, como la

tendencia poblacional de las colonias, la temperatura superficial media del mar, la

concentracion de clorofila a, concentracion de metales pesados en tejidos de los
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lobos marinos, los serotipos de anticuerpos contra Leptospira interrogans, su sefial
isotopica y osteopatias (Szteren y Aurioles Gamboa, 2011). Un estudio reciente
encontrg evidencia de esa regionalizacion con base en los perfiles transcripcionales
de la actividad inmune (Pefiin et al., 2019), y los autores sugirieron que estos
patrones podrian reflejar diferencias en la exposicidn a patégenos, entre otras
cosas. Los resultados aqui obtenidos muestran que la composicién del microbioma
también refleja diferencias ecoldgicas interregionales. En el humano se conoce la
influencia del ambiente en la configuracion del microbioma intestinal (Tamburini et
al., 2016). La localizacion geogréfica tiene influencia sobre el microbioma de la piel
de mamiferos terrestres y marinos. Por ejemplo, delfines nariz de botella de habitos
pelagicos tienen un microbioma mas diverso que los costeros (Ross et al., 2019).
También influyen los habitos durante el desarrollo. Por ejemplo, el microbioma
vaginal prepuberal es resultado de colonizacién desde la piel y el intestino (Alarcon
et al., 2016; Alvarez-Calatayud et al., 2015; Torcia, 2019); luego con la pubertad se
dan las condiciones para que Lactobacillus se convierta en el género dominante
(Witkin y Linhares, 2017). En el caso del lobo marino de California no se da esta
dominancia de Lactobacillus, por lo que es posible que el microbioma de las
hembras adultas siga teniendo una influencia importante de bacterias cutaneas e
intestinales, que a su vez tendrian cierta influencia ambiental. Esto también
explicaria la presencia. de bacterias asociadas al tracto gastrointestinal
(Faecalimonas) y a la piel (Cutibacterium) en otros mamiferos (Sakamoto et al.,
2017; Ugge et al., 2018).
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Cuadro 4. ASVs més abundantes en las distintas regiones ecolégicas

ASVs mas abundantes en el Golfo Norte

Comparado con

Comparado con

Comparado con

. Golfo Central Grandes Islas Golfo Sur

ASV Género

Log2 fold Log2 fold Log2 fold

P P P

change change change
ASV338 | Nesterekonia 23.475 6.9e-10 29.940 2.4e-14 26.029 8.0e-6
ASV438 | Pleurocapsa 22.481 3.5e-9 27.117 4.9e-12 24.728 2.2e-5
ASV334 | Roseovarius 22.115 6.2e-9 26.611 1.2e-11 24.429 2.7e-5

ASVs mas abundantes en las Grandes Islas

Comparado con

Comparado con

Comparado con

. Golfo Norte Golfo Central Golfo Sur
ASV Género
Log2 fold Log2 fold Log?2 fold
P P P
change change change
ASV393 | Anaerobiospirillum 31.785 7.1e-16 23.133 2.4e-10 25.245 1l.1e-5
ASV442 | Anaerobiospirillum 27.490 3.0e-12 23.068 2.7e-10 25.092 1.2e-5
ASV485 | Anaerobiospirillum 27.025 6.9e-12 22.500 7.4e-10 24.299 2.3e-5
ASV613 | Anaerobiospirillum 25.767 6.2e-12 21.986 1.8e-9 23.721 3.5e-5
ASV260 | Chroococcidiopsis 25.584 8.5e-11 21.733 2.8e-9 23.529 4.1e-5
ASV249 | Chroococcidiopsis 27.312 4.2e-12 21.438 4.5e-9 23.700 3.6e-5
ASV484 | Oceaniovalibus 27.705 2.1e-12 21.922 2.0e-9 24.075 2.7e-5
ASV560 | Oceaniovalibus 25.257 1.5e-10 21.630 3.3e-9 23.034 5.9e-5

ASVs mas abundantes en el Golfo Central

Comparado con

Comparado con

Comparado con

. Golfo Norte Grandes Islas Golfo Sur

ASV Geénero

Log2 fold Log2 fold Log2 fold

P P P

change change change
ASV4 Oceanivirga 5.953 1.9e-5 4.256 0.0014 5.486 0.0071
ASV175 | Peptoniphilus 24.444 1.7e-10 24.195 4.0e-11 21.484 0.0001
ASV265 | Celeribacter 24.025 3.5e-10 23.433 1.6e-10 20.608 0.0002
ASV279 | Celeribacter 25.868 1l.4e-11 23.634 1.1e-10 20.273 0.0003

ASVs mas abundantes en el Golfo Sur

Comparado con

Comparado con

Comparado con

; Golfo Norte Golfo Central Grandes islas
ASV Género
Log2 fold Log2 fold Log2 fold
P P P
change change change
ASV391 | Ruminococcaceae UCGO005 29.370 2.7e-7 25.478 3.9e-6 28.878 2.5e-7
ASV665 | Fusobacterium 29.421 2.6e-7 24.900 6.4e-6 29.262 1.8e-7
ASV473 | Fusobacterium 28.845 4.4e-7 25.094 5.4e-6 28.527 3.5e-07
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Cuadro 5. ASVs mas abundantes en dos regiones ecoldgicas

ASVs mas abundantes en Golfo Norte y Grandes Islas

Comparado con

Comparado con

ASV Género Regi6n Golfo Central Golfo Sur
Log2 fold p Log2 fold p
change change
ASV506 | Falsirhodobacter Golfo Norte 19.828 1.9e-7 27.864 1.8e-6
ASV506 | Falsirhodobacter Grandes Islas 19.598 8.6e-8 27.633 1.5e-6

ASVs mas abundantes en Golfo Norte y

Golfo Central

Comparado con

Comparado con

ASV Género Regi6n Grandes Islas Golfo Sur
Log2 fold Log2 fold
P P
change change
ASV293 | Phreatobacter Golfo Norte 29.031 5.7e-15 18.603 0.0008
ASV286 | Micrococcus Golfo Norte 30.391 1.0e-14 17.433 0.0028
ASV293 | Phreatobacter Golfo Central 30.000 5.3e-18 19.572 0.0003
ASV286 | Micrococcus Golfo Central 30.000 2.8e-16 17.041 0.0026

ASVs mas abundantes en Golfo Central y Grandes Islas

Comparado con

Comparado con

ASV Género Regi6n Golfo Norte Golfo Sur
Log2 fold Log2 fold
P P
change change
ASV187 | Tuzzerella Golfo Central 24.117 6.8e-12 19.853 0.0001
ASV187 | Tuzzerella Grandes Islas 23.536 7.6e-11 19.272 0.0003
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Cuadro 6. ASVs menos abundantes en las distintas regiones ecoldgicas

ASVs menos abundantes en el Golfo Norte

Comparado con Comparado con Comparado con
. Golfo Central Grandes Islas Golfo Sur
ASV Género
Log2 fold Log2 fold Log2 fold
2 P P
change change change
ASV308 | Anaerococcus -24.739 1.0e-10 -18.714 2.5e-6 -23.481 4.0e-5
ASV354 | Anaerococcus -24.412 1.8e-10 -19.408 9.8e-7 -23.000 0.0001
ASV218 | Fastidiosipila -25.241 1.5e-16 -24.422 7.6e-15 -24.668 5.0e-8
ASVs menos abundantes en el Golfo Central
Comparado con Comparado con Comparado con
. Golfo Norte Grandes Islas Golfo Sur
ASV Geénero
Log2 fold P Log2 fold p Log2 fold p
change change change
ASV173 | Clostridium sensu stricto 1 -22.408 3.9e-9 -23.683 8.9e-11 -21.219 0.0001
ASV302 | Fournierella -21.267 2.3e-8 -18.202 6.9e-7 -20.987 0.0001
ASV310 | Fournierella -21.351 2.0e-8 -17.394 2.3e-6 -20.489 0.0002
ASV219 | Peptoclostridum -22.364 4.3e-15 -21.211 1.0e-14 -21.782 1.1e-7
ASV251 | Lachnoclostridium -21.842 1.2e-12 -22.378 3.5e-14 -16.827 0.0002
ASVs menos abundantes en el Golfo Sur
Comparado con Comparado con Comparado con
. Golfo Norte Golfo Central Grandes islas
ASV Geénero
Log2 fold Log2 fold Log2 fold
P B P
change change change
ASV77 Sphingobium -23.124 9.8e-8 -22.979 5.0e-8 -21.952 2.8e-7
ASV165 | Methylobacterium -19.853 2.3e-5 -18.658 4.3e-5 -21.562 3.0e-6
ASV248 | Ruminococcaceae_UBA1819 | -19.969 0.0006 -19.815 0.0004 -18.504 0.0013
ASV261 | Ruminococcaceae_UBA1819 | -19.517 0.0008 -19.497 0.0005 -18.555 0.0012
ASV205 | Sphingomonas -19.516 0.0008 -17.098 0.0025 -21.533 0.0002
ASV228 | Sphingomonas -19.344 0.0009 -16.277 0.0047 -21.266 0.0002
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Objetivo 3. Determinar las diferencias en abundancia y ensamblaje del
microbioma cervical de lobos marinos de California con epitelio sano y con
transformacion pre-oncogénica

Con base en los espectros de diversidad de Rényi se determin6 que los
indices de diversidad alfa no variaron entre estados patoldgicos (Fig. 10). Algo
semejante se observo con la diversidad beta (Fig. 11), ya que el PERMANOVA
tampoco permitié encontrar diferencias entre estados patologicos (F = 1.02612, R?
=0.16394, P = 0.4109).
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Figura 10. Espectros de entropia de Rényi agrupados por diagnéstico citoldgico, de acuerdo con
el sistema de clasificacion Bethesda para citologias vaginales (ver Barragan-Vargas, 2015; Nayar
y Wilbur, 2015).

Diversos estudios han encontrado una relacion entre la diversidad de la
microbiota y el estado de salud del individuo, donde la pérdida de diversidad se ha
asociado a diversas patologias en humanos. Por ejemplo, la pérdida de diversidad
en el microbioma oral coincide con el progreso de caries (Gross et al., 2010), y la
pérdida de diversidad en el microbioma intestinal esta asociada a cancer colorrectal,
obesidad, diabetes mellitus tipo 2, enfermedad de Crohn, colitis ulcerativa,
enfermedad celiaca y autismo, entre otras enfermedades (Mosca et al., 2016).

Ademas, individuos con baja diversidad bacteriana poseen un fenotipo
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Figura 11. Andlisis de PCoA de las muestras de epitelio genital de hembras adultas de
Zalophus californianus, agrupadas por diagnostico citolégico.

pronunciadamente mas inflamatorio (Le Chatelier et al., 2013). Incluso, una baja
diversidad microbiana intestinal puede afectar los niveles de metabolitos
antiproliferativos y conducir al inicio-o la progresion del cancer mamario (Eslami et
al., 2020). Incluso parece influir en el pronostico de enfermedades crénicas. Por
ejemplo, el microbioma tumoral de pacientes de céancer pancreatico que
sobrevivieron mas de cinco afios es mas diverso en comparacion con el de los que
sobrevivieron menos ‘tiempo (Riquelme et al., 2019). Sin embargo, no parece
universal la relacion. Al igual que en la presente tesis, en un estudio del microbioma
del epitelio genital de mujeres (Laniewsky et al., 2018) no se observaron diferencias
en la diversidad bacteriana entre mujeres con cancer cervical de acuerdo con la
severidad de la patologia, mientras que lo que en dicho estudio determinaba las
diferencias era el pH vaginal, aunque una mayor diversidad de la microbiota

aumenta el riesgo de adquisicion de enfermedades de transmisién sexual (Lewis et
al., 2017).

A pesar de la falta de evidencia de diferencias en la diversidad, si se

observaron asociaciones entre la clasificacién citologica del epitelio y la abundancia
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de las ASVs. En particular, las ASVs clasificados en los géneros Campylobacter,
Oceanivirga, Parvimonas, Peptoniphilus y Peptostreptococcaceae W5053 (que tuvo
un porcentaje de identidad de 92.12% con una secuencia de Peptoniphilus
metioninivorax, Query cover = 100%, E-value = 7e-169), ademas de algunos ASV’s
sin clasificar a nivel de género, de la clase Clostridia, varié entre las muestras

negativas a displasia celular y con diagnéstico de ASC (Fig. 12a y Cuadro 7).

Haber encontrado una mayor abundancia del género Campylobacter en
muestras clasificadas como ASC fue interesante, ya que la toxina distensora
citoletal (CDT) de Campylobacter jejuni se ha asociado con el desarrollo de cancer
colorrectal (He et al., 2019). Al indagar mediante BLAST cual erala especie de los
ASV’s clasificados como Campylobacter, la mayor similitud se encontré con C.
gracilis, con un porcentaje de identidad de 94.54% para el ASV5 y 94.30% para el
ASV10 (En BLAST, ambos con E-value de 0 y query coverage de 100%). Para esta
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Figura 12. Abundancia diferencial por diagndstico citolégico, de acuerdo al sistema Bethesda para
diagnéstico citologico (Nayar y Wilbur, 2015). a) Comparativa entre muestras negativas a displasia
celular y con ASC, los valores positivos indican mayor abundancia en muestras con ASC, y los
negativos, mayor abundancia en muestras negativas a displasia celular. b) Comparativa entre
muestras neagativas a displasia celular v con LSIL.
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especie bacteriana no se ha reportado ningun gen similar al de la CDT, aunque se
ha documentado su papel como patégeno oportunista, principalmente en la cavidad
oral y pulmones (lraola et al., 2014; Shinha, 2015; He et al., 2019). Por otro lado,
otro de los géneros detectados con mayor abundancia en muestras cervicales con
ASC, Oceanivirga, fue determinado como parte del microbioma nucleo. Esta
especie ha sido reportada en salmones con lesiones necréticas multifocales
(Eisenberg et al., 2016), y es filogenéticamente cercana a Sneathia sanguinegens,
la cual se ha reportado en abundancia en mujeres con lesiones cervicales
precancerosas (Laniewsky et al., 2018), por lo que es posible que bajo ciertas
condiciones esta bacteria cambie de ser comensal a patégena, y aumente su

virulencia, afectando el epitelio genital del lobo marino de California.

Parvimonas, otro género detectado en mayor abundancia en las muestras
cervicales de hembras adultas con ASC, forma parte de la microbiota comensal del
tracto gastrointestinal del humano (Khan et al., 2019), aunque se ha reportado como
patdégeno oportunista en algunos casos de-cancer, especificamente de cancer
colorrectal (Murphy y Frick, 2013; Garcia et al., 2016; Khan et al., 2019; Kim et al.,

Cuadro 7. Abundancia diferencial entre muestras negativas a displasia celular y con ASC
ASV Clase Género Log2 fold change p
ASV13 Fusobacteriia Oceanivirga 9.651 0.0013
ASV132 Clostridia Parvimonas 24.435 1.2e-12
ASV134 Clostridia Parvimonas 24.429 1.2e-12
ASV138 Clostridia Sin clasificar 24.568 9.1e-13
ASV139 Clostridia Sin clasificar 26.285 2.1e-14
ASV148 Campylobacteria Campylobacter 23.264 1.3e-11
ASV167 Campylobacteria Campylobacter 22.951 2.5e-11
ASV175 Clostridia Peptoniphilus 30.000 2.7e-18
ASV188 Clostridia Peptoniphilus 25.506 1.2e-13
ASV206 Clostridia Sin clasificar 26.104 3.2e-14
ASV264 Clostridia Sin clasificar 29.937 3.2e-18
ASV277 Clostridia Sin clasificar 24.924 4.3e-13
ASV403 Clostridia Peptostreptococcaceae W5053 -20.574 2.1e-09
Nota: Un valor de Log?2 fold change positivo indica que ese ASV es méas abundante en muestras con ASC, y
un valor negativo indica que ese ASV es menos abundante en dicha condicién, y por lo tanto més abundante
en muestras negativas a displasia celular.
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2020). Se ha reportado en Parvimonas actividad de ADNasa extracelular, cuya
principal funcién es la de evadir el sistema inmune y favorecer su diseminacion,
aunque dicha actividad podria llegar a alterar el ADN de las células cercanas,
favoreciendo la aparicibn de mutaciones que lleven al desarrollo de neoplasias
(Palmer et al., 2012). Estudios futuros podrian enfocarse en determinar si hay
evidencia de factores de virulencia en las especies de Parvimonas del epitelio
genital del lobo marino de California para comprender la relevancia biolégica de su
presencia en el epitelio cervical pre-transformado de esta especie.

