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“Citologia del epitelio genital de crias hembras de elefante marino del Norte, Mirounga
angustirostris, en el Pacifico Mexicano, y exploracion de la presencia de patégenos

oncogénicos”

RESUMEN

La estructura de las comunidades microbianas en los epitelios juega un papel fundamental para la
salud de los hospederos, y de la integridad de los tejidos. El lobo fino austral y-el lobo marino de
California presentan carcinoma urogenital (CUG), y en este Ultimo tiene una prevalencia del 25% en
individuos varados en las costas de California. La presencia de CUG se ha atribuido principalmente
a la acumulacioén de pesticidas y a infecciones por un gamaherpesvirus OtHV-1, mientras que la
transformacién pre-cancerigena a papilomavirus. El elefante marino del Norte comparte parte de su
distribucién geogréfica con el lobo marino de California, por lo que puede estar expuesto a los
mismos contaminantes y patdgenos que provocan el desarrollo del CUG en el lobo marino de
California. Hasta la fecha no hay reportes de CUG en el elefante marino del Norte, ni se ha explorado
la frecuencia de la transformacién pre-cancerigena. Esta tesis es la primera aproximacion a estudiar
la presencia de OtHV-1, papilomavirus y la microbiota del epitelio vaginal en relacién a la
transformacioén oncogénica en una especie de vida libre. Se observé que el elefante marino del Norte
tiene mayor prevalencia de OtHV-1, papilomavirus y de células reactivas (36.84 %), binucleadas
(52.63 %) y de metaplasia atipica (47.37 %) que el lobo marino de California, aunque la intensidad
con la que se presentaron estos tipos celulares es mayor. Se identificaron 1,460 variantes de
secuencias de amplificacion (ASVs, por sus siglas en inglés), de las cuales 53 conformaron el
bacterioma central. Los Firmicutes fueron el filo mas abundante (25.53 %), mientras que la clase
mas abundante fue Bacilli (21.44 %). La composicion del microbioma bacteriano del elefante marino
del Norte concuerda con lo esperado para el epitelio vaginal de otros mamiferos. A pesar de la
presencia .de los patégenos oncogénicos y la frecuencia de la transformacién pre-oncogénica

epitelial, la ausencia de cancer sugiere una mayor resistencia al desarrollo de esta patologia.

Palabras clave: Epitelio genital, bacterioma, microbioma, virus oncogénicos, elefante marino del

Norte, transformacién precancerigena.



“Cytology of the genital epithelium of female weanlings of Northern elephant seal, Mirounga
angustirostris, in the Mexican Pacific, and exploration of the presence of oncogenic

pathogens”

SUMMARY

The structure of the microbial communities of epithelia is fundamental for the health of the hosts and
the integrity of the tissues. The south American fur seal and the California sea lion are known to
develop urogenital carcinoma (UGC), a pathology that currently has a prevalence of 25% in
individuals stranded on the coast of California. The presence of UGC has been attributed mainly to
accumulation of pesticides and infections by a gammaherpesvirus OtHV-1, while precancerous
transformation has been linked to papillomavirus. The Northern elephant seal shares part of its
distribution with the California sea lion, so it is likely to be exposed to-'some of the same pollutants
and pathogens that cause the development of UGC in the California sea lion. Until now there are no
reports of UGC in the Northern elephant seal. This thesis is the first approach to investigate the
presence of oncogenic pathogens, characterize the microbiome of the vaginal epithelium and
examine their association with pre-oncogenic transformation in a free-living species. The Northern
elephant seal was found to have a higher prevalence of OtHV-1, papillomavirus and reactive cells
(36.84%), binucleated (52.63%) and atypical metaplasia (47.37%) than the California sea lion,
although their intensity was greater. We detected 1,460 amplicon sequence variants (ASVs), and 53
of those formed the core bacteriome ‘of the Northern elephant seal. Firmicutes were the most
abundant phylum (25.53%), and the most abundant class was Bacilli (21.44%). The composition of
the bacterial microbiome in ‘the Northern elephant seal is consistent with that expected for the
epithelium of the vagina. The interaction of the Northern elephant seal with pro-oncogenic pathogens,
the abnormal transformation of their epithelium and the absence of cancer suggests greater

resistance to cellular transformation.

Keywords: Genital epithelium, bacteriome, microbiome, oncogenic viruses, Northern elephant seal,

precancerous transformation.
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INTRODUCCION

La microbiota, es decir, todos los microorganismos que habitan en los 6rganos y tejidos de los
organismos, como la piel o el intestino, es un ecosistema complejo cuya composiciéon y diversidad
varia entre especies (Luo et al., 2017). Cuando existe una alteracion en el funcionamiento-y.en la
diversidad de microorganismos que conforman la microbiota, se da un proceso conocido como
disbiosis (Levy et al., 2017). El papel de la microbiota, en particular de la microbiota bacteriana, es
clave para el correcto desarrollo y funcionamiento de los diferentes sistemas que conforman a un
organismo (Sekirov et al., 2010; Rooks y Garrett, 2016). La microbiota puede influir en la
transformacién celular pre-cancerigena al intervenir en las funciones que realiza el sistema inmune,
o bien mediante sefiales que modifican el comportamiento de las células (Garrett, 2015). Algunos
virus también han sido asociados con el desarrollo de tumores malignos, como el caso del virus de
Epstein-Barr, el virus de la hepatitis B o el virus del papiloma humano (VPH) ( Foulongne et al., 2012;
Ewald et al., 2015; Mitra et al., 2016).

La mayoria de los casos de cancer cervical en humanos se han atribuido a ciertos patdégenos, de
los cuales el principal es el VPH (Sarita y Sarita, 2017). Estos virus cuentan con proteinas que
ayudan a la progresién de la transformacion cancerigena y la evasién del sistema inmune (Mitra et
al., 2015; Schiffman et al., 2016; McBride y Warburton, 2017). El VPH infecta a las células basales
gue se encuentran en la zona de transicién del cérvix, y se propaga a través las capas epiteliales
gue van madurando. Cuando alcanza un grado alto de infeccién celular, logra transformar todo el
epitelio e induce la formacién de tumores con caracteristicas de malignidad que logran invadir el
estroma (Schiffman et al.,”2016). Algunos gammaherpesvirus también han sido asociados al
desarrollo de cancer en diferentes especies. Entre estos virus resalta el herpes virus simple tipo 2
(HSV-2) que ha sido relacionado a una transformacién celular que también puede conducir al

desarrollo de cancer cervical (Rawls et al., 1968; Macnab, 1974).