Finalmente, varias especies de Peptoniphilus, género detectado en mayor
abundancia en las muestras de epitelios cervicales con ASC, se han reportado en
la sangre con septicemia y una variedad de condiciones concomitantes, incluyendo
cancer de colon, vejiga urinaria y prostata en humanos (Brown et al., 2014). Sin
embargo, también ha sido reportado como parte del microbioma vaginal de cuyos y
de macacos, sin que se reportaran anormalidades citologicas en ellos (Neuendorf
et al., 2015; Nugeyre et al., 2019), lo que implica que es posible que, al igual que lo
aqui discutido para otras bacterias, la virulencia de Peptoniphilus dependa de
diversos factores, incluyendo la historia coevolutiva con el hospedero desde el

origen de su relacion.

Las secuencias de los ASVs gque no alcanzaron clasificacion hasta género
y que se detectaron en mayor abundancia en las muestras de epitelio cervical con
ASC fueron investigadas mediante BLAST (Zhang et al., 2000), encontrandose
similitud con Christensenella minuta, Eubacterium rumiantium y Negativibacillus
massiliensis (Cuadro 8). Este hallazgo fue inesperado, ya que la presencia de la
familia Christensenellaceae en el microbioma se ha asociado a estados de salud en
el ‘humano y otros animales, aunque existe un reporte de bacteremia por
Christensenella minuta en humanos (Lopez et al., 2017; Waters y Ley, 2019), lo que
implica que existe la posibilidad de que este organismo se comporte como un
patégeno facultativo, al menos en la especie de estudio. Por otro lado, Eubacterium

rumiantium es una bacteria que habita el rumen de bovinos domésticos, con la
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capacidad de metabolizar celulosa, y Negativibacillus massiliensis ha sido aislada
del colon de seres humanos (Kobayashi et al., 1998; Ricaboni et al., 2016). Es
posible que en el lobo marino también se encuentren presentes en el tracto
digestivo, y de ahi colonizan el epitelio cervical por la cercania anatomica entre el
ano y la entrada de la vagina, y que en presencia de alteraciones epiteliales estas

puedan permanecer por mas tiempo.

Cuadro 8. ASVs sin clasificar a nivel de género y especies con las que tienen mayor
similitud de acuerdo a la herramienta en linea BLAST,en la comparativa entre muestras
negativas a displasia celular y con ASC

. Porcentaje
ASV Clase Especie Query e-vaud i

coverage identidad

ASV138 Clostridia Eubacterium rumiantium 100.00% 0 94.06%
ASV277 Clostridia Christensenella minuta 100.00% 8e-124 85.71%
ASV206 Clostridia Negativibacillus massiliensis 100.00% 3e-177 93.16%
ASV139 Clostridia Eubacterium rumiantium 100.00% 0 93.82%
ASV264 Clostridia Christensenella minuta 100.00% de-122 85.48%

Se observaron algunas similitudes en la abundancia diferencial de ASVs
bacterianos en las muestras cervicales con LSIL y las observadas para ASC (Fig.
12b). Especificamente, Parvimonas y Peptoniphilus se encontraron en mayor
abundancia en los tejidos con LSIL (Cuadro 9), asi como algunos ASVs sin
clasificacion a nivel de género pertenecientes a las clases Clostridia y
Alphaproteobacteria, .como Negativibacillus, Eubacterium rumiantium vy
Christensenella, o que sugiere que estas bacterias se aprovechan de las
alteraciones en el microambiente epitelial provocadas por la displasia para
proliferar, aunque no parecen tener algun factor de patogenicidad o virulencia. Sin
embargo, otros géneros estuvieron presentes en menor abundancia en los epitelios
con  LSIL, como Fastidiosipila, Candidatus arthromitus y Helcococcus.
Fastidiosipila forma parte del microbioma vaginal de perras, ovejas y cabras (Swatz
et al., 2014; Lyman et al., 2019), lo que sugiere que su presencia es comun en
diferentes linajes filogenéticos. Es posible que los cambios inducidos por la
infeccion por ZcPV-1 inhiban su proliferacién, ya que no se observaron diferencias
en su abundancia entre muestras de epitelio sano y muestras con ASC. Es

importante remarcar que ASC es una condicibn que engloba cambios no

77



relacionados a la infeccion por Papillomavirus, a diferencia de LSIL, que abarca las
anormalidades citolégicas relacionadas con la infeccion por estos virus (Nayar y
Wilbur, 2015).

Candidatus arthromitus forma parte de las bacterias segmentadas
filamentosas, las cuales participan en la maduracién de linfocitos Thl7 y
respuestas de Ig-A’s en el intestino de varias especies, ayudando a modular la
respuesta inmune contra patégenos (Hedblom et al., 2018), y ya habia sido
detectada con anterioridad en el epitelio rectal de lobos marinos de California y
delfines nariz de botella (Tursiops truncatus) (Bik et al., 2016). Si bien no existen
reportes sobre una funcion especifica de esta bacteria en el epitelio vaginal, es
interesante haberlo detectado en menor cantidad en el epitelio de hembras adultas
con LSIL. Otra de las bacterias que se detectd en menor abundancia en los
epitelios con LSIL fue Helcococcus, que también formo parte del microbioma

Cuadro 9. Abundancia diferencial entre muestras negativas a displasia celular y con LSIL
ASV Clase Género Log2 fold change p
ASV108 Clostridia Sin clasificar -31.823 2.8e-13
ASV118 Clostridia Sin-clasificar -31.399 5.8e-13
ASV128 Clostridia Sin‘clasificar -27.358 3.5e-10
ASV134 Clostridia Parvimonas 17.759 4.7e-05
ASV137 Clostridia Sin clasificar -27.938 1.5e-10
ASV138 Clostridia Sin clasificar 17.014 1.0e-04
ASV175 Clostridia Peptoniphilus 22.499 2.6e-07
ASV183 Clostridia Candidatus arthromitus -24.884 1.1e-08
ASV202 Clostridia Fastidiosipila -30.205 2.2e-19
ASV206 Clostridia Sin clasificar 25.570 2.7e-09
ASV218 Clostridia Fastidiosipila -30.080 4.3e-15
ASV222 Alphaproteobacteria Sin clasificar -23.837 4.5e-08
ASV223 Alphaproteobacteria Sin clasificar -29.310 1.8e-11
ASV264 Clostridia Sin clasificar 25.486 4.6e-09
ASV277 Clostridia Sin clasificar 19.754 6.0e-06
ASV47 Clostridia Sin clasificar -9.635 5.3e-04
ASV90 Clostridia Helcococcus -22.162 3.6e-07
Nota: Un valor de Log2 fold change positivo indica que ese ASV es mas abundante en muestras con LSIL,
y un valor negativo indica que ese ASV es menos abundante en dicha condicién, y por lo tanto mas
abundante en muestras negativas a displasia celular.
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nacleo. Este género bacteriano se ha asociado a patologias del tracto urinario en
humanos y ovejas (Chow y Clarridge, 2014). Es posible que en el lobo marino de
California su funcibn metabdlica y competencia con otros microorganismos
contribuya a mantener el epitelio vaginal sano, y que su baja abundancia pudiera
servir como indicador de buena salud epitelial, como sucede con Faecalibacterium
prausnitzii y el cancer colorrectal en seres humanos (Ferreida-Halder et al., 2017),

aunque esto necesitaria comprobarse con un mayor ndmero de muestras.

Los ASVs sin clasificar que se observaron en menor abundancia en
epitelios con LSIL, fueron identificadas como Eubacterium coprostanoligenes,
Tiserella creatinophila, Ruminiclostridium cellobioparum y Yooniamaritima (Cuadro
10). Yoonia maritima se ha encontrado en sedimentos poco profundos en el Mar
de Japon (Tanaka et al., 2014; Wirth y Whitman, 2018). Eubacterium
coprostanoligenes y T. creatinophila han sido encontradas en aguas residuales
(Harms et al., 1998), aunque la primera también ha sido reportada en el intestino
humano (Gérard, 2013), y Kim et al. (2020) encontraron mayor abundancia de esta
especie en pacientes con cancer colorrectal. Eso contrasta con lo observado aqui,
ya que su abundancia fue menor en los epitelios que presentaban lesiones
precancerosas. Ruminiclostridium cellobioparum se ha encontrado en el tracto
digestivo de rumiantes (Seshadri et al., 2018), y su presencia en las muestras de
epitelio cervical del lobo-marino de California podria deberse a una colonizacion
desde el intestino, ya que, como se comentd antes, esta es la via de entrada de
algunas bacterias simbioéticas durante etapas tempranas de la vida, al menos en el
humano_(Alarcén et al., 2016; Alvarez-Calatayud et al., 2015; Torcia, 2019). Se
desconoce cual sea su relevancia en el epitelio genital del lobo marino de
California, aunque su menor abundancia en los epitelios con LSIL podria indicar

gue tiene un papel en el mantenimiento del epitelio sano.
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Ademas de las diferencias en la abundancia de ciertos grupos bacterianos

observados entre los epitelios sanos y los que presentaban ASC/LSIL, se

Cuadro 10. ASVs sin clasificar a nivel de género y especies con las que tienen mayor
similitud de acuerdo a la herramienta en linea BLAST,en la comparativa entre muestras
sin displasia celular y muestras con LSIL

Quer Porcentaje
ASV Clase Especie coveray e e-value de
9 identidad
. Eubacterium

ASV47 Clostridia ] 100.00% 0 96.22%

coprostanoligenes
ASV138 | Clostridia Eubacterium rumiantium 100.00% 0 94.06%
ASV277 Clostridia Christensenella minuta 100.00% 8e-124 85.71%
ASV222 | Alphaproteobacteria | Yoonia maritima 100.00% 0 97.38%
ASV264 | Clostridia Christensenella minuta 100.00% 4e-122 85.48%
ASV206 | Clostridia Negativibacillus massiliensis 100.00% 3e-177 93.16%

. Ruminiclostridium

ASV128 | Clostridia . 100.00% 3e-123 85.65%

cellobioparum

Ruminiclostridium
ASV137 Clostridia ) 100.00% le-121 85.41%

cellobioparum
ASV223 | Alphaproteobacteria | Yoonia maritima 100.00% 0 97.14%
ASV118 | Clostridia Tissierella creatinophila 100.00% 7e-15 90.69%
ASV108 | Clostridia Tissierella creatinophila 100.00% 2e-160 90.93%

encontraron diferencias entre el epitelio sano y los que presentaban ASCUS y LSIL
E (Fig. 13 y Cuadros 11 y 12); sin embargo, ya que el numero de individuos con
estas alteraciones fue muy baja, no fue posible analizar estadisticamente las

diferencias, ni examinar la potencial relevancia biolégica de dichas asociaciones.
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Figura 13. Abundancia diferencial por diagndstico citolégico, comparando entre muestras negativas
a lesién intraepitelial y con ASCUS o LSIL E. a) Comparativa entre muestras negativas a displasia
celular y con ASCUS. Los valores positivos indican mayor abundancia en muestras con ASCUS, y

los negativos, mayor abundancia en muestras negativas a displasia celular. b) Comparativa entre
muestras negativas a displasia celular y con LSIL E
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Cuadro 11. Abundancia diferencial entre muestras sin displasia celular y con ASCUS

ASV Clase Género Log?2 fold change P

ASV7 Fusobacteriia Fusobacterium -26.150 2.8e-12
ASV9 Fusobacteriia Fusobacterium -13.794 0.0002
ASV44 | Clostridia Negativibacillus -21.965 8.5e-05
ASV49 | Alphaproteobacteria Porphyrobacter -21.914 0.0001
ASV50 | Fusobacteriia Fusobacterium -24.551 2.9e-08
ASV51 | Clostridia Ruminococcaceae UCG-005 -23.885 2.1e-06
ASV54 | Clostridia Oscillospiraceae NK4A214 -21.580 4.7e-05
ASV83 | Clostridia Peptoniphilus -22.619 1.8e-05
ASV92 | Clostridia Peptoniphilus -22.520 4.6e-05
ASV95 | Clostridia Oscillibacter -21.960 8.8e-05
ASV97 | Clostridia Blautia -21.162 1.7e-05
ASV98 | Clostridia Oscillibacter -22.297 0.0002
ASV100 | Clostridia Blautia -21.692 0.0001
ASV103 | Clostridia Blautia -21.309 3.6e-06
ASV107 | Clostridia Ruminococcaceae UCG-002 -21.522 0.0001
ASV108 | Clostridia Sin clasificar -23.156 0.0024
ASV111 | Alphaproteobacteria Sphingomonas -20.721 7.7e-05
ASV115 | Clostridia Butyricicoccus -21.053 2.0e-05
ASV118 | Clostridia Sin clasificar -22.314 0.0033
ASV119 | Alphaproteobacteria Sphingomonas -20.782 0.0002
ASV120 | Clostridia Butyricicoccus -21.140 3.3e-05
ASV124 | Clostridia Sin clasificar -23.337 0.0022
ASV126 | Clostridia Sin clasificar -23.568 0.0020
ASV130 | Alphaproteobacteria Sphingobium -20.528 0.0004
ASV133 | Clostridia Ruminococcaceae UCG-005 -20.254 0.0015
ASV221 | Alphaprotecbacteria Brevundimonas -18.824 0.0030
ASV238 | Fimbriimonadia Sin clasificar -20.950 0.0020
ASV253 | Clostridia Paeniclostridium -22.115 0.0017

Nota: Un valor de Log2 fold change positivo indica que ese ASV es méas abundante en muestras con ASCUS,
y unvalornegativo indica que ese ASV es menos abundante en dicha condicidn, y por lo tanto mas abundante
en muestras negativas a displasia celular.
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Cuadro 12. Abundancia diferencial entre muestras sin displasia celular y con LSIL E

ASV Clase Género Log2 fold change P

ASV1 Fusobacteriia Fusobacterium -10.631 9.8e-05
ASV2 Fusobacteriia Fusobacterium -11.830 3.7e-05
ASV5 Campylobacteria Campylobacter -25.048 7.4e-11
ASV10 Campylobacteria Campylobacter -9.940 0.0038
ASV12 Clostridia Ezakiella -24.618 1.9e-08
ASV21 Fusobacteriia Fusobacterium -24.513 6.6e-08
ASV23 Fusobacteriia Fusobacterium -24.529 6.6e-08
ASV24 Actinobacteria Arcanobacterium -11.968 0.0037
ASV25 Actinobacteria Arcanobacterium -24.173 4.1e-09
ASV28 Clostridia Lachnoclostridium -24.357 2.3e-07
ASV33 Clostridia Faecalibacterium -24.293 8.2e-07
ASV34 Clostridia Sin clasificar -23.577 1.6e-06
ASV36 Clostridia Helcococcus -23.400 2.7e-08
ASV38 Clostridia Peptoniphilus -23.995 6.7e-07
ASV40 Clostridia Helcococcus -23.513 4.5e-08
ASV41 Clostridia Peptoniphilus -24.063 3.3e-07
ASV42 Clostridia Colidextribacter -24.526 8.3e-07
ASV43 Clostridia Ruminococcaceae UCG-005 -21.941 7.3e-06
ASV45 Clostridia Colidextribacter -24.362 4.7e-06
ASV46 Clostridia Ruminococcaceae UCG-005 -21.880 3.5e-06
ASV48 Clostridia Sin clasificar -23.012 7.3e-06
ASV50 Fusobacteriia Fusobacterium -24.323 3.9e-08
ASV51 Clostridia Ruminococcaceae UCG-005 -23.677 2.6e-06
ASV58 Clostridia Ruminococcaceae UCG-005 -23.738 5.1e-07
ASV62 Clostridia Helcococcus -23.026 2.1e-06
ASV70 Clostridia Helcococcus -22.918 1.1e-05
ASV72 Fusobacteriia Fusobacterium -10.529 0.0040
ASV75 Clostridia Peptostreptococcaceae W5053 -23.724 5.6e-06
ASV79 Fusobacteriia Fusobacterium -10.460 0.0044
ASV83 Clostridia Peptoniphilus -22.563 1.9e-05
ASV85 Clostridia Helcococcus -18.945 0.0012
ASV92 Clostridia Peptoniphilus -22.493 4.8e-05
ASV94 Clostridia Blautia -21.706 8.6e-05
ASV95 Clostridia Oscillibacter -21.853 9.5e-05
ASV98 Clostridia Oscillibacter -22.198 0.0003