En contraste con lo que se ha investigado sobre el microbioma del humano, para los animales de
vida'libre a la fecha existen pocos estudios semejantes, y por eso aun tenemos escasa informacion
sobre cdmo varia de acuerdo a la historia de vida de los organismos, o conforme a sus habitos
alimenticios que pueden incluir largos periodos de inanicion y el tipo de dieta que tienen (Colston y
Jackson, 2016). Sin embargo, al igual que ocurre en el humano, las células de otros animales pueden
transformarse y malignizarse. Se han reportado casos de cancer en animales de vida libre, aunque
tienen menor prevalencia que en el humano y los animales domésticos y parecen ser eventos

esporadicos en su mayoria.
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Actualmente el CUG afecta al 25 % de los animales varados en las costas de California (Deming et
al., 2018). Los tumores se han encontrado en adultos y subadultos, aunque en 2016 se reporté que
las crias también pueden tener transformacion pre-cancerigena del epitelio genital (Barragan-Vargas
et al., 2016). El desarrollo de cancer en estos animales se ha asociado principalmente a la presencia
de un gamaherpesvirus de otaridos (OtHV-1), que fue aislado a partir de tejido tumoral (King et al.,
2002). Sin embargo, se ha demostrado que otros microorganismos, como el papilomavirus del lobo
marino de California, también estan presentes en muestras de CUG (Rivera et al., 2012). Mas
recientemente, el CUG ha sido reportado en otra especie, en el lobo fino austral (Arctocephalus
australis), y se ha sugerido que la patologia podria estar asociado a la presencia de OtHV-1
(Dagleish et al., 2013), al igual que lo reportado para el lobo marino de California. En focidos no
existen muchos reportes de cancer, y ninguno de CUG. Sin embargo, dado que algunas especies
de pinnipedos, como el elefante marino del Norte, comparten algunas zonas de su distribucién con
el lobo marino de California (Elorriaga-Verplancken et al., 2015), y por lo tanto estan expuestos a
varios de los mismos factores de riesgo, resulta interesante observar que no se hayan presentado
casos de CUG.

Entre los machos y las hembras del elefante marino.del Norte hay un claro dimorfismo sexual, debido
a las diferencias en cuanto al tamafio y a la presencia de una probéscide nasal en los machos ( Le
Boeuf y Laws, 1994; Coorevits et al., 2018). Esta especie es capaz de bucear 1.5 km durante dos
horas, lo que les permite alejarse de la costa y encontrar alimento en las profundidades del mar (Le
Boeuf y Laws, 1994). Sin embargo, tienen periodos en tierra bien definidos, principalmente durante
la época reproductiva, donde se da el nacimiento y la lactancia de las crias durante 28 dias después

de su nacimiento (Stewart y DelLong, 1995; Habran et al., 2010).

El elefante marino del Norte-y el lobo marino de California forman parte de la superfamilia de los
pinnipedos (Riedman, 1990), y a lo largo de la costa Noreste del Pacifico comparten colonias
reproductivas, aunque difieren en sus hébitos alimenticios y de buceo (Peterson y Bartholomew,
1969). Sin'embargo, es posible que ambas especies estén expuestos a los mismos factores que
influyen en el desarrollo de CUG en el lobo marino de California. Esta tesis investigo la presencia de
células pre-cancerigenas y de los patégenos potencialmente oncogénicos, OtHV-1 y papilomavirus,
en el.epitelio cervical de crias de elefante marino del Norte, y se contrastaron los resultados con lo
reportado para el lobo marino de California. También se caracterizé el microbioma bacteriano del
tracto genital del elefante marino del Norte y se comparé con el del lobo marino de California y el del
humano, para realizar un analisis preliminar sobre las variaciones en la composicion del microbioma
bacteriano del tracto cervical de estas especies, como una primera aproximacion a identificar
especies o grupos de especies bacterianas que estén relacionadas con una mayor susceptibilidad
a la transformacion celular.
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ANTECEDENTES

II.1.  Epitelio genital

El epitelio es un tejido compuesto por diferentes capas de células que recubre toda la superficie
externa de los organismos y de sus drganos (Ross y Pawlina, 2015). Las células que conforman el
tejido epitelial presentan tres caracteristicas principales: tienen uniones intercelulares muy
estrechas, poseen diferentes funciones asociadas a regiones morfoldégicas de las células y se
encuentran apoyadas en una membrana basal (Lowe y Anderson, 2015; Ross y Pawlina, 2015). El
tejido epitelial puede clasificarse como simple o estratificado de acuerdo a la cantidad de capas por
las que esta formado; ademas, en términos de la arquitectura de sus_células, estas pueden ser

escamosas, cubicas y cilindricas (Lowe y Anderson, 2015; Ross y Pawlina, 2015).

El epitelio del tracto cervical se encuentra dividido de acuerdo a'la cercania al Utero. El exocérvix es
la region mas proxima a la cavidad vaginal y estd formado por epitelio plano estratificado, mientras
que el endocérvix estd formado por epitelio cilindrico simple, y es la region méas cercana al Gtero
(Kurman y Solomon, 1994; Botella, 1997; Ross y Pawlina, 2015). El exocérvix se encuentra dividido
en varios estratos: basal, parabasal, intermedio y superficial, donde las células del estrato basal son
las Unicas que pueden dividirse y generar células nuevas, que iran madurando hasta llegar al estrato

superficial, donde dichas células se desprenderan (Botella, 1997; Tatti, 2011).