Nota: Un valor de Log2 fold change positivo indica que ese ASV es mas abundante en muestras con LSIL
E, y un valor negativo indica que ese ASV es menos abundante en dicha condicion, y por lo tanto mas
abundante en muestras negativas a displasia celular
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Cuadro 12. Abundancia diferencial entre muestras negativas a displasia celular y con
LSIL E (Continuacién)

ASV Clase Género Log2 fold change P

ASV100 Clostridia Blautia -21.604 0.0002
ASV105 Clostridia Sin clasificar -20.230 0.0019
ASV108 Clostridia Sin clasificar -22.880 0.0027
ASV11 Clostridia Ezakiella -24.421 9.6e-09
ASV110 Clostridia Sin clasificar -20.659 0.0037
ASV118 Clostridia Sin clasificar -22.239 0.0035
ASV119 Alphaproteobacteria | Sphingomonas -20.741 0.0002
ASV120 Clostridia Butyricicoccus -20.837 4.3e-05
ASV124 Clostridia Sin clasificar -23.301 0.0022
ASV126 Clostridia Sin clasificar -23.500 0.0020
ASV128 Clostridia Sin clasificar -21.099 0.0056
ASV133 Clostridia Ruminococcaceae UCG-005 -20.155 0.0015
ASV135 Clostridia Paraclostridium -20.794 0.0056
ASV136 Clostridia Sin clasificar -21.132 0.0055
ASV137 Clostridia Sin clasificar -21.426 0.0049
ASV140 Alphaproteobacteria | Pseudahrensia -19.519 0.0002
ASV144 Alphaproteobacteria | Pseudahrensia -18.836 0.0005
ASV158 Actinobacteria Micrococcus -18.265 0.0060
ASV173 Clostridia Clostridium sensu stricto 1 -21.053 0.0057
ASV202 Clostridia Fastidiosipila -21.456 0.0003
ASV218 Clostridia Fastidiosipila -21.283 0.0015
ASV221 Alphaproteobacteria | Brevundimonas -18.768 0.0031
ASV238 Fimbriimonadia Sin clasificar -20.878 0.0021
ASV403 Clostridia Peptostreptococcaceae W5053 -24.709 0.0012

Nota: Un valor de Log2 fold change positivo indica que ese ASV es més abundante en muestras con LSIL
E, y un valor negativo indica que ese ASV es menos abundante en dicha condicién, y por lo tanto mas
abundante en muestras negativas a displasia celular
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Microbioma en estados de inflamacién epitelial

Los espectros de diversidad de Rényi indican que la diversidad alfa es
ligeramente mayor en muestras de epitelio con inflamacion en comparacion con
aquellas sin inflamacion (Fig. 14). Esto contrasta con lo reportado por otros estudios
que encontraron que a una menor diversidad alfa, ocurren mas trastornos
inflamatorios, como la mastitis (Eslami et al., 2020), enfermedades inflamatorias
intestinales (Mosca et al., 2016) y, en general, un fenotipo marcadamente mas
inflamatorio (Le Chatelier et al., 2013). La Fig. 15 muestra el analisis de PCoA; las
diferencias en diversidad beta no fueron estadisticamente significativas entre
estados de inflamacion, de acuerdo al PERMANOVA (F = 0.78217, R2 = 0.06248, p
= 0.7943)

Se observaron diferencias en la abundancia de bacterias entre animales
sin inflamacion epitelial cervical y aquellos con algin grado de inflamacion (Fig. 16
y Cuadros 13 y 14). En la comparativa entre muestras de animales sin inflamacién
y con inflamacion moderada (Fig. 16a y Cuadro 13) sobresale la cantidad de ASVs
pertenecientes a las clases Fusobacteriia y Clostridia que estan expresados
diferencialmente, ademas de algunos de las clases Alphaproteobacteria,

Gammaproteobacteria y Gracilibacteria.
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Figura 14. Espectros de entropia de Rényi agrupados por grado de inflamacion
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Figura 15. Andlisis de PCoA de las muestras de epitelio genital de hembras adultas de Zalophus
californianus, agrupadas por grado de inflamacion

De la clase Clostridia, el Unico género que se encontrO en menor
abundancia en animales cuyo epitelio cervical presentaba inflamacion moderada
gue en aquellos sin inflamacion fue Fastidiosipila, el cual también se encontré en
menor abundancia en los casos de LSIL. Si tomamos en cuenta la alta prevalencia
de OtHV-1y ZcPV-1y asumimos que ocasionan algo semejante a lo que ocasionan
en el humano, es relevante el que la infeccion por VPH induce la inflamacién al
aumentar la expresion de ciclooxigenasa-2 (COX-2) y prostaglandina Ez (PGE>),
ambas claves en el proceso inflamatorio; y estimula la liberacion de citocinas
proinflamatorias (Hemmat y Bagui, 2019). También se ha visto que en la infeccion
por-ZcPV-1 en el lobo marino de California aumentan significativamente los niveles
de transcripcion de genes relacionados a citotoxicidad (Pefiin et al., 2019). Es
probable que las condiciones proinflamatorias afecten la supervivencia de
Fastidiosipila, y por eso se encuentra en menor abundancia en muestras con algin
grado de inflamacion y con LSIL, diagndstico caracterizado por anormalidades
asociadas a la infeccion por Papillomavirus en el humano (Nayar y Wilbur, 2015).

En contraste, los ASVs clasificados como Blautia, Ruminococcaceae UCG-002,

86



Ruminococcaceae UCG-005, Anaerovoracaceae S5-Al4a, Oscillospiraceae
NK4A214, Parvimonas, Christensenellaceae R-7, Candidatus Arthromitus,
Colidextribacter, Fournierella, Ezakiella, Faecalibacterium, Negativibacillus,
Pygmaiobacter, Clostridium sensu stricto 1, Peptoclostridium, Paeniclostridium y
Paraclostridium, se encontraron en mayor abundancia en animales con inflamacion
epitelial moderada, al igual que otros 13 ASVs sin clasificar a nivel de género, los
que fueron identificados como Christensenella minuta, Eubacterium
coprostanoligenes, Eubacterium rumiantium, Faecalicatena orotica,
Negativibacillus massiliensis, Paeniclostridium sordelli y Tisierella creatinini
(Cuadro 15).

Dos ASVs clasificados como Clostridium «sensu stricto 1 fueron
identificados como Clostridium perfringens. La relevancia de este hallazgo estriba
en que esta bacteria produce una enterotoxina (CPE) que es capaz de activar a
YAP1, un regulador transcripcional, e inhibir la via de sefalizacién Hippo, lo que
promueve el crecimiento de células cancerosas, la transicion epitelio-mesenquimal
y metastasis (Madden, 2002; Nakashima et al., 2020). Ademas, otras toxinas
producidas por esta misma especie (i.e. toxinas alfa y beta), poseen efectos
proinflamatorios, lo que podria explicar la mayor abundancia de estos ASVs en
muestras de epitelio inflamado (Morris y Fernandez-Miyakawa, 2009). Por otro
lado, dos ASVs clasificados como Clostridium sensu stricto 1 fueron identificados
como Clostridium tarantellae, la cual produce ADNasas y es un patdgeno
oportunista en pacientes inmunocomprometidos (Madden, 2002; Lawson y Rainey,
2016; Caointe et al., 2019).

Paeniclostridium sordellii se ha asociado con shock toxico y enfermedades
inflamatorias en humanos, caballos, rumiantes, cerdos, leones, pelicanos y 0sos,
entre otros (Nyaoke et al., 2020); produce también una toxina (TcsL) que es capaz
de promover la apoptosis de linfocitos, e inactiva a las GTPasas Rac, que regulan
el citoesqueleto de actina y las uniones intercelulares, lo que aumenta la

permeabilidad epitelial (Popoff, 2018), potencialmente interfiriendo en los

87



Genero

mecanismos de barrera, y exponiendo a las células epiteliales a contaminantes

ambientales o facilitar la invasion por parte de virus oncogénicos.

Oscillospiraceae  NK4A214 y Blautia se han encontrado en mayor

abundancia en pacientes con cancer colorrectal, y Blautia también esté enriquecido

en enfermedades inflamatorias intestinales (Mancabelli et al., 2017; Kim et al.,
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2020). Para los géneros Ruminococcaceae UCG 002 y Faecalibacterium hay
informacion contradictoria, ya que Macabelli et al. (2017) encontraron mayor
abundancia de estos géneros en pacientes sin enfermedades inflamatorias
intestinales ni cancer, mientras que Kim et al. (2020) encontraron que la
abundancia de estas bacterias era mayor en pacientes con cancer colorrectal.
Faecalibacterium prausnitzii es considerado un marcador de buena salud en el
microbioma intestinal humano y se ha reportado en mayor abundancia en el
microbioma vaginal de mujeres negativas a VPH (Ferreira-Halder et al., 2017; Ritu
et al., 2019). Ezakiella también se encontr6 en mayor abundancia en mujeres
negativas a VPH (Ferreira-Halder et al., 2017). Christensenellaceae R-7 y UCG
005 fueron hallados en mayor abundancia en el microbioma intestinal de pacientes
sanos en comparacion con aquellos con enfermedad inflamatoria o cancer, y la
propia familia Christensenellaceae es considerada un marcador de buena salud en
humanos y otras especies (Macabelli et al., 2017; Waters y Ley, 2019), por lo que
fue inesperado que estos generos estuvieran sobrerrepresentados en los lobos
marinos con epitelio vaginal inflamado. Christensenella minuta produce, entre otros
metabolitos, dos acidos grasos de cadena corta: acido aceético y butirico (Morotomi
et al., 2012); en el intestino se sabe que los acidos grasos de cadena corta tienen
efecto anti-inflamatorio, aunque en el epitelio vaginal de mujeres con vaginosis
bacteriana son, por el contrario, proinflamatorios (Aldunate et al., 2015). Es posible
gue estos metabolitos tengan un efecto similar en el epitelio genital del lobo marino

y por eso su relacion-con estados inflamatorios en este trabajo.

La asociacion con Candidatus arthromitus también fue interesante, ya que
antes se-menciond que su abundancia era menor en animales con LSIL y, sin
embargo, fue mayor en epitelios con inflamacién moderada. Ya que la inflamacion
cronica esta involucrada en el desarrollo de lesiones neoplasicas (Belkaid y Hand,
2014; Garret, 2015), y por lo tanto las precede, es posible que Candidatus
artromitus se vea primero favorecido por los cambios en la composicién de la
microbiota debido a la inflamacion epitelial, pero luego los cambios en LSIL ya no

favorezcan su proliferacion.
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Los géneros Colidextribacter, Fournierella, Negativibacillus y
Pygmaiobacter han sido aislados del colon y de heces de humanos (Ricaboni et
al., 2016; Bilen et al., 2017; Togo et al., 2017; Ricaboni et al., 2017). Tisierella
creatinini fue aislada en aguas de desecho de una refineria de azucar, y
Faecalicatena orotica de lodo en la bahia de San Francisco (Cato et al., 1968;
Farrow et al., 1995; Sakamoto et al., 2017). Es posible que estas bacterias sean
habitantes del tubo digestivo de los lobos marinos de California, asi-como del
ambiente marino en el que viven, y aprovechen las alteraciones epiteliales para

colonizar el tracto genital.

En cuanto al género Fusobacterium, varios reportes lo relacionan con el
desarrollo de cancer. Ya se mencion0 antes el papel de Fusobacterium nucleatum
en la patogenia del cancer de colon, a través-de su adhesina FadA, efecto
proinflamatorio y regulacion de la respuesta inmune (Rubinstein et al., 2013,
Hashemi Goradel et al., 2018; de Carvalho et al., 2019). La especie F. nucleatum
también es un hallazgo comun en pacientes con periodontitis, que puede favorecer
la aparicion de cancer por la continua produccion de mediadores inflamatorios.
También se ha encontrado en mayor abundancia en el microbioma oral de
pacientes con carcinoma de células escamosas (Gholizadeh et al., 2016; Zhang et
al., 2019). Las especies F. necrophorum, F. mortiferum, y F. perfoetens también se
han relacionado con el cancer colorrectal; y ademas, diversas especies del género
Fusobacterium han sido halladas en mayor abundancia en tejido pancreatico
cancerigeno,-en el microbioma gastrico de personas con cancer gastrico, y en el
microbioma vaginal de mujeres con cancer cervical, en contraste con personas con
salud normal (Kostic et al., 2012; Mitsuhashi et al., 2015; Audirac-Chalifour et al.,
2016; Hsieh et al.,, 2018). Basado en lo aqui observado, se sugiere que su
presencia en el epitelio cervical del lobo marino de California pudiera ser marcador

de transformacion epitelial.

Oceanivirga también fue encontrado en mayor abundancia en animales

con epitelio inflamado lo que reforzaria la idea antes mencionada de que bajo
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ciertas condiciones puede volverse mas virulenta y actuar como patdgeno. En
cuanto a Cetobacterium, aunque es parte del microbioma gastrointestinal de
algunos mamiferos marinos, peces de agua dulce, humanos y el demonio de
Tasmania (Cheng et al., 2015; Bik et al., 2016); se encuentra en mayor abundancia
en humanos con cancer colorrectal (de Carvalho et al., 2019).

Otras de las bacterias que se encontraron en mayor abundancia en epitelio
cervical inflamado fueron Anaerobiospirillum y Methylobacterium. Ambas bacterias
tienen asociacion con procesos inflamatorios. La primera ha sido encontrada en
gatos con ileocolitis y diarrea, perros con peritonitis y diarreas hemorragicas y en
humanos con diarrea y bacteremia asociada a este organismo (de Cock et al.,
2004; Courtman, 2016), mientras que Methylobacterium es un patdégeno
oportunista asociado a estados de inmunosupresién, inmunosenescencia,
leucemia e insuficiencia renal (Lai et al.,, 2011). No se encontré evidencia de
enfermedad seria, ni de inmunosupresion en los lobos marinos aqui observados,
aunque se han reportado estados anérgicos en hembras adultas del Golfo de
California (Pefiin et al., 2019). Futuros estudios podrian estudiar a mayor detalle

su relevancia bioldgica y clinica en esta especie.

Los resultados. en las abundancias diferenciales entre epitelio sin
inflamacion y con inflamacion moderada, y entre epitelio sin inflamacién y con
inflamacion moderada fueron similares en cuanto a las bacterias mas y menos
abundantes (Fig. 16b y Cuadro 14), por lo que ya solo se comentaran resultados
adicionales alos mencionados con anterioridad para epitelios con inflamacién
moderada. Novosphingobium y Rhizobium de la clase Alphaproteobacteria se
encontraron en menor abundancia en muestras de epitelio con inflamacion alta.
Novosphingobium es un género de bacterias que habita ambientes terrestres y
marinos, y que tiene la capacidad de degradar diversos compuestos xenobidticos
(Wang et al., 2018). Ya que el habitat de este género de bacterias lo constituyen
ambientes marinos es posible que en epitelio sano dichas bacterias puedan

adherirse transitoriamente, y que cuando existe inflamacion, la competencia entre
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especies mutualistas y patdégenas impida que estos habitantes ocasionales puedan
estar presentes. Oceaniovalibus ha sido encontrada en ambientes marinos (Liu et
al.,, 2012), y con este género parece suceder lo contrario, y la inflamacion
favoreceria que colonice el epitelio genital.

El haber detectado Rhizobium fue inesperado. Este también es un género
de bacterias ambientales, que tienen la capacidad de fijar nitrégeno atmosférico, y
gue suele establecer relaciones simbidticas con plantas leguminosas, pero que
también puede vivir en el suelo como sapréfito (LeVier et al., 2000; Liu et al., 2015;
Poole et al., 2018). Aunque tipicamente se piensa en Rhizobium como bacteria
asociada a la rizésfera, existe también evidencia de la presencia de esta bacteria
en nichos distintos, incluyendo ambientes marinos y. dulceacuicolas. Rhizobium
flavum, R. petrolearium y R. borbori son capaces de degradar triazofos (un
organofosforado), hidrocarburos y anilina, respectivamente; y R alamii puede
producir exopolisacaridos (Liu et al., 2015). En el microbioma de cultivos de
Ostreococcus tauri provenientes de muestras del Mediterraneo se encontraron
secuencias genéticas que corresponden a genes del sistema de secrecion
bacteriana de tipo 3 (T3SS), y que, mas especificamente, serian cercanas
filogenéticamente a un subtipo de T3SS caracteristico del orden Rhizobiales (Abby
et al., 2014). Adicional a esto, en muestras de agua del Mar del Sur de China se
aislé la especie Rhizobium marinum (Liu et al., 2015). Ademas, experimentalmente
se ha comprobado que Rhizobium es un promotor de crecimiento en cultivos de
algas verdes como Chlamydomonas reinhardtii y Chlorella vulgaris (Kim et al.,
2014). Los ejemplos anteriores demuestran la plasticidad ambiental y metabdlica
de este género. Filogenéticamente, Rhizobium es cercana al patégeno intracelular
Brucella (LeVier et al., 2000; Poole et al., 2018). Rhizobium memliloti codifica una
proteina transportadora de membrana (bacA) que posee una similitud de 68.2%
con otra proteina de Brucella abortus; en ambas especies, dicha proteina es clave
en la invasion celular (LeVier et al., 2000), por lo que es posible que bajo ciertas
condiciones, Rhizobium aun sea capaz de colonizar, al menos temporalmente,

tejidos animales, existiendo ademas precedentes de la presencia de este género
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en el ambiente marino donde Z. californianus se desenvuelve.

También se encontraron en abundancia relativa menor en hembras con
inflamacion epitelial alta dos ASVs que solo pudieron clasificarse hasta el nivel
taxonémico de Orden como Absconditabacteriales (SR1) y otros dos ASVs
clasificados dentro de la familia Peptostreptococcales-Tissierellales e identificados
por BLAST (Zhang et al., 2000) como Gallicola barnesae (Cuadro 16), una especie
gue ha sido aislada de heces de gallinas (Ezaki et al., 2001).-El orden
Absconditabacteriales (SR1) es parte del microbioma oral humano, y un estudio de
Tong et al. (2019) encontrd una correlacidon entre su abundancia y la presencia de
ACPA, un tipo de anticuerpos usado como marcador de la artritis reumatoide, una
enfermedad inflamatoria crénica; aunque en este caso-la situacion fue contraria,
siendo menor su presencia en tejido inflamado. El dltimo ASV encontrado en menor
abundancia en lobos marinos de California con inflamacion epitelial cervical alta
fue identificado como Yoonia maritima, el cual también fue encontrado en menor
abundancia en hembras con LSIL en comparacion con aquellas con epitelio
negativo a displasia celular. Es posible que la exposicidon continua al ambiente
marino permita a esta bacteria alojarse en el epitelio genital sano, pero que los
cambios que ocurren en presencia de inflamacion o alteraciones celulares

provocadas por la infeccidn por Papillomavirus hagan dificil su permanencia.

En conjunto, Clostridia y Fusobacteriia se observaron en abundancias
relativas mayores en hembras con epitelio inflamado, sin importar el grado de
inflamacion, ylos ASVs pertenecientes a estas clases bacterianas también tuvieron
la misma-abundancia sin importar el grado de la inflamacion. En contraste, la
abundancia de Campylobacter solo estaba elevada cuando la inflamacion del
epitelio cervical era alta, lo que concuerda con lo que se observé para epitelios con
ASC. Ya que se conoce su capacidad patbgena de manera oportunista, es posible
gue esté actuando de la misma manera en el epitelio inflamado. Otras
consistencias entre las condiciones citolégicas y los estados inflamatorios fueron

la mayor abundancia de Eubacterium rumiantium, Christensenella vy

93



Negativibacillus. Ya que no se conocen mecanismos de virulencia para estas
especies, con base en el resultado observado, se sugiere que el ambiente epitelial

alterado por inflamacién o atipia celular favorece la invasion por parte de ellas.

Cuadro 13. Abundancia diferencial entre muestras sin inflamacién y con inflamacién
moderada.

ASV Clase Género Log2 fold change P
ASV147 | Alphaproteobacteria Methylobacterium-Methylorubrum 21.086 7.2e-07
ASV165 | Alphaproteobacteria Methylobacterium-Methylorubrum 20.985 8.4e-07
ASV103 | Clostridia Blautia 9.917 0.0014
ASV9I7 Clostridia Blautia 10.098 0.0024
ASV94 Clostridia Blautia 9.738 0.0080
ASV100 | Clostridia Blautia 9.511 0.0130
ASV183 | Clostridia Candidatus Arthromitus 22.315 3.9e-05
ASV213 | Clostridia Candidatus Arthromitus 22.045 4.8e-05
ASV289 | Clostridia Christensenellaceae R-7 group 16.743 0.0021
ASV257 Clostridia Christensenellaceae R-7 group 16.703 0.0022
ASV173 | Clostridia Clostridium sensu stricto 1 22.748 2.8e-05
ASV176 | Clostridia Clostridium sensu stricto 1 22.510 3.3e-05
ASV17 Clostridia Clostridium sensu stricto 1 10.479 0.0024
ASV19 Clostridia Clostridium sensu stricto 1 8.897 0.0100
ASV42 Clostridia Colidextribacter 24.848 2.3e-13
ASV45 Clostridia Colidextribacter 25.905 7.0e-13
ASV192 | Clostridia Colidextribacter 22.152 4.5e-05
ASV200 | Clostridia Colidextribacter 22.106 4.6e-05
ASV576 | Clostridia Ezakiella 19.458 0.0003
ASV33 Clostridia Faecalibacterium 26.023 8.3e-15
ASV30 Clostridia Faecalibacterium 10.592 0.0002
ASV280 | Clostridia Fastidiosipila -28.887 3.9e-08
ASV145 | Clostridia Fournierella 21.757 2.1e-06
ASV323 | Clostridia Fournierella 22.254 4.1e-05
ASV302 | Clostridia Fournierella 19.729 0.0003
ASV310 | Clostridia Fournierella 19.105 0.0004
ASV39 Clostridia Negativibacillus 25.697 1.5e-12
ASV44 Clostridia Negativibacillus 26.060 2.4e-12
ASV54 Clostridia Oscillospiraceae NK4A214 group 11.450 0.0013
ASV56 Clostridia Oscillospiraceae NK4A214 group 10.049 0.0035
ASV231 | Clostridia Paeniclostridium 22.500 2.2e-06
Nota: Un valor de Log2 fold change positivo indica que ese ASV es méas abundante en muestras con
inflamacién moderada, y un valor negativo indica que ese ASV es menos abundante en dicha condicion, y
por lo tanto mas abundante en muestras negativas a inflamacion epitelial
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Cuadro 13. Abundancia diferencial entre muestras sin inflamacién y con inflamacion

moderada (Continuacién).

ASV Clase Género Log2 fold change P

ASV253 | Clostridia Paeniclostridium 20.688 5.6e-06
ASV135 | Clostridia Paraclostridium 24.032 9.1e-07
ASV134 Clostridia Parvimonas 15.028 0.0058
ASV219 | Clostridia Peptoclostridium 22.295 2.9e-07
ASV8 Clostridia Peptoclostridium 13.101 1.1e-06
ASV6 Clostridia Peptoclostridium 10.714 1.8e-06
ASV181 | Clostridia Peptoclostridium 8.453 0.0021
ASV196 Clostridia Peptoclostridium 8.844 0.0122
ASV198 | Clostridia Pygmaiobacter 21.115 0.0001
ASV204 | Clostridia Pygmaiobacter 21.055 0.0001
ASV114 Clostridia Anaerovoracaceae S5-Al4a 10.632 0.0009
ASV102 | Clostridia Anaerovoracaceae S5-Al4da 8.595 0.0076
ASV107 | Clostridia Ruminococcaceae UCG-002 10.435 0.0048
ASV106 | Clostridia Ruminococcaceae UCG-002 10.444 0.0066
ASV131 | Clostridia Ruminococcaceae UCG-005 23.372 4.2e-09
ASV133 | Clostridia Ruminococcaceae UCG-005 23.321 6.6e-08
ASV143 | Clostridia Ruminococcaceae UCG-005 21.859 2.1e-07
ASV74 Clostridia Ruminococcaceae UCG-005 22.296 4.4e-07
ASV22 Clostridia Ruminococcaceae UCG-005 12.518 3.2e-05
ASV26 Clostridia Ruminococcaceae UCG-005 12.405 6.7e-05
ASV87 Clostridia Ruminococcaceae UCG-005 21.137 9.8e-05
ASV43 Clostridia Ruminococcaceae UCG-005 10.121 0.0014
ASV46 Clostridia Ruminococcaceae UCG-005 8.673 0.0043
ASV34 Clostridia Sin clasificar 24.580 4.3e-14
ASV48 Clostridia Sin clasificar 24.494 1.6e-11
ASV136 | Clostridia Sin clasificar 23.679 9.3e-06
ASV206 | Clostridia Sin clasificar 22.899 2.4e-05
ASV151 | Clostridia Sin clasificar 22.707 2.9e-05
ASV155. | Clostridia Sin clasificar 22.377 3.7e-05
ASV15 Clostridia Sin clasificar 20.036 0.0002
ASV16 Clostridia Sin clasificar 18.382 0.0007
ASV31 Clostridia Sin clasificar 9.915 0.0011
ASV47 Clostridia Sin clasificar 10.751 0.0029
ASV264 | Clostridia Sin clasificar 15.742 0.0039
ASV277 | Clostridia Sin clasificar 15.530 0.0044
ASV138 | Clostridia Sin clasificar 14.515 0.0078
ASV6E1 Fusobacteriia Cetobacterium 20.524 1.2e-07
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Cuadro 13. Abundancia diferencial entre muestras sin inflamacién y con inflamacion
moderada (Continuacién).

ASV Clase Género Log2 fold change P

ASV71 Fusobacteriia Cetobacterium 20.417 9.8e-07
ASV29 Fusobacteriia Cetobacterium 23.374 1.6e-06
ASV27 Fusobacteriia Cetobacterium 23.214 1.0e-05
ASV500 | Fusobacteriia Cetobacterium 18.900 0.0005
ASV379 | Fusobacteriia Cetobacterium 18.689 0.0006
ASV372 Fusobacteriia Cetobacterium 17.753 0.0011
ASV589 | Fusobacteriia Cetobacterium 17.650 0.0012
ASV355 | Fusobacteriia Cetobacterium 17.247 0.0015
ASV7 Fusobacteriia Fusobacterium 12.988 1.5e-07
ASV9 Fusobacteriia Fusobacterium 11.486 3.2e-06
ASV21 Fusobacteriia Fusobacterium 13.033 1.8e-05
ASV23 Fusobacteriia Fusobacterium 12.960 2.1e-05
ASV82 Fusobacteriia Fusobacterium 20.859 2.3e-05
ASV81 Fusobacteriia Fusobacterium 21.021 0.0001
ASV1 Fusobacteriia Fusobacterium 6.532 0.0005
ASV194 | Fusobacteriia Fusobacterium 18.676 0.0006
ASV212 Fusobacteriia Fusobacterium 18.250 0.0008
ASV57 Fusobacteriia Fusobacterium 10.344 0.0013
ASV2 Fusobacteriia Fusobacterium 6.211 0.0013
ASV72 Fusobacteriia Fusobacterium 6.883 0.0017
ASV50 Fusobacteriia Fusobacterium 9.228 0.0028
ASV79 Fusobacteriia Fusobacterium 6.420 0.0035
ASV13 Fusobacteriia Oceanivirga 21.853 5.1e-06
ASV14 Fusobacteriia Oceanivirga 21.709 6.3e-05
ASV121 | Fusobacteriia Oceanivirga 16.266 0.0002
ASV229 | Fusobacteriia Oceanivirga 17.785 0.0005
ASV236 | Fusobacteriia Oceanivirga 16.731 0.0006
ASV104 | Fusobacteriia Oceanivirga 13.909 0.0107
ASV203. | Gammaproteobacteria | Anaerobiospirillum 20.894 0.0001
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Cuadro 14. Abundancia diferencial entre muestras sin inflamacion y con inflamacién alta.

ASV Clase Género Log2 fold change P
ASV189 | Alphaproteobacteria Allorhizobium-Neorhizobium- -20.029 4.9e-05
Pararhizobium-Rhizobium

ASV165 | Alphaproteobacteria Methylobacterium-Methylorubrum 23.252 2.2e-07
ASV147 | Alphaproteobacteria Methylobacterium-Methylorubrum 23.760 1.2e-07
ASV207 | Alphaproteobacteria Novosphingobium -20.202 4.1e-05
ASV484 | Alphaproteobacteria Oceaniovalibus 21.890 0.0001
ASV560 | Alphaproteobacteria Oceaniovalibus 22.316 9.9e-05
ASV223 | Alphaproteobacteria Sin clasificar -20.193 5.7e-05
ASV167 | Campylobacteria Campylobacter 26.157 5.0e-06
ASV148 | Campylobacteria Campylobacter 26.864 2.8e-06
ASV100 | Clostridia Blautia 11.091 0.0059
ASV94 Clostridia Blautia 11.154 0.0038
ASV103 | Clostridia Blautia 11171 0.0006
ASV97 Clostridia Blautia 11.224 0.0013
ASV213 | Clostridia Candidatus Arthromitus 22.996 6.0e-05
ASV183 | Clostridia Candidatus Arthromitus 23.490 4.2e-05
ASV289 | Clostridia Christensenellaceae R-7 group 22.108 0.0001
ASV257 | Clostridia Christensenellaceae R-7 group 22.210 0.0001
ASV19 Clostridia Clostridium sensu stricto 1 9.629 0.0081
ASV17 Clostridia Clostridium sensu stricto 1 11.555 0.0014
ASV173 | Clostridia Clostridium sensu stricto 1 18.443 0.0013
ASV176 | Clostridia Clostridium sensu stricto 1 19.240 0.0008
ASV192 | Clostridia Colidextribacter 22.267 0.0001
ASV200 | Clostridia Colidextribacter 22.365 9.6e-05
ASV42 Clostridia Colidextribacter 23.837 2.1e-11
ASV45 Clostridia Colidextribacter 25.084 3.8e-11
ASV576 | Clostridia Ezakiella 21.296 0.0002
ASV30 Clostridia Faecalibacterium 9.942 0.0010
ASV33 Clostridia Faecalibacterium 25.217 7.7e-13
ASV280 | Clostridia Fastidiosipila -25.286 6.3e-06
ASV233 | Clostridia Fastidiosipila -24.932 8.5e-06
ASV145 | Clostridia Fournierella 20.075 3.3e-05
ASV323 | Clostridia Fournierella 20.938 0.0003
ASV302 | Clostridia Fournierella 22.004 0.0001
ASV310 | Clostridia Fournierella 22.060 0.0001
ASV44 Clostridia Negativibacillus 23.390 2.2e-09
ASV39 Clostridia Negativibacillus 24.280 2.0e-10
ASV56 Clostridia Oscillospiraceae NK4A214 group 10.171 0.0049

Nota: Un valor de Log2 fold change positivo indica que ese ASV es méas abundante en muestras con
inflamacién alta, y un valor negativo indica que ese ASV es menos abundante en dicha condicion, y por lo
tanto mas abundante en muestras negativas a inflamacion epitelial
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Cuadro 14. Abundancia diferencial entre muestras sin inflamacién y con inflamacion alta
(Continuacioén).