Las células basales forman una sola capa de células que se caracterizan por tener un ndcleo grande
y poco espacio citoplasmatico, el cual incrementa mientras maduran (Tatti, 2011; Lowe y Anderson,
2015; Ross y Pawlina, 2015). Las células parabasales tienen mayor cantidad de citoplasma, son
mas grandes que las células basales y forman el estrato parabasal (Tatti, 2011; Ross y Pawlina,
2015). El estrato intermedio se encuentra formado por células que estan madurando, cuyo
citoplasma aumenta y gradualmente su nucleo se pierde, de forma que las células superficiales
pueden tener un nucleo picnoético o inexistente con abundante citoplasma (Botella, 1997; Tatti, 2011;
Ross y Pawlina, 2015).

Al iniciar la edad reproductiva, los estrogenos y la progesterona inducen la maduracion y
descamacion del epitelio, el cual se renueva constantemente, de acuerdo a la cantidad de estrégeno
gue se segregue ( Tatti, 2011; Ross y Pawlina, 2015). Después de la menopausia, el epitelio pierde
grosor y la renovacion no es tan frecuente, lo que disminuye la proteccion, dando paso a infecciones
(Tatti, 2011).

12



Entre el exocérvix y el endocérvix esta la union escamocolumnar, la cual es conocida durante la
infancia como unién escamocolumnar original (Tatti, 2011). En la pubertad esta zona se alarga y
llega a su maximo desarrollo durante el inicio de la etapa reproductiva cuando se da la menarca,
momento en el que se conoce como unién escamocolumnar funcional, la cual se vuelve una zona
de transicién donde se encuentran células metaplasicas (Botella, 1997; Tatti, 2011). La metaplasia
se refiere al cambio de las células cilindricas a células escamosas, las cuales reflejan la maduracion

normal del epitelio cervical (Botella, 1997; Ross y Pawlina, 2015).

Existen dos mecanismos por los cuales se da la transicion del epitelio cilindrico al escamoso. Uno,
el crecimiento del epitelio escamoso en la zona de transicion, y dos, debido a la proliferacion de las
células de reserva, las cuales comienzan a diferenciarse en células escamosas (Tatti, 2011). La
union escamocolumnar madura es capaz de responder a estimulos hormonales, y es la zona en la

gue se dan las lesiones precursoras del cancer del cuello uterino (Botella, 1997; Tatti, 2011).

I1.1.1. Transformacion del epitelio genital

Durante el desarrollo de tumores (Figura 1), la morfologia tipica de las células se pierde de forma
paulatina hasta que el tumor se vuelve invasivo (Lowe y Anderson, 2015; Nayar y Wilbur, 2015). Los
métodos para el diagnéstico de la transformacién del cuello uterino suelen ser muy eficientes y poco
invasivos, como la prueba de Papanicolau, la cual se disefié con base en el conocimiento que se
tiene del cambio morfolégico de las células del epitelio cervicouterino (Tatti, 2011; Nayar y Wilbur,
2015).

Epitelio normal Displasia moderada Displasia severa Carcinoma in situ

..O.‘.
b D S
260t

Figura 1. Progresion de la transformacion celular durante un proceso de carcinogénesis. Imagen modificada
de Terese Winslow LLC Medical and Scientific Illustration (2014).
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Para la deteccién de la transformacion del epitelio cervical, las principales células que se buscan
son aquellas que pueden indicar un cambio pre-cancerigeno en el epitelio genital, entre las cuales
estan las células binucleadas, células reactivas, células que presentan metaplasia atipica y
coilocitos, los cuales en humanos son caracteristicos de infeccion por virus del papiloma humano
(VPH) (Nayar y Wilbur, 2015).

Cuando se observan células binucleadas en muestras del epitelio cervical, se asume que el epitelio
esta madurando de forma incorrecta, ya que como se menciono anteriormente, las células.del estrato
superficial pueden tener un ndcleo pequefio o ni siquieratenerlo, por lo que estas células no deberian
ser capaces de dividirse (Nayar y Wilbur, 2015). Estas células son faciles de identificar en el
microscopio, ya que se ven ambos nlcleos muy pegados y compartiendo el mismo espacio
citoplasmatico (Figura 2). Este fendbmeno se asocia a la transformacion celular anormal que puede
aparecer a causa de una desregulacion en la programacion de la célula-ocasionada a su vez por

diversos factores (Kurman y Solomon, 1994).

Figura 2. Células binucleadas. Imagen tomada del Manual de Citopatologia Diagndstica
(Gamboni y Miziara, 2011).

Las células reactivas secaracterizan por presentar un nucleo en el que se observan huecos dentro
de éste debido al proceso de reestructuracion de la eucromatina y heterocromatina (Figura 3), lo que
se asocia a la produccion descontrolada de elementos necesarios para la supervivencia y replicacion
de la célula (Kurman y Solomon, 1994). Al igual que en el caso de las células binucleadas, las células
reactivas-indican una transformacion anormal del epitelio. En este caso, la célula esta "estresada” e
intenta solucionar bioguimica y molecularmente los problemas para asegurar su supervivencia
(Botella, 1997). Si bien este tipo de células puede indicar transformacion pre-cancerigena, también
es posible encontrarlas en epitelio sano (Kurman y Solomon, 1994), por lo que es necesario hacer
una correcta determinaciéon de la salud del epitelio vaginal tomando en cuenta otros tipos de

morfologias celulares.
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Figura 3. Células reactivas. Imagen tomada de Citopatologia de los ganglios linfaticos (Viguer et
al., 1997).

Como se mencion6 con anterioridad, existen células metaplasicas que son normales en un epitelio
vaginal sano (Botella, 1997; Tatti, 2011; Ross y Pawlina, 2015). Sin-embargo, también es posible
encontrar células con caracteristicas de metaplasia atipica, las cuales indican la transformacion
anormal del epitelio, que puede llevar al desarrollo de cancer. Sin embargo, al igual que en el caso
de las células reactivas y binucleadas, la presencia de uno solo de estos tipos celulares no es
evidencia suficiente para diagnosticar cancer cérvico uterino (Kurman y Solomon, 1994). Al
microscopio estas células tienen un nudcleo mas oscuro y carente de una estructura circular
caracteristica; ademas su forma no es tan definida como en el caso de las células normales, y la
cantidad de citoplasma es menor a la que deberia ser en el caso de células superficiales (Figura 4)
(Alameda et al., 2004).