ASV Clase Género Log2 fold change P

ASV54 Clostridia Oscillospiraceae NK4A214 group 11.642 0.0018
ASV253 | Clostridia Paeniclostridium 23.540 9.5e-07
ASV231 | Clostridia Paeniclostridium 23.893 1.9e-06
ASV135 | Clostridia Paraclostridium 23.666 4.6e-06
ASV132 | Clostridia Parvimonas 26.757 3.0e-06
ASV134 | Clostridia Parvimonas 26.897 2.7e-06
ASV181 | Clostridia Peptoclostridium 9.545 0.0009
ASV196 | Clostridia Peptoclostridium 9.732 0.0087
ASV6 Clostridia Peptoclostridium 11.822 4.9e-07
ASV8 Clostridia Peptoclostridium 14.180 4.5e-07
ASV219 | Clostridia Peptoclostridium 20.351 9.1e-06
ASV204 | Clostridia Pygmaiobacter 22.821 6.9e-05
ASV198 | Clostridia Pygmaiobacter 23.309 4.8e-05
ASV114 | Clostridia Anaerovoracaceae S5-Al4a 9.420 0.0051
ASV107 | Clostridia Ruminococcaceae UCG-002 9.668 0.0131
ASV106 | Clostridia Ruminococcaceae UCG-002 9.812 0.0154
ASV46 Clostridia Ruminococcaceae UCG-005 10.603 0.0009
ASV26 Clostridia Ruminococcaceae UCG-005 12.143 0.0002
ASV43 Clostridia Ruminococcaceae UCG-005 12.147 0.0003
ASV22 Clostridia Ruminococcaceae UCG-005 12.199 0.0001
ASV143 | Clostridia Ruminococcaceae UCG-005 18.110 4.9e-05
ASV74 Clostridia Ruminococcaceae UCG-005 20.997 6.5e-06
ASV131 | Clostridia Ruminococcaceae UCG-005 23.519 2.0e-08
ASV133 | Clostridia Ruminococcaceae UCG-005 23.531 2.3e-07
ASV87 Clostridia Ruminococcaceae UCG-005 25.445 9.0e-06
ASV246 | Clostridia Sin clasificar -21.752 0.0001
ASV243 | Clostridia Sin clasificar -21.662 0.0001
ASV47 Clostridia Sin clasificar 10.646 0.0051
ASV31 Clostridia Sin clasificar 11.264 0.0004
ASV151 | Clostridia Sin clasificar 20.494 0.0004
ASV155 | Clostridia Sin clasificar 20.651 0.0003
ASV206 | Clostridia Sin clasificar 21.253 0.0002
ASV136 | Clostridia Sin clasificar 23.810 2.5e-05
ASV48 Clostridia Sin clasificar 24.099 2.9e-10
ASV277 | Clostridia Sin clasificar 24.785 1.5e-05
ASV264 | Clostridia Sin clasificar 24.909 1.4e-05
ASV139 | Clostridia Sin clasificar 25.232 1.1e-05
ASV34 Clostridia Sin clasificar 25.738 4.7e-14
ASV138 | Clostridia Sin clasificar 26.648 3.3e-06
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Cuadro 14. Abundancia diferencial entre muestras sin inflamacion y con inflamacion alta
(Continuacioén).

ASV Clase Género Log2 fold change P

ASV16 Clostridia Sin clasificar 28.460 6.9e-07
ASV15 Clostridia Sin clasificar 29.448 2.8e-07
ASV589 | Fusobacteriia Cetobacterium 21.228 0.0002
ASV500 | Fusobacteriia Cetobacterium 21.489 0.0002
ASV379 | Fusobacteriia Cetobacterium 22.643 7.8e-05
ASV372 | Fusobacteriia Cetobacterium 23.079 5.7e-05
ASV355 | Fusobacteriia Cetobacterium 23.236 5.0e-05
ASV71 Fusobacteriia Cetobacterium 25.304 8.4e-09
ASV61 Fusobacteriia Cetobacterium 25.430 4.5e-10
ASV29 Fusobacteriia Cetobacterium 26.903 1.7e-07
ASV27 Fusobacteriia Cetobacterium 27.021 1.1e-06
ASV2 Fusobacteriia Fusobacterium 6.422 0.0017
ASV79 Fusobacteriia Fusobacterium 6.700 0.0039
ASV1 Fusobacteriia Fusobacterium 6.763 0.0007
ASV72 Fusobacteriia Fusobacterium 7.071 0.0023
ASV50 Fusobacteriia Fusobacterium 10.550 0.0011
ASV57 Fusobacteriia Fusobacterium 11.622 0.0005
ASV21 Fusobacteriia Fusobacterium 12.581 7.9e-05
ASV9 Fusobacteriia Fusobacterium 12.600 9.6e-07
ASV23 Fusobacteriia Fusobacterium 12.632 7.7e-05
ASV7 Fusobacteriia Fusobacterium 13.973 5.5e-08
ASV199 | Fusobacteriia Fusobacterium 23.635 3.7e-05
ASV212 | Fusobacteriia Fusobacterium 24.504 1.9e-05
ASV194 | Fusobacteriia Fusobacterium 24.547 1.8e-05
ASV184 | Fusobacteriia Fusobacterium 24.569 1.8e-05
ASV81 Fusobacteriia Fusobacterium 26.995 2.5e-06
ASV82 Fusobacteriia Fusobacterium 27.028 2.0e-07
ASV254 | Fusobacteriia Oceanivirga -23.936 1.9e-05
ASV301 | Fusobacteriia Oceanivirga -8.001 0.0113
ASV236 | Fusobacteriia Oceanivirga 25.276 8.0e-07
ASV229 | Fusobacteriia Oceanivirga 25.319 2.4e-06
ASV121 | Fusobacteriia Oceanivirga 26.376 1.2e-08
ASV104 | Fusobacteriia Oceanivirga 26.426 4.0e-06
ASV14 Fusobacteriia Oceanivirga 29.870 1.9e-07
ASV13 Fusobacteriia Oceanivirga 29.898 3.4e-09
ASV203. | Gammaproteobacteria Anaerobiospirillum 21.690 0.0002
ASV113 | Gracilibacteria Sin clasificar -23.669 2.4e-05
ASV117 | Gracilibacteria Sin clasificar -23.638 2.4e-05
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Cuadro 15. ASVs sin clasificar a nivel de género y especies con las que tienen mayor
similitud de acuerdo ala herramienta en linea BLAST,en la comparativa entre muestras sin
inflamacién y con inflamacién moderada.

Ay o . Query Porcentaje
ase Especie coverage e-value _ d¢
identidad
ASV15 Clostridia Christensenella minuta 100.00% 8e-24 85.71%
ASV16 Clostridia Christensenella minuta 100.00% 2e-125 85.95%
ASV264 | Clostridia Christensenella minuta 100.00% 4e-122 85.48%
ASV277 Clostridia Christensenella minuta 100.00% 8e-124 85.71%
ASV47 Clostridia Eubacterium coprostanoligenes 100.00% 0 96.22%
ASV48 Clostridia Eubacterium coprostanoligenes 100.00% 0 95.98%
ASV138 | Clostridia Eubacterium rumiantium 100.00% 0 94.06%
ASV31 Clostridia Faecalicatena orotica 100.00% 0 97.87%
ASV34 Clostridia Faecalicatena orotica 100.00% 0 97.63%
ASV206 Clostridia Negativibacillus massiliensis 100.00% 3e-177 93.16%
ASV136 | Clostridia Paeniclostridium sordelii 100.00% 0 99.52%
ASV151 Clostridia Tisierella creatinini 100.00% 3e-162 91.21%
ASV155 | Clostridia Tisierella creatinini 100.00% 2e-160 90.97%

Cuadro 16. ASVs sin clasificar a nivel de género y especies con las que tienen mayor
similitud de acuerdo ala herramienta en linea BLAST,en la comparativa entre muestras sin
inflamacion y con inflamacién alta.

ASV Clase Género ccg/lé?;)glye e-value P-orcdegtaje
identidad
ASV223 Alphaproteobacteria | Yoonia maritima 100.00% 0 97.14%
ASV15 Clostridia Christensenella minuta 100.00% 8e-24 85.71%
ASV16 Clostridia Christensenella minuta 100.00% 2e-125 85.95%
ASV264 Clostridia Christensenella minuta 100.00% 4e-122 85.48%
ASV2T77 Clostridia Christensenella minuta 100.00% 8e-124 85.71%
ASVv47 Clostridia Eubacterium coprostanoligenes | 100.00% 0 96.22%
ASV48 Clostridia Eubacterium coprostanoligenes | 100.00% 0 95.98%
ASV138 Clostridia Eubacterium rumiantium 100.00% 0 94.06%
ASV139 Clostridia Eubacterium rumiantium 100.00% 0 93.82%
ASV31 Clostridia Faecalicatena orotica 100.00% 0 97.87%
ASV34 Clostridia Faecalicatena orotica 100.00% 0 97.63%
ASV243 Clostridia Gallicola barnesae 100.00% 5e-141 87.86%
ASV246 Clostridia Gallicola barnesae 100.00% 2e-139 87.62%
ASV206 Clostridia Negativibacillus massiliensis 100.00% 3e-177 93.16%
ASV136 Clostridia Paeniclostridium sordelii 100.00% 0 99.52%
ASV151 Clostridia Tissierella creatinini 100.00% 3e-162 91.21%
ASV155 Clostridia Tissierella creatinini 100.00% 2e-160 90.97%
ASV113 Gracilibacteria Oribacterium sinus 100.00% 5e-61 77.00%
ASV117 Gracilibacteria Oribacterium sinus 100.00% 2e-59 76.76%
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Objetivo 4. Investigar la asociacion del microbioma cervical con la infeccion
por virus de potencial oncogénico.

Los espectros de diversidad de Rényi mostraron que la diversidad alfa

difiere entre muestras negativas y positivas a OtHV-1, siendo mayor en las

positivas (Fig. 17), mientras que en términos de la infeccidon por ZcPV-1 no se

encontraron diferencias en la diversidad alfa (Fig. 18).
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Figura 17. Espectros de entropia de Rényi agrupados por diagndstico de OtHV-1.
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Figura 18. Espectros de entropia de Rényi agrupados por diagnéstico de ZcPV-1.
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En términos de diversidad beta, no se encontraron diferencias
significativas en el epitelio de acuerdo a la presencia o ausencia de ZcPV-1 (Fig.
19 y 20, y Cuadro 17), pero en cuanto al diagnostico de OtHV-1 se encontraron

diferencias marginalmente significativas. Es probable que esto refleje el bajo
namero de muestras que no permitioé tener un alto poder estadistico.
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Figura 19. Analisis de PCoA de las muestras de epitelio genital de hembras adultas de Zalophus
californianus, agrupadas por diagnéstico de OtHV-1
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Figura 20. Andlisis de PCoA de las muestras de epitelio genital de hembras
adultas de Zalophus californianus, agrupadas por diagnéstico de ZcPV-1
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Cuadro 17. Resultados del PERMANOVA segln diagnéstico de virus potencialmente
oncogénicos

Variable F R2 P
Diagnostico de OtHV-1 1.63845 0.06544 0.0685
Diagnostico de ZcPV-1 1.48541 0.05933 0.1083

Anaerobiospirillum fue encontrado en menor abundancia en hembras sin
evidencia de infeccién por OtHV-1 (Cuadro 18 y Fig. 21), lo que contrasta con su
mayor abundancia en presencia de inflamacién (Fig. 16). Algo similar sucede con
ASVs sin clasificar a nivel de género, identificados por BLAST como Y. maritima
y G. barnesae (Cuadro 20), que tenian menor abundancia en estados inflamatorios,
mientras que en presencia de OtHV-1 su abundancia’ fue mayor, o R.
cellobioparum, que tuvo menor abundancia en animales diagnosticados con LSIL,
y mayor en casos de infeccion por OtHV-1. Los gammaherpesvirus, familia a la que
pertenece el OtHV-1 (King et al., 2002) estan relacionados con oncogenesis en
pacientes con inmunosupresion, como el herpesvirus asociado a sarcoma de
Kaposi (KSHV) y el gammaherpesvirus de Felis catus 1 (FcaGHV-1) (Feng et al.,
2013; Ertl et al., 2015). Exhiben tropismo hacia células epiteliales y linfocitos B, y
pueden interferir con diversos mecanismos inmunes innatos y adaptativos (Feng et

al., 2013). Se sabe que el KSHYV, el Virus de Epstein Barr (EBV), y el herpesvirus
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Figura 21. Abundancia diferencial en muestras de epitelio genital de hembras adultas de
Zalophus californianus, agrupadas por diagnéstico de OtHV-1; positivo vs. negativo.
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Cuadro 18. Abundancia diferencial entre muestras con diagndstico positivo y negativo a

OtHV-1

ASV Clase Género Lglgjnfgéd p
ASV24 Actinobacteria Arcanobacterium 4.357 0.0069
ASV186 Actinobacteria Corynebacterium 22.293 1.1e-14
ASV190 Actinobacteria Corynebacterium 8.472 0.0013
ASV60 Actinobacteria Cutibacterium 3.663 0.0029
ASV59 Actinobacteria Cutibacterium 3.371 0.0076
ASV189 | Alphaproteobacteria Allorhizobium-Neorhizobium- 21.163 4.4e-11

Pararhizobium-Rhizobium

ASV221 Alphaproteobacteria Brevundimonas 7.485 0.0056
ASV230 Alphaproteobacteria Brevundimonas 7.242 0.0072
ASV207 Alphaproteobacteria Novosphingobium 21.547 2.1e-11
ASV122 Alphaproteobacteria Pseudahrensia 7.764 0.0002
ASV77 Alphaproteobacteria Sphingobium 24.039 1.4e-22
ASV130 Alphaproteobacteria Sphingobium 9.015 0.0002
ASV223 Alphaproteobacteria Sin clasificar 21.062 9.6e-11
ASV222 Alphaproteobacteria Sin clasificar 21.023 9.0e-11
ASV11 Clostridia Ezakiella 4.642 0.0052
ASV36 Clostridia Helcococcus 7.146 7.8e-06
ASV40 Clostridia Helcococcus 6.961 2.2e-05
ASV70 Clostridia Helcococcus 5.739 0.0081
ASV62 Clostridia Helcococcus 5.701 0.0046
ASV188 Clostridia Peptoniphilus 20.323 1.9e-08
ASV137 Clostridia Sin clasificar 23.341 1.1e-10
ASV128 Clostridia Sin clasificar 22.713 3.3e-10
ASV124 Clostridia Sin clasificar 21.320 4.2e-11
ASV246 Clostridia Sin clasificar 20.347 1.8e-08
ASV243 Clostridia Sin clasificar 20.307 2.0e-08
ASV126 Clostridia Sin clasificar 9.056 0.0051
ASV238 Fimbriimonadia Sin clasificar 7.637 0.0073
ASV485 Gammaproteobacteria Anaerobiospirillum -25.012 1.4e-12
ASV442 Gammaproteobacteria Anaerobiospirillum -25.683 3.5e-13
ASV393 Gammaproteobacteria Anaerobiospirillum -25.895 2.3e-13
ASV117 Gracilibacteria Sin clasificar 22.564 4.3e-10
ASV113 Gracilibacteria Sin clasificar 22.538 4.5e-10

Nota: Un valor de Log2 fold change positivo indica que ese ASV es méas abundante en muestras con
diagnéstico positivo a OtHV-1, y un valor negativo indica que ese ASV es menos abundante en dicha
condicidn, y por lo tanto mas abundante en muestras con diagnéstico negativo a OtHV-1
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murino 68 (MHV68) son capaces de inhibir vias de sefializacion de los procesos
de autofagia y apoptosis, y codifican productos genéticos que imitan o neutralizan
mediadores inflamatorios, inhibiendo la respuesta inflamatoria y citotoxica (Feng et
al., 2013). Se sabe que los lobos marinos infectados por OtHV-1 poseen niveles
de transcripciéon de genes relacionados a citotoxicidad similares 0 mas bajos que
los no infectados, mientras en la infeccibn por ZcPV-1 estos niveles estan
significativamente elevados (Pefiin et al., 2019). Esto puede explicar por qué varias
bacterias exhiben patrones de abundancia opuestas en la infecciéon por OtHV-1 en
relacion con estados inflamatorios o con LSIL, caracterizado por lesiones
tipicamente asociadas a infecciones por Papillomavirus, que a su vez inducen

inflamacion en los tejidos afectados (Nayar y Wilbur, 2015; Hemmat y Bagui, 2019).

En cuando al ASV238, sin clasificar a nivel de género, se le encontrd
similitud con Fimbrimonas ginsengisoli (Cuadro-19), un organismo de origen
ambiental (Im et al., 2012). Como sucede con otros organismos de origen
ambiental encontrados en menor abundancia en muestras con alteraciones
epiteliales, es posible que F. ginsengisoli colonice de manera transitoria el epitelio
genital, y que los cambios producidos por la infeccion por OtHV-1 hagan que sea

desplazada por otras especies.

Cuadro 19. ASVs sin clasificar a nivel de género y especies con las que tienen mayor
similitud de acuerdo ala herramienta en linea BLAST,en la comparativa entre muestras con
diagndéstico negativo y positivo a OtHV-1

ASV Clase Especie ccg/l:e?;)ée e-value P-orcde;taje

identidad

ASV222 | Alphaproteobacteria | Yoonia maritima 100.00% 0 97.38%
ASV223 /| Alphaproteobacteria | Yoonia maritima 100.00% 0 97.14%
ASV243 | Clostridia Gallicola barnesae 100.00% 5e-141 87.86%
ASV246 | Clostridia Gallicola barnesae 100.00% 2e-139 87.62%
ASV128 | Clostridia Ruminiclostridium cellobioparum 100.00% 3e-123 85.65%
ASV137 | Clostridia Ruminiclostridium cellobioparum 100.00% le-121 85.41%
ASV124 | Clostridia Tissierella creatinini 100.00% 3e-162 91.21%
ASV126 | Clostridia Tissierella creatinini 100.00% 2e-160 90.97%
ASV238 | Fimbriimonadia Fimbriimonas ginsengisoli 100.00% le-166 91.78%
ASV113 | Gracilibacteria Oribacterium sinus 100.00% 5e-61 77.00%
ASV117 | Gracilibacteria Oribacterium sinus 100.00% 2e-59 76.76%
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Cutibacterium acnes es parte del microbioma de la piel en el humano, pero
también ha sido relacionado con inflamacion crénica en la prostata, que llevaria al
desarrollo de neoplasias prostaticas malignas (Ugge et al., 2018). Brevundimonas
es un patdgeno oportunista, en su mayoria en pacientes con patologias previas,
incluyendo algunos tipos de cancer (Ryan y Pembroke, 2018). Pseudahrensia es
un género que hasta ahora se habia reportado en ambientes marinos y en el
intestino de cefal6podos alrededor de la peninsula de Corea (Jung et al., 2012; Kim
et al., 2016). Sphingobium fontiphilum se encontré por primera vez en-ambientes
acuaticos en Taiwan (Sheu et al., 2013).

El género Corynebacterium es parte del microbioma de-la piel, mucosas y
ojos del humano, ademas de ser patdogenos oportunistas en algunos casos de
pacientes inmunocomprometidos y enfermos de cancer (Samuel et al., 2019).
Especificamente, C. tuberculostearicum, con quien los dos ASVs identificados en
este estudio guardan una gran similitud (100% y 99.77% de identidad, con un e-
value de 0 para ambos ASV’s, y un query coverage de 100%), se ha asociado con
paniculitis pancreatica y desordenes inflamatorios de la glandula mamaria y senos
nasales; ademas puede promover la produccion de citocinas y otros mediadores
proinflamatorios en la piel a través de la activacion del factor de transcripcion NF-
KB (Altonsy et al., 2020). El ASV identificado como Arcanobacterium, presento el
mismo porcentaje de similitud (99.06%, e-value de 0 para ambas posibilidades),
con A. phocae y A. phocisimile. La primera fue aislada en muestras nasales, fecales
e hisopados vaginales de individuos de foca de puerto, Phoca vitulina,
aparentemente sanas, aunque luego fue aislada de heridas, abscesos y 6rganos
internos -en varias especies de mamiferos marinos varados en las costas de
California, EE UU, incluyendo al lobo marino de California (Johnson et al., 2003).
Por otro lado, A. phocisimile fue aislada de la vagina de un individuo de Phoca
vitulina del mar del norte (Hijazin et al., 2013). Aqui cabe resaltar que los ASVs
clasificados como Cutibacterium y Arcanobacterium, que difirieron en abundancia
de acuerdo a la presencia/ausencia de OtHV-1, se identificaron como parte del

microbioma nucleo. En cuanto al género Helcococcus, dos ASV’s de los que
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aumentan su abundancia en presencia de OtHV-1 también conforman parte del
microbioma nucleo. El hecho de que estas especies hayan sido encontradas tanto
en animales sanos como en procesos inflamatorios y que, al menos en el caso de
C. tuberculostearicum, incluso se hayan descrito mecanismos proinflamatorios,
implica que estas tienen la capacidad de co-habitar diversos sitios anatomicos sin
causar patologia, pero que cambios en las condiciones ambientales pueden hacer

gue manifiesten caracteristicas patologicas.

Las muestras cervicales de hembras con infeccion por ZcPV1 tuvieron
cinco ASVs en menor abundancia que las muestras negativas (Fig. 22y Cuadro 20).
Estos correspondian al género Oceanivirga, a dos ASVs del orden
Absconditabacteriales SR1 y a uno identificado como Negativibacillus (Cuadro 21).
Oceanivirga habia sido encontrado en mayor .abundancia en individuos con
diagnastico citolégico de ASC, y con epitelio inflamado, por lo que es posible que
encuentre condiciones adecuadas para su proliferacion bajo condiciones de
inflamacion y displasia celular, pero que durante infecciones concomitantes con
ZcPV-1, el epitelio cervical tenga condiciones ligeramente distintas, que hagan que
bajo dicha condicion le sea mas dificil proliferar. Por el contrario, las bacterias del
orden Absconditabacteriales eran menos abundantes en animales con inflamacion
alta, y Negativibacillus tuvo mayor abundancia en hembras con alteraciones
citologicas o epitelio inflamado. En general hubo pocas diferencias entre muestras
negativas y positivas-a ZcPV-1, pero solo tres muestras eran positivas Unicamente

a ZcPV-1, mientras que diez eran positivas a ambos virus, y ocho solo a OtHV-1. El
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Figura 22. Abundancia diferencial en muestras de epitelio genital de hembras adultas de
Zalophus californianus, agrupadas por diagnéstico de ZcPV-1; positivo vs. negativo
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estudio de Pefiin et al (2019) encontré que los niveles de transcripcion de genes
relacionados a citotoxicidad en infecciones simultaneas con OtHV-1y ZcPV-1 eran
similares a los de infecciones solo por OtHV-1; es posible que el numero
considerable de co-infecciones en las muestras de este estudio enmascare las
verdaderas diferencias en el microbioma entre animales con y sin infeccion por
ZcPV-1

Cuadro 20. Abundancia diferencial entre muestras con diagndstico positivo y negativo
a ZcPV-1

ASV Clase Género Log2 fold change P
ASV113 | Gracilibacteria Sin clasificar -25.718 4.2e-18
ASV117 | Gracilibacteria Sin clasificar -25.735 4.0e-18
ASV206 | Clostridia Sin clasificar -25.163 2.1e-17
ASV96 | Fusobacteriia Oceanivirga -9, 777 0.0004
ASV301 | Fusobacteriia Oceanivirga -5.773 0.0004
ASV3 Fusobacteriia Oceanivirga -3.961 0.0007
ASV4 Fusobacteriia Oceanivirga -3.974 0.0008
Nota: Un valor de Log?2 fold change positivo indica que ese ASV es mas abundante en muestras con
diagnostico positivo a ZcPV-1, y un valor negativo indica que ese ASV es menos abundante en dicha
condicidn, y por lo tanto mas abundante en muestras con diagnéstico negativo a ZcPV-1

Cuadro 21. ASVs sin clasificar a nivel de género y especies con las que tienen mayor
similitud de acuerdo a la herramienta en linea BLAST,en la comparativa entre
muestras con diagndstico negativo y positivo a ZcPV-1

ASV Clase Especie c g/%?;)é e e-value P%Bceenrlggj: dde
ASV113 | Gracilibacteria | Oribacterium sinus 100.00% 5e-61 77.00%
ASV117 | Gracilibacteria | Oribacterium sinus 100.00% 2e-59 76.76%
ASV206-| Clostridia Negativibacillus massiliensis 100.00% 3e-177 93.16%
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Objetivo 5. Identificar relaciones de co-ocurrencia entre los miembros de la
comunidad bacteriana en hembras sanas, con transformacion pre-
oncogénica, e infectadas con virus oncogénicos

En el modelado de redes se pudo apreciar que las clases Fusobacteriia y
Clostridia, que se identificaron como un componente importante del microbioma, se
agruparon en el centro de la red (Fig. 23a), mientras las otras clases tendian a estar
en la periferia. Esta red representa relaciones de co-ocurrencia; y permite inferir
posibles interacciones ecoldgicas entre los miembros de la comunidad (Layeghifard
et al., 2018; Castro-Nallar et al., 2019).

Las redes estan compuestas por distintos médulos de-microorganismos
altamente interconectados entre si, ademas de organismos que conectan estos
moédulos, y que son muy importantes para la estructura y, por lo tanto, para la
comunidad, conocidos como especies clave o Keystone species (Layeghifard et al.,
2018; Castro-Nallar et al., 2019). Para identificar estas especies clave es necesario
analizar las caracteristicas de los distintos nodos, especialmente la conectividad y
la centralidad (Layeghifard et al., 2018; Castro-Nallar et al., 2019). En este caso se
tomaron en cuenta el degree o grado y el betweenness o intermediacion como
medidas de conectividad y centralidad respectivamente. El grado es el nimero de
conexiones con otros nodos; y la intermediacidn representa el nimero de rutas mas
cortas entre todos los otros nodos, que pasan por uno en particular (Layeghifard et
al., 2018; Castro-Nallar et al., 2019).

El'grado promedio de la red fue de 71.91076, y la intermediacién promedio
fue de 584.4359. Para buscar las especies clave se buscaron aquellos ASVs que
tuvieran grado e intermediaciéon mayores al promedio mas dos desviaciones
estandar, es decir, valores por encima de 149.6062 y 2623.831 respectivamente.
Se identificaron 21 especies clave (Fig. 23b y Cuadro 22), de las cuales 11
coincidieron con ASVs que conformaban el microbioma nucleo. Esto refuerza la
evidencia de que las especies clave inferidas a partir de la construccion de la red de

co-ocurrencia poseen una fuerte relevancia ecoldgica en la comunidad.
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Figura 23. Red de co-ocurrencia bacteriana. a) Cada punto representa un ASV, y el tamafio
de cada uno esta en funcion del degree. El color de los bordes indica si la relacion de co-
ocurrencia es positiva (verde) o negativa (rojo). b) En verde estan marcadas las especies
clave y en rojo las demés especies de la comunidad.
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Algunos de estos organismos, como se habia comentado antes, varian en
su abundancia de acuerdo al estado del epitelio: F. perfoetens, F. mortiferum, C.
hiranonis y P. cinnamivorans en ASC, LSIL y estados inflamatorios. Y F. orotica y
B. hominis en mayor abundancia en animales con epitelio inflamado. Distintas
especies de Fusobacterium, y B. hominis estan relacionadas con el cancer
colorrectal en humanos (Kostic et al., 2012; Mancabelli et al., 2017; Kim et al., 2020).
Clostridium hiranonis posee rutas metabdlicas capaces de producir &cidos biliares
secundarios a partir de acidos biliares primarios, los cuales son co-carcinégenos
involucrados en el desarrollo del cancer colorrectal (Kitahara et al., 2001).
Fusobacterium orotica es una bacteria ambiental (Sakamoto et al., 2017) y P.
cinnamivorans se ha encontrado en menor abundancia en personas con

enfermedades inflamatorias intestinales o cancer (Mancabelli et al., 2017).

Cuadro 22. ASVs identificados como especies clave
ASV Clase Especie gery e-value -PorC(-antaje de
coverage identidad
ASV1 Fusobacteriia Fusobacterium perfoetens 100% 0 98.11%
ASV2 Fusobacteriia Fusobacterium perfoetens 100% 0 97.87%
ASV3 Fusobacteriia Oceanivirga salmonicida 100% 6e-175 92.77%
ASV4 Fusobacteriia Oceanivirga salmonicida 100% 3e-173 92.54%
ASV6 Clostridia Clostridium hiranonis 100% 0 100%
ASV7 Fusobacteriia Fusobacterium mortiferum 100% 0 99.76%
ASV8 Clostridia Clostridium hiranonis 100% 0 99.76%
ASV9 Fusobacteriia Fusobacterium mortiferum 100% 0 99.53%
ASV21 | Fusobacteriia Fusobacterium perfoetens 100% 0 94.81%
ASV22 | Clostridia Papillibacter cinnamivorans 100% 7e-174 92.45%
ASV23 | Fusobacteriia Fusobacterium perfoetens 100% 0 94.58%
ASV26 | Clostridia Papillibacter cinnamivorans 100% 3e-172 99.22%
ASV31 | Clostridia Faecalicatena orotica 100% 0 97.87%
ASV34 | Clostridia Faecalicatena orotica 100% 0 97.63%
ASV43 | Clostridia Papillibacter cinnamivorans 100% 2e-170 91.98%
ASV72 | Fusobacteriia Fusobacterium perfoetens 100% 0 97.87%
ASV78 | Clostridia Papillibacter cinnamivorans 100% 2e-179 92.45%
ASV79 | Fusobacteriia Fusobacterium perfoetens 100% 0 97.64%
ASV94 | Clostridia Blautia hominis 100% 0 99.76%
ASV181 | Clostridia Clostridium hiranonis 100% 0 99.76%
ASV340 | Alphaproteobacteria | Brevundimonas vesicularis 100% 0 99.52%
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En una red pueden existir varios médulos conformados por grupos de
nodos que estan fuertemente relacionados entre si, y que se relacionan en menor
medida con otros nodos que no pertenecen al mismo modulo (Layeghifard et al.,
2018; Castro-Nallar et al., 2019). Se puede medir qué tan fuerte es la division en
moédulos, o modularidad, de tal manera que un valor alto implica que la red posee
conexiones densas entre ciertos grupos de nodos, y escasas conexiones entre esos
grupos (Castro-Nallar et al.,, 2019). En la red resultante de este estudio se
identificaron nueve moédulos (Fig. 24), de los cuales los 1, 3, 7 y 9 contienen las
especies clave; la modularidad de la red es de 0.5163, y visualmente se puede
observar que se pueden distinguir agrupaciones de algunos ASVs, pero estas

agrupaciones se solapan entre si.