I L
R

Figura 4. Células de metaplasia atipica. Imagenes tomadas del Manual de Citopatologia Diagnéstica
(Gamboni y Miziara, 2011).
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Otras células consideradas diagndsticas son los coilocitos. La morfologia tipica de estas células
consiste en la presencia de un halo transparente alrededor del nucleo (Figura 5) que parece
presentar una resistencia para el mismo, lo que provoca que el nicleo sufra deformaciones y pierda
su estructura circular del nicleo ( Sarita y Sarita, 2017). Las células coilociticas son caracteristicas
de infeccion por VPH, por lo que al encontrarlas en la prueba de Papanicolau resultan un claro
indicador de infeccién por dicho virus (Rincon et al., 2016). Los coilocitos son los indicadores de
transformacién viral mas distintivos al observar una citologia, el halo formado alrededor del ndcleo
contiene proteinas virales que se han acumulado a través de la maduracion de la célula, ya que el
VPH se caracteriza por infectar células basales, por lo que el dafio se refleja al llega hasta el estrato
superficial (Nayar y Wilbur, 2015).

Figura 5. Células coilociticas. Imagen tomada del Boletin Oncoldgico del area sanitaria de Teruel (Spinoso-
Cruz y Muniesa-Soriano, 2008).

II.2.  Comunidades microbianas de los epitelios de mamiferos

La microbiota es el conjunto de hongos, bacterias, virus, arqueas y pardsitos que forman un
ecosistema complejo que coloniza todo el cuerpo de un organismo multicelular, y cuya composicion
y diversidad de especies a través del tiempo esta determinado por factores genéticos, inmunologicos
y ‘ambientales (Luo et al.,, 2017). Las comunidades microbianas cumplen funciones de gran
importancia para el hospedero que colonizan, por lo que el cambio en su estructura implica un dafo
que impide el correcto funcionamiento de la microbiota, lo que a su vez afecta al hospedero (Levy et
al., 2017). Esta alteracion en la composicion y el funcionamiento de la microbiota es conocido como

disbiosis.
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La primera colonizacién microbiana en humanos se da cuando el bebé pasa por el canal vaginal
durante el parto, lo que hace que se llene de la microbiota vaginal de la madre, que estd compuesta
en su mayor parte por Lactobacillus que comenzaran la colonizacion en el bebé (Macpherson et al.,
2017), principalmente en el tracto respiratorio y digestivo. Esta primera colonizacién es importante,
ya que la maduracién del sistema inmune y el correcto funcionamiento del tracto gastrointestinal se
da gracias a la microbiota (Rooks y Garrett, 2016). Cada vez se realizan mas estudios para entender
la relacién que existe entre la microbiota y distintos sistemas del cuerpo, donde la disbiosis puede
estar relacionado con enfermedades como el Alzheimer, lupus, diabetes, cancer, entre otras (Sekirov
et al., 2010; Rooks y Garrett, 2016; Luo et al., 2017).

Las comunidades microbianas bacterianas suelen ser constantes a través del tiempo y cumplen
papeles de gran importancia metabdlica e inmune para su hospedero, porloque cuando ocurre una
disbiosis, aumenta la susceptibilidad a desarrollar distintas enfermedades (Sekirov et al., 2010). A
la fecha, la mayoria de los estudios sobre microbiota se habian centrado en el estudio de las
comunidades bacterianas del tracto intestinal y como la compaosicién y abundancia de las mismas
estaban relacionadas con la presencia de enfermedades metabolicas (Barko et al., 2018). Otros
estudios explican como las comunidades bacterianas del intestino pueden influir en otras partes del
cuerpo, como en el cerebro, en el caso de enfermedades como el Alzheimer, la depresién o la
ansiedad (Foster y Neufeld, 2013; Jiang et al., 2017).

La microbiota bacteriana intestinal del_humano esta compuesta principalmente por integrantes de
los Phyla Bacteroidetes, Firmicutes, Actinobacterias y Proteobacterias, los cuales participan en la
regulacién del metabolismo de su hospedero, de forma que varia de acuerdo a la proporcion de los
integrantes de la comunidad bacteriana (Heintz-Buschart y Wilmes, 2018). En cuanto a los hongos
gue habitan el tracto gastrointestinal de los humanos, se ha observado que aquellos individuos que
presentan baja abundancia de Saccharomycetaceae tienen mas diversidad de otras especies, como
aquellas pertenecientes a las familias Ustilaginaceae, Hypocreaceae, Sclerotinaceae vy

Schizosaccharomycetaceae (Soverini et al., 2019).

La composicion de la microbiota intestinal varia de acuerdo al tipo de alimentacién del organismo,
en el caso de los rumiantes, la microbiota intestinal posee principalmente microorganismos con la
capacidad de fermentar, para aprovechar la fibra vegetal de su dieta (McCann et al., 2017). Por ello,
la microbiota del tracto gastrointestinal de los carnivoros tiene microorganismos especificos para la
digestion de carne, e incluso se ha propuesto que algunas bacterias, como los Bacteroidetes,

influyen en el olor que caracteriza a cada uno de los diferentes individuos (Yamaguchi et al., 2019).
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Dentro de la variedad de microorganismos que pueden encontrarse en la piel de los humanos, se
encuentran las Actinobacterias, Firmicutes y Proteobacterias, aunque de forma dominante se
encuentran los géneros Corynebacterium, Propionibacterium, Methylobacterium y Staphylococcus
(Kong, 2011; Egert y Simmering, 2016). Se ha encontrado que las arqueas representan alrededor
del 4% de las comunidades de procariotas que conforman la microbiota de la piel, entre las cuales
se encuentran arqueas pertenecientes a los Phyla Thaumarchaeota y Euryarchaeota (Probst et al.,
2013).

En cuanto a la microbiota viral que se presenta en la piel de los humanos se ha encontrado ADN de
poliomaviruses, papilomaviruses y circoviruses en individuos que no tienen enfermedades cutaneas
(Foulongne et al., 2012). Otros estudios han determinado que virus como poliomavirus pueden estar
asociados con el desarrollo de cancer en células del sector basal de la epidermis (Sherwani et al.,
2018).