Los resultados del presente estudio apuntan a que varias especies, a pesar
de poseer diversos mecanismos por los que pueden promover la carcinogénesis,

son también parte importante del microbioma en estados de eubiosis. También se

Figura 24. Red de co-ocurrencia bacteriana, con los nodos (ASV’s) coloreados segun el médulo
al que pertenecen. El color de los bordes indica si la relacion de co-ocurrencia es positiva (verde)
0 negativa (rojo).

112



puede observar que la mayoria de las especies clave pertenecen a las clases
Clostridia y Fusobacteriia, lo que hace evidente la importancia de estas en el

microbioma vaginal de esta especie.

También se modelaron redes de acuerdo al diagndstico citolégico, grado
de inflamacion y diagnéstico de virus oncogénicos. No habia suficientes muestras
de animales sin inflamacion para el modelado de la red, por lo que no se incluyeron
en la comparativa. Las redes para las distintas condiciones de salud epitelial pueden
observarse en las figuras 25 a 33. Los cuadros 23 a 31 muestran las especies clave
para cada una de las variables de salud epitelial. Aunque estos resultados aun
tendrian que validarse con un mayor nimero de muestra para cada condicion,
muestran que las clases Clostridia y Fusobacteriia son importantes tanto en estados
saludables como en condiciones de epitelio alterado o infecciones por virus
oncogenicos. De esta manera, para el lobo marino de California no solo las bacterias
presentes, sino también las relaciones entre ellas, son importantes para el

mantenimiento de la salud epitelial en el tracto genital.
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Figura 25. Red de co-ocurrencia bacteriana en muestras con diagnéstico citolégico de ASC. Cada
punto representa un ASV, y el tamafio de cada uno esta en funcién del degree. El color de los

bordes indica si la relacion de co-ocurrencia es positiva (verde) o negativa (rojo).

Cuadro 23. ASVs identificados como especies clave en muestras de hembras de Zalophus

californianus con diagndstico citolégico de ASC

ASV Clase Género
ASV158 Actinobacteria Micrococcus
ASV89 Alphaproteobacteria Bradyrhizobium
ASV93 Alphaproteobacteria Bradyrhizobium
ASV366 Alphaproteobacteria Pedomicrobium
ASV119 Alphaproteobacteria Sphingomonas
ASV100 Clostridia Blautia

ASV94 Clostridia Blautia

ASV42 Clostridia Colidextribacter
ASV237 Clostridia Tuzzerella
ASV239 Clostridia Tuzzerella
ASV133 Clostridia Ruminococcaceae UCG-005
ASV31l Clostridia Sin clasificar
ASV34 Clostridia Sin clasificar
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Figura 26. Red de co-ocurrencia bacteriana-en muestras con diagnéstico citolégico de LSIL. Cada
punto representa un ASV, y el tamafio de cada uno esta en funcién del degree. El color de los
bordes indica si la relacion de co-ocurrencia es positiva (verde) o negativa (rojo).

Cuadro 24. ASVs identificados como especies clave en muestras de hembras de
Zalophus californianus con diagnéstico citolégico de LSIL

ASV Clase Género

ASV28 Clostridia Lachnoclostridium

ASV32 Clostridia Lachnoclostridium

ASV39 Clostridia Negativibacillus

ASV44 Clostridia Negativibacillus

ASV135 Clostridia Paraclostridium

ASV219 Clostridia Peptoclostridium

ASV66 Clostridia Ruminococcaceae UCG-005
ASV131 Clostridia Ruminococcaceae UCG-005
ASV34 Clostridia Sin clasificar

ASV136 Clostridia Sin clasificar

ASV149 Fusobacteriia Oceanivirga
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Figura 27. Red de co-ocurrencia bacteriana en muestras con diagnéstico citolégico negativo a
displasia epitelial. Cada punto representa un ASV, y el tamafio de cada uno esta en funcién del
degree. El color de los bordes indica si la relacion de co-ocurrencia es positiva (verde) o negativa
(rojo).

Cuadro 25. ASVs identificados como especies clave en muestras de hembras de
Zalophus californianus con diagnéstico citoldégico negativo a displasia epitelial
ASV Clase Género

ASV217 Campylobacteria Helicobacter

ASV266 Campylobacteria Helicobacter

ASV17 Clostridia Clostridium sensu stricto 1
ASV19 Clostridia Clostridium sensu stricto 1
ASV411 Clostridia Sin clasificar

ASV498 Clostridia Sin clasificar

ASV152 Coriobacteriia Collinsella

ASV163 Coriobacteriia Collinsella
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Figura 28. Red de co-ocurrencia bacteriana en muestras con inflamacion epitelial
moderada.Cada punto representa un ASV, y el tamafio de cada uno esta en funcién deldegree.
El color de los bordes indica si la relacion de co-ocurrencia es positiva (verde) o negativa (rojo).

Cuadro 26. ASVs identificados como especies clave en muestras de hembras de Zalophus

californianus con inflamacién epitelial moderada.

ASV Clase o~ A@‘ Género

ASV24 Actinobacteria Arcanobacterium
ASV25 Actinobacteria Arcanobacterium
ASV157 Actinobacteria Micrococcus
ASV158 Actinobacteria Micrococcus
ASV273 Actinobacteria Micrococcus
ASV327 Alphaproteobacteria Brevundimonas
ASV340 Alphaproteobacteria Brevundimonas
ASV386 Alphaproteobacteria Gemmobacter
ASV389 Alphaproteobacteria Gemmobacter
ASV291 Alphaproteobacteria Paracoccus
ASV681 Alphaproteobacteria Shinella
ASV177 Campylobacteria Campylobacter
ASV359 Clostridia Anaerococcus
ASV94 Clostridia Blautia
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Cuadro 26. ASVs identificados como especies clave en muestras de hembras de Zalophus
californianus con inflamacién epitelial moderada (Continuacién).

ASV Clase Género

ASV9I7 Clostridia Blautia

ASV100 Clostridia Blautia

ASV103 Clostridia Blautia

ASV17 Clostridia Clostridium sensu stricto 1
ASV19 Clostridia Clostridium sensu stricto 1
ASV42 Clostridia Colidextribacter

ASV45 Clostridia Colidextribacter

ASV30 Clostridia Faecalibacterium

ASV33 Clostridia Faecalibacterium

ASV28 Clostridia Lachnoclostridium

ASV32 Clostridia Lachnoclostridium

ASV39 Clostridia Negativibacillus

ASV44 Clostridia Negativibacillus

ASV54 Clostridia Oscillospiraceae NK4A214
ASV56 Clostridia Oscillospiraceae NK4A214
ASV95 Clostridia Oscillibacter

ASV98 Clostridia Oscillibacter

ASV135 Clostridia Paraclostridium

ASV196 Clostridia Peptoclostridium

ASV102 Clostridia Anaerovoracaceae S5-Al4a
ASV114 Clostridia Anaerovoracaceae S5-Al4a
ASV22 Clostridia Ruminococcaceae UCG-005
ASV26 Clostridia Ruminococcaceae UCG-005
ASV43 Clostridia Ruminococcaceae UCG-005
ASV46 Clostridia Ruminococcaceae UCG-005
ASV53 Clostridia Ruminococcaceae UCG-005
ASV55 Clostridia Ruminococcaceae UCG-005
ASV131 Clostridia Ruminococcaceae UCG-005
ASV133 Clostridia Ruminococcaceae UCG-005
ASV193 Clostridia Ruminococcaceae UCG-005
ASV227 Clostridia Ruminococcaceae UCG-005
ASV31 Clostridia Sin clasificar

ASV34 Clostridia Sin clasificar

ASV136 Clostridia Sin clasificar

ASV152 Coriobacteriia Collinsella

ASV163 Coriobacteriia Collinsella

ASV272 Coriobacteriia Collinsella

ASV191 Coriobacteriia Slackia

ASV197 Coriobacteriia Slackia
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Cuadro 26. ASVs identificados como especies clave en muestras de hembras de Zalophus

californianus con inflamacién epitelial moderada (Continuacién).

ASV Clase Género
ASV61 Fusobacteriia Cetobacterium
ASV1 Fusobacteriia Fusobacterium
ASV9 Fusobacteriia Fusobacterium
ASV21 Fusobacteriia Fusobacterium
ASV23 Fusobacteriia Fusobacterium
ASV72 Fusobacteriia Fusobacterium
ASV79 Fusobacteriia Fusobacterium
ASV422 Fusobacteriia Fusobacterium
ASV3 Fusobacteriia Oceanivirga
ASV4 Fusobacteriia Oceanivirga
ASV13 Fusobacteriia Oceanivirga
ASV14 Fusobacteriia Oceanivirga
ASV149 Fusobacteriia Oceanivirga
ASV154 Fusobacteriia Oceanivirga

® Acidimicrobiia

® Aclinobacteria
Alphaprotecbacteria
Campylobacteria

@ Closlridia

© Coriobacteriia
Cyanobacteriia

® Fusobacteriia

@ Gammaprotecbactaria

® Gracilibacteria

® Saccharimonadia
unclassified

Figura 29. Red de co-ocurrencia bacteriana en muestras con inflamacion epitelial alta. Cada
punto representa un ASV, y el tamafio de cada uno esta en funcion del degree. El color de los

bordes indica si la relacion de co-ocurrencia es positiva (verde) o negativa (rojo).



Cuadro 27. ASVs identificados como especies clave en muestras de hembras de Zalophus
californianus con inflamacion epitelial alta.

ASV Clase Género

ASV93 Alphaproteobacteria Bradyrhizobium

ASV147 Alphaproteobacteria Methylobacterium-Methylorubrum
ASV165 Alphaproteobacteria Methylobacterium-Methylorubrum
ASV484 Alphaproteobacteria Oceaniovalibus

ASV560 Alphaproteobacteria Oceaniovalibus

ASV111 Alphaproteobacteria Sphingomonas

ASV119 Alphaproteobacteria Sphingomonas

ASV217 Campylobacteria Helicobacter

ASV17 Clostridia Clostridium sensu stricto 1
ASV19 Clostridia Clostridium sensu stricto.1
ASV11 Clostridia Ezakiella

ASV651 Clostridia Ezakiella

ASV30 Clostridia Faecalibacterium

ASV302 Clostridia Fournierella

ASV310 Clostridia Fournierella

ASV36 Clostridia Helcococcus

ASV40 Clostridia Helcococcus

ASV62 Clostridia Helcococcus

ASV70 Clostridia Helcococcus

ASV231 Clostridia Paeniclostridium

ASV253 Clostridia Paeniclostridium

ASV181 Clostridia Peptoclostridium

ASV196 Clostridia Peptoclostridium

ASV219 Clostridia Peptoclostridium

ASV83 Clostridia Peptoniphilus

ASV92 Clostridia Peptoniphilus

ASV102 Clostridia Anaerovoracaceae S5-Al4a
ASV114 Clostridia Anaerovoracaceae S5-Al4a
ASV53 Clostridia Ruminococcaceae UCG-005
ASV55 Clostridia Ruminococcaceae UCG-005
ASV78 Clostridia Ruminococcaceae UCG-005
ASV47 Clostridia Sin clasificar

ASV48 Clostridia Sin clasificar

ASV108 Clostridia Sin clasificar

ASV118 Clostridia Sin clasificar

ASV123 Clostridia Sin clasificar

ASV129 Clostridia Sin clasificar

ASV241 Clostridia Sin clasificar
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Cuadro 27. ASVs identificados como especies clave en muestras de hembras de Zalophus
californianus con inflamacioén epitelial alta (Continuacién).

ASV Clase Género

ASV65 Clostridia Peptostreptococcaceae W5053
ASV75 Clostridia Peptostreptococcaceae W5053
ASV1 Fusobacteriia Fusobacterium

ASV2 Fusobacteriia Fusobacterium

ASV9 Fusobacteriia Fusobacterium

ASV72 Fusobacteriia Fusobacterium

ASV79 Fusobacteriia Fusobacterium

ASV170 Fusobacteriia Fusobacterium

ASV3 Fusobacteriia Oceanivirga

ASV4 Fusobacteriia Oceanivirga

® Acidimicrobiia

® Actinabacteria
Alphaproteobacteria
Campylobacteria

@ Clostridia
Coriobacteriia
Cyanobacteriia

® Fusobactenia

® Gammaproteobacteria

® Saccharimonadia
unclassified

Figura 30. Red de co-ocurrencia bacteriana en muestras con diagnéstico de OtHV-1
negativo.Cada punto representa un ASV, y el tamafio de cada uno esta en funcién deldegree. El
color de los bordes indica si la relacién de co-ocurrencia es positiva (verde) o negativa (rojo).
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Cuadro 28. ASVs identificados como especies clave en muestras de hembras de

Zalophus californianus con diagnéstico de OtHV-1 negativo.

ASV Clase Género

ASV1068 Acidimicrobiia llumatobacter

ASV25 Actinobacteria Arcanobacterium

ASV59 Actinobacteria Cutibacterium

ASV60 Actinobacteria Cutibacterium

ASV147 Alphaproteobacteria Methylobacterium-Methylorubrum
ASV165 Alphaproteobacteria Methylobacterium-Methylorubrum
ASV560 Alphaproteobacteria Oceaniovalibus

ASV111 Alphaproteobacteria Sphingomonas

ASV119 Alphaproteobacteria Sphingomonas

ASV5 Campylobacteria Campylobacter

ASV10 Campylobacteria Campylobacter

ASV984 Campylobacteria Helicobacter

ASV192 Clostridia Colidextribacter

ASV200 Clostridia Colidextribacter

ASV576 Clostridia Ezakiella

ASV651 Clostridia Ezakiella

ASV30 Clostridia Faecalibacterium

ASV159 Clostridia Fournierella

ASV162 Clostridia Fournierella

ASV256 Clostridia Hydrogenoanaerobacterium
ASV258 Clostridia Hydrogenoanaerobacterium
ASV533 Clostridia Oscillibacter

ASV83 Clostridia Peptoniphilus

ASV92 Clostridia Peptoniphilus

ASV102 Clostridia Anaerovoracaceae S5-Al4a
ASV43 Clostridia Ruminococcaceae UCG-005
ASV46 Clostridia Ruminococcaceae UCG-005
ASV66 Clostridia Ruminococcaceae UCG-005
ASV74 Clostridia Ruminococcaceae UCG-005
ASV87 Clostridia Ruminococcaceae UCG-005
ASV193 Clostridia Ruminococcaceae UCG-005
ASV227 Clostridia Ruminococcaceae UCG-005
ASV411 Clostridia Sin clasificar

ASV498 Clostridia Sin clasificar

ASV152 Coriobacteriia Collinsella

ASV163 Coriobacteriia Collinsella

ASV1 Fusobacteriia Fusobacterium

ASV2 Fusobacteriia Fusobacterium
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Cuadro 28. ASVs identificados como especies clave en muestras de hembras de
Zalophus californianus con diagndstico de OtHV-1 negativo (Continuacion).