Las comunidades microbianas suelen tener una estructura constante, aunque experimenta ciertas
variaciones a lo largo de la vida de los organismos. En el caso del tracto vaginal, la microbiota es un
factor protector contra infecciones, y también experimenta cambios relacionados con el desarrollo y
estado hormonal, mismos que han sido bien estudiados en humanos. Es comun que la microbiota
de las mujeres sanas este formada por comunidades donde predominan especies de Lactobacillus,
las cuales crean el ambiente adecuado para que se dé la implantacién y el desarrollo del embrién (
Garcia-Velasco et al,, 2017; Bernabeu et al., 2019). A pesar de que las comunidades de
Lactobacillus son dominantes en el epitelio del tracto vaginal, durante el embarazo aumenta todavia
mas su abundancia, mientras disminuye la de especies pertenecientes a los géneros Clostridium y

Gardnerella, esta Ultima asociada a la infertilidad (Bernabeu et al., 2019).

Existen muchas cosas que pueden provocar la variacion en las comunidades microbianas del tracto
vaginal, como la higiene, los habitos sexuales y la edad reproductiva (Noyes et al., 2018). Incluso se
ha visto que en mujeres, después del primer sangrado y de iniciar una vida sexual, la estructura de
las comunidades microbianas cambia, si bien Lactobacillus sigue siendo el género dominante,
aumenta la diversidad y abundancia de géneros como Prevotella, Atopobium y Shuttleworthia
(Carda-Diéguez et al., 2019).

Se sabe que en las comunidades microbianas del tracto genital femenino, ocurren fenémenos de
sinergia y antagonismo, como Gardnerella y Prevotella en el caso del primero, cuya asociacion se
relaciona con la vaginosis bacteriana (Onywera et al., 2019). Como ya se menciond, la dinamica de
la microbiota vaginal puede ayudar a la proteccién con enfermedades, entre las cuales se encuentras

las infecciones de transmision sexual (Martin, 2012). Se sabe que existe una asociacion entre la
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disbiosis en la microbiota del tracto vaginal, y la presencia de VPH, pero también se ha demostrado

gue bacterias como L. gasseri facilita la deteccidn de este patdégeno (Brotman et al., 2014b).

Por otro lado, existe la teoria de que la ecologia de un organismo y su evolucién son fuerzas que no
sélo acttan en el individuo, también en sus comunidades microbianas (Colston y Jackson, 2016).
En el tracto gastrointestinal de los vertebrados, las bacterias dominantes pertenecen a los
Firmicutes, Bacteroidetes y Proteobacteria, sin importar si son omnivoros o herbivoros, aunque las
proporciones de estos Phyla varian significativamente (Ley et al., 2008; Colston et al., 2015). En
general, entre los mamiferos que poseen dietas similares, ya sean carnivoros o herbivoros, se ha
encontrado relacién entre su microbiota (Ley et al., 2008). Sin embargo, la proporcién de Firmicutes
varia ampliamente, siendo mas abundante en mamiferos carnivoros que en los herbivoros, por lo
gue la presencia de estas bacterias se asocia principalmente con la degradacion de proteinas
(Nelson et al., 2013).

Se ha observado que los animales que tienen periodos largos de.inanicién y que se alimentan de
forma intermitente también experimentan variaciones en la microbiota de su tracto gastrointestinal,
fendémeno que aun no ha sido estudiado de forma exhaustiva (Colston y Jackson, 2016). Uno de los
fila mé&s abundantes dentro de las comunidades microbianas del tracto gastrointestinal de los
mamiferos es el de las Proteobacterias, al igual que lo observado para aves, reptiles y algunos peces
(Colston y Jackson, 2016).

I.3. Transformacién de los epitelios y su relacién con microorganismos

Se han realizado diversos estudios que relacionan la estructura de las comunidades microbianas
con la transformacion anormal de diferentes tejidos. Se ha observado que la microbiota puede
participar de distintas formas en el proceso de transformacion celular que puede llevar a
carcinogénesis._al alterar el balance de la proliferacion y muerte de las células del hospedero,
modificar las funciones del sistema inmune o influir en el metabolismo y la produccién de moléculas

por parte del hospedero (Garrett, 2015).

Existen algunos microorganismos considerados factores de riesgo o factores protectores para el
desarrollo de cancer (Chen et al., 2017). En el caso de la transformacién cancerigena del epitelio
del colon y recto, los biofilms bacterianos que se forman en las paredes del colon dafian la
homeostasis del tejido, provocando que haya una reduccién y redistribucion de la E-cadherina, se
aumente la produccién de IL-6, se active Stat3 y la proliferacién del epitelio, lo que lleva al desarrollo

de tumores en esa zona (Dejea et al., 2014).
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La presencia de bacterias como H. pylori o Fusobacterium spp., ha sido asociada al desarrollo de
cancer de estbmago y cancer de colon respectivamente, ademas se ha visto que inducen el aumento
de Escherichia coli (Elinav et al.,, 2019). En casos de cancer de colon y recto, también se ha
observado que suele haber una disminucién en la diversidad de las comunidades microbianas. En
especial, se ha reportado que la abundancia de géneros bacterianos de tincion Gram positivas como
Clostridium, disminuye, mientras que bacterias Gram negativas, de los géneros Fusobacterium,
Atopobium y Porphyromonas aumentan, lo que tiene un efecto pro-inflamatorio en el intestino que

favorece la transformacion epitelial (Ahn et al., 2013).

Toxinas producidas por Bacteroides fragilis se asocian con la transformacion del epitelio intestinal
provocando neoplasia del colon y recto al degradar la E-cadherina de las células epiteliales, lo que
provoca la migracién de la B-catenina al nucleo, y activa en consecuencia a la proliferacion celular
(Dutilh et al., 2013; Boleij et al., 2015; Rajagopala et al., 2017). La presencia de cepas de E. coli que
poseen la isla de patogenicidad pks son capaces de producir la toxina colibactina, la cual altera el
ADN de las células, incrementando la frecuencia de las mutaciones en el material genético, lo que
lleva a la transformacion del epitelio y por ende al desarrollo de tumores (Dutilh et al., 2013;
Wassenaar, 2018).

Existen otros estudios que resaltan la importancia de la microbiota bacteriana durante la
transformacién cancerigena del tejido cervical, ya que los microorganismos que pueden influir en la
liberacion de citosinas pro-inflamatorias, que modifican el ambiente del tracto cervical (Mert et al.,
2018). En casos de cancer cervical se 'ha resaltado la participacion de Fusobacterium spp, la cual
posee la capacidad de influir en las células inmunes para que se diferencien en efectores Th2.
Ademas, Fusobacterium spp. tiene un efecto sobre la E-cadherina de las células infectadas por

VPH, favoreciendo el desarrollo del cancer (Audirac-Chalifour et al., 2016).

A pesar de que existen bacterias a las que se les atribuye la aparicién de cierto tipos de cancer, se
sabe que son los virus quienes pueden inducir el desarrollo de tumores, malignos y benignos en
vertebrados (Ewald et al., 2015). El primer virus reconocido como causante de cancer fue el
gammabherpesvirus 4, conocido como virus de Epstein-Barr, el cual se asocia con el linfoma de
Burkitt (Epstein et al., 1964). Asi mismo, el virus linfotropico humano de células T tipo | (HTLV-1), el
virus de la hepatitis B, el VPH y el poliomavirus de las células de Merkel se relacionan con el
desarrollo de diversos tumores malignos (Foulongne et al., 2012;Ewald et al., 2015; Mitra et al.,
2016). Incluso estudios recientes han detectado al virus del Zika en pacientes que presentan
transformacién del epitelio genital, por lo que este virus podria ser el causante o cofactor de estos
cambios celulares, ya que otros patdégenos como VPH no fueron encontrados en las muestras
analizadas (Tobar et al., 2018).
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Hay también una estrecha relacién entre las bacterias del microbioma y virus asociados a cancer.
En algunos casos la disbiosis también contribuye a la formacién de un ambiente pro-inflamatorio,
donde se generan especies reactivas de oxigeno (ROS), lo que favorece la expresién de las
proteinas E6 y E7 de VPH, las cuales son necesarias para que se dé el proceso de carcinogénesis
debido al efecto que tienen en la proliferacién celular y la inactivacion de la apoptosis (Mitra et al.,
2016).

A pesar de que no es facil saber si el desarrollo del cancer favorece el cambio en la microbiota, o si
la presencia de ciertas comunidades microbianas son las que influyen en la apariciéon del proceso
cancerigeno, estéa claro que existe una relacién entre el cadncer y la estructura de las comunidades
microbianas de la regién donde se genera el tumor, e incluso de otras zonas. Recientemente se
reportd la influencia de la microbiota intestinal en el desarrollo de cancer de endometrio, debido a
gue existen microorganismos que favorecen la absorcion de grasas (Backhed et al., 2004), lo que
genera tejido adiposo que favorece la produccion de estrogeno, o bien mediante enzimas
bacterianas, el que haya una reabsorcion de esta hormona‘que promueve el desarrollo de tumores
en la matriz (Mert et al., 2018).

Cuando ocurre una disbiosis en el microbioma genital, es posible que la abundancia de Lactobacillus
disminuya, y aumente la colonizacién de microorganismos patégenos como Gardnerella vaginalis y
Atopobium vaginae, los cuales se han asociado.con el incremento en la severidad de la neoplasia
cervical (Mitra et al, 2016). Recientemente se asoci0 la presencia de bacterias como
Peptostreptococcus anaerobius y Anaerococcus tetradius con la progresion de la transformacion
celular, en especial Sneathia sanguinegens, la cual puede verse involucrada en la activacion de vias
inflamatorias en el cérvix y en el cambio de su pH, por lo que su presencia podria ayudar al desarrollo

de la displasia cervical (Mitra-et al., 2015; Laniewski et al., 2018).

Por otro lado, se ha observado que los epitelios vaginales en los que la presencia de comunidades
de Lactobacillus spp. es dominante, tienen proteccién contra la infeccién por VPH (Mitra et al., 2015).
Experimentos. in vitro han mostrado que Lactobacillus spp. puede tener un efecto citotéxico en
células infectadas por VPH, que ayuda a contrarrestar el proceso de tumorigénesis viral (Motevaseli
et al., 2013). Como se ha mencionado, los factores hormonales y ambiéntales pueden regular la
microbiota; por ejemplo, se ha observado que fumar conduce a una disbiosis en el epitelio cervical,
donde la cantidad de Lactobacillus spp. es alterada, lo que propicia las infecciones persistentes de

VPH y el desarrollo de displasia cervical (Brotman et al., 2014a).
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Por lo tanto, cada vez hay mayor evidencia de que las comunidades microbianas del epitelio juegan
un papel fundamental en el desarrollo de cancer, aunque la transformacion epitelial no siempre esta
asociada con un solo microorganismo. El cancer cervicouterino ha sido relacionado en gran medida
a la infeccion por VPH (Guijon et al., 1992), aunque también es posible que ocurra una co-infeccion
con otros organismos, como Chlamydia trachomatis, que pueden estar involucrados en la
modulacion del sistema inmune, lo que facilita que ocurra la infeccion por VPH vy el desarrollo de
tumores (Tamim et al., 2002; Zhu et al., 2016; Coorevits et al., 2018). Ademas de la co-infeccién con
C. trachomatis, se han detectado otros patdégenos, como Neisseria gonorrhoeae, Mycoplasma
genitalium, Trichomonas vaginalis y herpesvirus simplex tipo 2, que pueden propiciar un ambiente
adecuado para que VPH colonice las células del epitelio cervical y provoque la transformacion que

puede llevar a la aparicion de cancer (Smith et al., 2002; Coorevits et al., 2018) ..

I.4.  VPHYy latransformacion epitelial

El VPH es un virus icosaédrico de 55 nm de diametro, que pertenece a la familia Papillomaviridae,
del cual se han identificado mas de 200 genotipos, de los cuales 12 son asociados al desarrollo de
cancer en humanos (IARC, 2019). Los genotipos de alto riesgo son el 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51,
52, 56, 58 y 59, mientras que los de menor riego incluyen a los genotipos 6 y 11 (Sendagorta-Cudés
et al., 2019). El genoma del VPH est& organizado en una molécula circular de ADN de doble cadena
dividido en tres regiones dedicadas al inicio de la replicacién, la codificaciéon de proteinas no

estructurales y de proteinas estructurales (Vallejo-Ruiz et al., 2015).