ASV Clase Género

ASV7 Fusobacteriia Fusobacterium
ASV72 Fusobacteriia Fusobacterium
ASV79 Fusobacteriia Fusobacterium
ASV252 Fusobacteriia Fusobacterium
ASV396 Fusobacteriia Fusobacterium
ASV3 Fusobacteriia Oceanivirga

ASV4 Fusobacteriia Oceanivirga
ASV220 Gammaproteobacteria Anaerobiospirillum
ASV295 Gammaproteobacteria Anaerobiospirillum
ASV393 Gammaproteobacteria Anaerobiospirillum
ASV442 Gammaproteobacteria Anaerobiospirillum
ASV485 Gammaproteobacteria Anaeraobiospirillum
ASV613 Gammaproteobacteria Anaerobiospirillum
ASV127 Sin clasificar Sin clasificar

® Acidimicrobiia
® Aclinobacteria
' Alphaproteobacteria

Campylobacteria
Chloroflexia

@ Clostridia

© Coriobacteriia
Cyanobacteriia

® Desulfuromonadia
Fimbriimenadia

@ Fusobacteriia

@ Gammaproteabacteria

@ Gracilibacleria
Parcubacteria

@ Planctomycatas

® Saccharimonadia

@ Thermotogae

@ Vampinvibrionia
unclassified

Figura 31. Red de co-ocurrencia bacteriana en muestras con diagnéstico de OtHV-1 positivo.
Cada punto representa un ASV, y el tamafio de cada uno esta en funcién del degree. El color de
los bordes indica si la relacion de co-ocurrencia es positiva (verde) o negativa (rojo).
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Cuadro 29. ASVs identificados como especies clave en muestras de hembras de Zalophus

californianus con diagndéstico de OtHV-1 positivo.

ASV Clase Género

ASV24 Actinobacteria Arcanobacterium

ASV25 Actinobacteria Arcanobacterium

ASV292 Actinobacteria Arcanobacterium

ASV303 Actinobacteria Arcanobacterium

ASV488 Alphaproteobacteria Bradyrhizobium

ASV327 Alphaproteobacteria Brevundimonas

ASV340 Alphaproteobacteria Brevundimonas

ASV386 Alphaproteobacteria Gemmobacter

ASV389 Alphaproteobacteria Gemmobacter

ASV420 Alphaproteobacteria Paracoccus

ASV459 Alphaproteobacteria Paracoccus

ASV681 Alphaproteobacteria Shinella

ASV10 Campylobacteria Campylobacter

ASV94 Clostridia Blautia

ASV100 Clostridia Blautia

ASV103 Clostridia Blautia

ASV42 Clostridia Colidextribacter

ASV328 Clostridia Faecalibacterium

ASV302 Clostridia Fournierella

ASV36 Clostridia Helcococcus

ASV40 Clostridia Helcococcus

ASV85 Clostridia Helcococcus

ASV28 Clostridia Lachnoclostridium

ASV32 Clostridia Lachnoclostridium

ASV39 Clostridia Negativibacillus

ASV44 Clostridia Negativibacillus

ASV54 Clostridia Oscillospiraceae NK4A214
ASV56 Clostridia Oscillospiraceae NK4A214
ASV6 Clostridia Peptoclostridium

ASV8 Clostridia Peptoclostridium

ASV181 Clostridia Peptoclostridium

ASV196 Clostridia Peptoclostridium

ASV219 Clostridia Peptoclostridium

ASV22 Clostridia Ruminococcaceae UCG-005
ASV26 Clostridia Ruminococcaceae UCG-005
ASV43 Clostridia Ruminococcaceae UCG-005
ASV46 Clostridia Ruminococcaceae UCG-005
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Cuadro 29. ASVs identificados como especies clave en muestras de hembras de Zalophus

californianus con diagndéstico de OtHV-1 positivo (Continuacion).

ASV Clase Género

ASV55 Clostridia Ruminococcaceae UCG-005
ASV53 Clostridia Ruminococcaceae UCG-005
ASV193 Clostridia Ruminococcaceae UCG-005
ASV227 Clostridia Ruminococcaceae UCG-005
ASV31 Clostridia Sin clasificar

ASV163 Coriobacteriia Collinsella

ASV191 Coriobacteriia Slackia

ASV503 Cyanobacteriia Pleurocapsa PCC-7319
ASV582 Cyanobacteriia Pleurocapsa PCC-7319
ASV1 Fusobacteriia Fusobacterium

ASV2 Fusobacteriia Fusobacterium

ASV7 Fusobacteriia Fusobacterium

ASV9 Fusobacteriia Fusobacterium

ASV21 Fusobacteriia Fusobacterium

ASV23 Fusobacteriia Fusobacterium

ASV72 Fusobacteriia Fusobacterium

ASV79 Fusobacteriia Fusobacterium

ASV3 Fusobacteriia Oceanivirga

ASV4 Fusobacteriia Oceanivirga

ASV149 Fusobacteriia Oceanivirga

ASV299 Fusobacteriia Oceanivirga

ASV301 Fusobacteriia Oceanivirga
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unclassified

Figura 32. Red de co-ocurrencia bacteriana en ‘muestras con diagnéstico de ZcPV-1
negativo.Cada punto representa un ASV, y el tamafio de cada uno esta en funcién deldegree. El
color de los bordes indica si la relacién de co-ocurrencia es positiva (verde) o negativa (rojo).

Cuadro 30. ASVs identificados como especies clave en muestras de hembras de
Zalophus californianus con diagnoéstico de ZcPV-1 negativo.

ASV Clase Género
ASV186 Actinobacteria Corynebacterium
ASV190 Actinobacteria Corynebacterium
ASV59 Actinobacteria Cutibacterium
ASV99 Alphaproteobacteria Allorhizobium-Neorhizobium-Pararhizobium-Rhizobium
ASV445 Alphaproteobacteria Bradyrhizobium
ASV89 Alphaproteobacteria Bradyrhizobium
ASV93 Alphaproteobacteria Bradyrhizobium
ASV49 Alphaproteobacteria Porphyrobacter
ASV52 Alphaproteobacteria Porphyrobacter
ASV130 Alphaproteobacteria Sphingobium
ASV111 Alphaproteobacteria Sphingomonas
ASV377 Clostridia Anaerococcus
ASV100 Clostridia Blautia

ASV103 Clostridia Blautia

ASV94 Clostridia Blautia
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Cuadro 30. ASVs identificados como especies clave en muestras de hembras de

Zalophus californianus con diagndstico de ZcPV-1 negativo (Continuacion)

ASV Clase Género

ASV115 Clostridia Butyricicoccus

ASV120 Clostridia Butyricicoccus

ASV176 Clostridia Clostridium sensu stricto 1
ASV341 Clostridia Clostridium sensu stricto 1
ASV367 Clostridia Clostridium sensu stricto 1
ASV36 Clostridia Helcococcus

ASV40 Clostridia Helcococcus

ASV28 Clostridia Lachnoclostridium

ASV32 Clostridia Lachnoclostridium

ASV6 Clostridia Peptoclostridium

ASV8 Clostridia Peptoclostridium

ASV38 Clostridia Peptoniphilus

ASV41 Clostridia Peptoniphilus

ASV142 Clostridia Ruminococcaceae UCG-005
ASV22 Clostridia Ruminococcaceae UCG-005
ASV51 Clostridia Ruminococcaceae UCG-005
ASV58 Clostridia Ruminococcaceae UCG-005
ASV65 Clostridia Peptostreptococcaceae W5053
ASV75 Clostridia Peptostreptococcaceae W5053
ASV238 Fimbriimonadia Sin clasificar

ASV255 Fimbriimonadia Sin clasificar

ASV1 Fusobacteriia Fusobacterium

ASV2 Fusobacteriia Fusobacterium

ASV21 Fusobacteriia Fusobacterium

ASV23 Fusobacteriia Fusobacterium

ASV7 Fusobacteriia Fusobacterium

ASV72 Fusobacteriia Fusobacterium

ASV79 Fusobacteriia Fusobacterium

ASV9 Fusobacteriia Fusobacterium

ASV299 Fusobacteriia Oceanivirga

ASV127 Sin clasificar Sin clasificar
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Figura 33. Red de co-ocurrencia bacteriana en muestras con diagnéstico de ZcPV-1 positivo.
Cada punto representa un ASV, y el tamafio de cada uno esta en funcién del degree. El color de
los bordes indica si la relacion de co-ocurrencia es positiva (verde) o negativa (rojo).

Cuadro 31. ASVs identificados como especies clave en muestras de hembras de Zalophus
californianus con diagndéstico de ZcPV-1 positivo.

ASV Clase Género

ASV24 Actinobacteria Arcanobacterium
ASV25 Actinobacteria Arcanobacterium
ASV292 Actinobacteria Arcanobacterium
ASV303 Actinobacteria Arcanobacterium
ASV18 Actinobacteria Corynebacterium
ASV20 Actinobacteria Corynebacterium
ASV211 Alphaproteobacteria Allorhizobium-Neorhizobium-Pararhizobium-Rhizobium
ASV89 Alphaproteobacteria Bradyrhizobium
ASV93 Alphaproteobacteria Bradyrhizobium
ASV221 Alphaproteobacteria Brevundimonas
ASV267 Alphaproteobacteria Caulobacter
ASV337 Alphaproteobacteria Caulobacter
ASV207 Alphaproteobacteria Novosphingobium
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Cuadro 31. ASVs identificados como especies clave en muestras de hembras de Zalophus

californianus con diagndstico de ZcPV-1 positivo (Continuacién).

ASV Clase Género

ASV224 Alphaproteobacteria Novosphingobium
ASV324 Alphaproteobacteria Pedomicrobium
ASV366 Alphaproteobacteria Pedomicrobium
ASV116 Alphaproteobacteria Pseudahrensia
ASV205 Alphaproteobacteria Sphingomonas
ASV10 Campylobacteria Campylobacter
ASV5 Campylobacteria Campylobacter
ASV217 Campylobacteria Helicobacter
ASV266 Campylobacteria Helicobacter
ASV100 Clostridia Blautia

ASV103 Clostridia Blautia

ASV94 Clostridia Blautia

ASV9I7 Clostridia Blautia

ASV115 Clostridia Butyricicoccus
ASV120 Clostridia Butyricicoccus
ASV42 Clostridia Colidextribacter
ASV45 Clostridia Colidextribacter
ASV11 Clostridia Ezakiella

ASV12 Clostridia Ezakiella

ASV30 Clostridia Faecalibacterium
ASV33 Clostridia Faecalibacterium
ASV218 Clostridia Fastidiosipila
ASV40 Clostridia Helcococcus
ASV62 Clostridia Helcococcus
ASV70 Clostridia Helcococcus
ASV36 Clostridia Helcococcus
ASV256 Clostridia Hydrogenoanaerobacterium
ASV251 Clostridia Lachnoclostridium
ASV28 Clostridia Lachnoclostridium
ASV32 Clostridia Lachnoclostridium
ASV39 Clostridia Negativibacillus
ASV44 Clostridia Negativibacillus
ASV54 Clostridia Oscillospiraceae NK4A214
ASV56 Clostridia Oscillospiraceae NK4A214
ASV95 Clostridia Oscillibacter
ASV98 Clostridia Oscillibacter
ASV135 Clostridia Paraclostridium
ASV196 Clostridia Peptoclostridium
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Cuadro 31. ASVs identificados como especies clave en muestras de hembras de Zalophus

californianus con diagndéstico de ZcPV-1 positivo (Continuacion)

ASV Clase Género

ASV225 Clostridia Peptostreptococcus
ASV114 Clostridia Anaerovoracaceae S5-Al4a
ASV248 Clostridia Ruminococcaceae UBA1819
ASV106 Clostridia Ruminococcaceae UCG-002
ASV131 Clostridia Ruminococcaceae UCG-005
ASV133 Clostridia Ruminococcaceae UCG-005
ASV193 Clostridia Ruminococcaceae UCG-005
ASV22 Clostridia Ruminococcaceae UCG-005
ASV43 Clostridia Ruminococcaceae UCG-005
ASV46 Clostridia Ruminococcaceae UCG-005
ASV51 Clostridia Ruminococcaceae UCG-005
ASV53 Clostridia Ruminococcaceae UCG-005
ASV55 Clostridia Ruminococcaceae UCG-005
ASV58 Clostridia Ruminococcaceae UCG-005
ASV87 Clostridia Ruminococcaceae UCG-005
ASV136 Clostridia Sin clasificar

ASV31 Clostridia Sin clasificar

ASV34 Clostridia Sin clasificar

ASV47 Clostridia Sin clasificar

ASV48 Clostridia Sin clasificar

ASV396 Fusobacteriia Fusobacterium

ASV50 Fusobacteriia Fusobacterium

ASV57 Fusobacteriia Fusobacterium

ASV149 Fusobacteriia Oceanivirga

ASV154 Fusobacteriia Oceanivirga

ASV3 Fusobacteriia Oceanivirga

ASV4 Fusobacteriia Oceanivirga

ASV203 Gammaproteobacteria Anaerobiospirillum

ASV271 Gammaproteobacteria Anaerobiospirillum

ASV721 Thermotogae Fervidobacterium

ASV127 Sin clasificar Sin clasificar
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CONCLUSIONES

Esta tesis constituye la primera descripcion del microbioma bacteriano cervical del
lobo marino de California. El microbioma nucleo esta conformado principalmente
por los géneros Fusobacteriia, Clostridia y Actinobacteria junto con una gran
variedad de otras bacterias, algunas de las cuales ya habian sido detectadas enlos
microbiomas genitales de otras especies, mientras que otras son principalmente de

origen ambiental.

Se encontrd evidencia de cambios en la composicion del microbioma en
epitelios con transformacién precancerosa (ASC, LSIL), estados de inflamacion y
en epitelios infectados con virus potencialmente oncogénicos. Dada la naturaleza
de los datos no es posible identificar si los cambios observados en los estados
inflamatorios y de transformacion epitelial son causa o consecuencia de las
variaciones en la composicion del microbioma. Sin.embargo, se han descrito varios
mecanismos por los cuales algunas bacterias pertenecientes a los géneros
Clostridium y Fusobacterium inducen la transformacion y proliferacion celular de
epitelios de otras especies, y varios estudios ponen de manifiesto la relacion entre
el aumento en la abundancia de estas bacterias y el desarrollo de diversos tipos de
cancer. Fue en las hembras con inflamacién epitelial donde los cambios en el
microbioma incluyeron el ‘aumento en la abundancia de varias especies con
potencial oncogénico o proinflamatorio, aunque también se vieron cambios en otras
bacterias que son consideradas patégenos oportunistas. Investigaciones recientes
apuntan a la relacion entre inflamacion crénica y cancer, por lo que estos cambios
podrian representar un factor mas para la presentacion del carcinoma urogenital en

el lobo-marino de California.

Algunas de las bacterias que presentaron un incremento o disminucion en
su abundancia en funcién del estado del epitelio formaban parte del microbioma
nacleo, lo que sugiere que, mas que una relacion causal directa con un solo
organismo, son las interacciones entre miembros de la comunidad las que permiten

gue el microbioma pueda ser un elemento mas de defensa ante otros carcinégenos,
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o bien un factor de riesgo que favorezca la transformacioén epitelial.

El OtHV-1 ha sido identificado como un factor en el desarrollo del cancer
urogenital, y se ha visto que la infeccion se produce desde edades tempranas. En
este sentido, resultd interesante que Cutibacterium acnes y Corynebacterium
tuberculostearicum estuvieran asociadas a la infeccién epitelial con este virus, ya
gue estan relacionadas con efectos inflamatorios cronicos y posterior desarrollo de
malignidad. Por otra parte, ZcPV1, virus que recientemente se asocio a la presencia
de carcinoma de células escamosas en el lobo marino de California, no parece estar
asociado a cambios en el microbioma relacionados con la transformacién
oncogeénica, a pesar de que algunos de los cambios celulares detectados son tipicos

de una infeccion por Papillomavirus.

Cada vez son mas los factores que se identifican como agentes de riesgo
o promotores del carcinoma urogenital del lobo marino de California. Esta tesis
representa un primer acercamiento al papel del microbioma en el desarrollo de esta
patologia. La informacion obtenida es relevante ya que hace patente que las
comunidades bacterianas pueden ser grandes aliados en la defensa contra el
cancer, o por el contrario, convertirse en promotoras de la oncogénesis, y que esto
depende no solo de las bacterias presentes, sino también de las relaciones entre

ellas y con el hospedero.
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