Durante el inicio de la infeccion, las proteinas E1 y E2 son de gran importancia, debido a que se
encargan de mantener-la replicaciéon viral, y en el caso de E2, también esta involucrada en la
represion de E6 y E7 (Egawa et al., 2015). Las proteinas E4 y E5 también son de gran importancia
en la etapa inicial de la infeccién; E4 promueve la sintesis de los viriones, y se cree que participa en
la liberacidn y transmision de los mismo, mientras que la proteina E5 estabiliza al receptor del factor

de crecimiento epidérmico y potencia la actividad de las MAP cinasas (Egawa et al., 2015).

La clave para la capacidad pro-oncogénica del VPH esta en las proteinas E6 y E7, las cuales se
encargan de la inhibicién de p53 y pRB, moléculas celulares encargadas de la muerte celular
programada e inhibir la division celular, es decir que juegan un papel en la supresion de tumores
(Egawa et al., 2015; McBride y Warburton, 2017). La proteina viral E6 desregula el ciclo celular, la
sefalizacién inmune y la diferenciacion de las células, mientras que E7 promueve la acumulacién
de mutaciones en el genoma celular (Vallejo-Ruiz et al., 2015). Existen factores que promueven la

infeccién por VPH y el cambio oncogénico, como la disbiosis, donde las nuevas comunidades
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bacterianas generan ROS, las cuales promueven la pérdida de los genes E1 y E2 debido al dafio en

el ADN, lo que resulta en una sobreexpresién de E6 y E7 (Mitra et al., 2015).

La zona de transicién del cérvix es un area muy susceptible a la infeccion por VPH, el cual infecta
las células basales y comienza a provocar alteraciones celulares consideradas pre-cancerigenas,
las cuales pueden revertirse (Egawa et al., 2015). Una vez infectadas las células basales, el virus
se propaga por el estrato parabasal y el estratificado hasta invadir todo el tejido y comenzar la
produccién de las proteinas E6 y E7, lo que provoca la extensién del proceso cancerigeno y

posteriormente la formacion e invasion tumoral (Schiffman et al., 2016).

La evasion viral del sistema inmune es de gran importancia en la infeccion, y el VPH tiene diferentes
maneras de lograrlo, una de ellas es la distribucion mediante las células basales, ya que mientras
van madurando y suben por el estrato parabasal y estratificado, el virus mantiene un nidmero de
copias para evadir al sistema inmune (Rincon et al., 2007). Las células de Langerhans son atraidas
por el ligando de citosina CC 20 (CCL20), el cual es inhibido porlas proteinas virales E6 y E7, lo que
impide la respuesta del sistema inmune a la infecciéon por-VPH (Schiffman et al., 2016). Por otro
lado, la proteina E7 del VPH también es capaz de inhibir al IENa, y otras citosinas, por lo que el virus

no puede ser eliminado adecuadamente por el hospedero (Rincén et al., 2007).

I.5. Herpesviridae y la transformacion epitelial

Dentro de la familia Herpesviridae se encuentran los gammabherpesvirus, una subfamilia viral que
agrupa algunos virus considerados pro-cancerigenos; uno de los méas reconocidos es el virus del
Epstein-Barr (EBV), el cual ha sido asociado con el desarrollo y la induccién de transformacion
cancerigena en las células escamosas de la cavidad oral en el humano (Sand y Jalouli, 2014). El
EBV es capaz de infectar células escamosas, las cuales ayudan en la dispersion del virus, el cual
se transmite ‘a través de la saliva, aunque el EBV presenta tropismo por los linfocitos B (Sand y
Jalouli, 2014).

Se han estudiado las proteinas que podrian estar relacionadas con la formacion de tumores
inducidos por EBV, estas moléculas suelen ser parecidas a las proteinas celulares, entre ellas, la
proteina nuclear EBNA-1 tiene una expresién constante en células infectadas por EBV, ya que
participa en la estabilidad y la replicacion del genoma viral (Saha y Robertson, 2019). Otras proteinas
como EBNASA en conjunto con EBNA3C reprimen la transcripcion de las proteinas BIM, p14, p15,

pl6 y p18, e inhibe la diferenciacion de las células B (Saha y Robertson, 2019).
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El herpes virus asociado al sarcoma de Kaposi (KSHV) también esta asociado a oncogenes, en
humanos, las células infectadas por el virus expresan el antigeno nuclear asociado a latencia
(LANA), el cual se encarga de la inhibicion de p53, p73 y pRB, extendiendo el ciclo de vida de las
células infectadas, lo que ayuda a detectar la presencia viral en los tumores, aungue la cantidad de
LANA en las muestras puede ser muy variable (Santag et al., 2013). Existen otras moléculas
producidas por KSHV como los micro ARNs virales, la proteina K1, encargada de incrementar la
angiogénesis en células infectadas y modular la aparicion del receptor de linfocitos B (BCR)
(Tomlinson y Damania, 2004; Zhang et al., 2016). Otra proteina importante para la oncogénesis en
las células infectadas por KSHV, es la proteina K15, que regula la replicacion litica del virus, modula
sefiales dependientes del BCR e induce la produccién de citosinas pro-inflamatorias (Poole et al.,
1999; Steinbrick et al., 2015).

El KSHV altera la diferenciacién de células infectadas mediante la accién de las proteinas virales
VFLIP, vVGPCR y metaloproteinasas celulares implicadas en la via de Notch (Mariggio et al., 2017).
Durante la modulacion de la vascularizacion, se incrementa la expresion de citosinas pro-
inflamatorias, de angiogénesis y Prox-1, el cual regula la diferenciacion de células endoteliales (Hong
et al., 2004).

Otros virus de la familia Herpesviridae, como el herpes virus simple tipo 1 (HSV-1) también se han
asociado con procesos cancerigenos epiteliales, en este caso en el epitelio escamoso de la cavidad
oral (Sand y Jalouli, 2014). Se ha demostrado que HSV-1 puede coinfectar con otros patégenos y
aumentar el riesgo de desarrollar: cancer (Southam et al., 1969), aunque otros estudios han
demostrado que durante el proceso cancerigeno, el papel del virus es crucial para inducir la

transformacién celular y participar en el proceso de metéastasis (Duff y Rapp, 1973).

El Herpes virus simple tipo 2 (HSV-2) ha sido identificado como agente causal de la transformacion
celular para el desarrollo de cancer cervical, aunque después de que se detectara la presencia de
VPH en estos tumores, se considerd que pudiera existir una co-infeccion entre estos virus (Rawls et
al., 1968; Macnab, 1974). Se ha determinado que la infeccién por HSV-2 puede ser el agente causal
de mutaciones y dafios celulares que contribuyen a la induccién de la transformacion celular

cancerigena inducida por VPH (Meyers et al., 2003).

Después de la infeccién por transmision sexual de HSV-2, el virus se replica en el estrato basal del
cérvix, similar al mecanismo que usa VPH, aunque en este caso, el virus puede migrar a los ganglios
y permanecer como una infeccién latente (Meyers et al., 2003; Thellman y Triezenberg, 2017).
Cuando ocurre una disbiosis en el epitelio genital, el virus es capaz de reactivarse, provocando

cambios que a su vez favorecen la disbiosis, que a su vez promueve la replicacion viral, provocando
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dafios en la barrera epitelial, que facilita la entrada de virus, como es el caso del virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH) y del VPH (Torcia, 2019).

11.6. El cancer en la fauna silvestre

Aunque el cancer es una de las enfermedades mas importantes para los humanos, se debe tener
en cuenta que no son los Unicos organismos que pueden sufrir el desarrollo de esta patologia.
Existen varios reportes de casos de cancer en fauna silvestre, aunque estos suelen reportarse en
animales criados en zooldgicos o como casos esporadicos (Nagy et al., 2007), aungque es probable

gue la ausencia de reportes se debe a la falta de investigacion al respecto.

Uno de los tipos de cancer de mayor importancia para los animales de vida libre es el que se
desarrolla en el demonio de Tasmania (Sarcophilus harrisii), esta especie presenta dos tipos de
cancer contagioso: el tumor facial tipo 1 (DFT1) que se identific desde 1996 (Hawkins et al., 2006);
y el tumor facial tipo 2 (DFT2), el cual fue caracterizado por primera vez en 2014 (Pye et al., 2016).
Tanto el DFT1 como el DFT2 suelen aparecer de forma similar en los animales, ambos crecen en la
zona del cuello, cara y en la cavidad bucal, lo que provoca que mueran aproximadamente después
de seis meses de haberse contagiado debido a la falta de alimentos que pueden ingerir (Pearse y
Swift, 2006; Pye et al., 2016). Se cree que la transmision del DFT1 y DFT2 se da mediante las
mordeduras de los demonios de Tasmania durante sus peleas, lo que provoca que se transfieran
algunas células de los animales enfermos a los sanos, las cuales se establecen de forma similar a
los trasplantes, debido a la endogamia que existe en las poblaciones del demonio de Tasmania que

provocan defectos en el complejo. mayor de histocompatibilidad (MHC) (Pearse y Swift, 2006).

Otro ejemplo de cancer en vida libre es el de las belugas (Delphinapterus leucas) del estero de St.
Lawrence, cuya poblacion fue afectada por cancer. En el afio 2000 se encontré una prevalencia de
27 % en animales muertos (Martineau et al., 2002), lo que se atribuye a los contaminantes
desechados en-el estuario por las industrias de la region, en especial debido a la bioacumulacién de
PCBs (Martineau et al., 2002). La baja diversidad genética en las poblaciones de belugas, aunado
a la inmunosupresion ocasionada por los contaminantes del agua, provoca que la mayor incidencia
de cancer se de en animales adultos, quienes han estado por mas tiempo expuestos a estas

condiciones (Lair et al., 2016).

El fibropapiloma que afecta a las tortugas verdes (Chelonia mydas) fue reportado por primera vez
en 1938 (Smith y Coates, 1938). Se caracteriza por desarrollar tumores externos en el tejido blando
y formar nédulos en diversos 6rganos, lo que interfiere con las funciones vitales provocando la
muerte de los individuos (Williams et al., 1994). La incidencia de esta patologia es muy alta,
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presentandose en el 92% de algunas poblaciones de tortugas aunque la prevalencia de esta
enfermedad sigue aumentando (Aguirre y Lutz, 2004). El agente causal mas asociado a la presencia
de fibropapilomatosis en las tortugas verdes es la infeccion por herpesvirus (Rebell et al., 1975),
aungque se han tomado en cuenta otros factores que pueden contribuir a que se de dicha infeccién,
como la invasion por microalgas (Van Houtan et al., 2010), el aumento en la temperatura del agua
(Haines y Kleese, 1977), la contaminacién del mar (Dos Santos et al., 2010) e incluso la presencia

de ciertos ectoparasitos (Greenblatt et al., 2004).

Otros animales que presentan casos de cancer son las marmotas (Marmota monax), en quienes se
ha reportado hepatocarcinoma asociado a infecciones por el virus de la hepatitis de marmotas, muy
similar al virus de la hepatitis B que afecta a los humanos (Summers et al., 1978). La trucha de coral
(Plectropomus leopardus) es otro organismo en quien se han reportado casos de melanoma
asociado al incremento de la radiacion ultravioleta (Sweet et al., 2012). Los delfines nariz de botella
del Atlantico (Tursiops truncatus) presentan carcinoma de células escamosas y papilomas genitales
(Bossart et al., 2005), los cuales fueron asociados a infecciones por papilomavirus de Tursiops

truncatus (TtPV1) en delfines de diferentes colonias (Rector et al., 2008).

I.7.  Cancer en pinnipedos

Debido a la posicion que ocupan en las redes tréficas, los mamiferos marinos se consideran
centinelas de ecosistema, al ser depredadores tope pueden reflejar la salud de los organismos que
estan por debajo de ellos y del ambiente en el que se encuentran (McAloose y Newton, 2009). La
prevalencia de cancer en mamiferos marinos ha incrementado en los Gltimos afos, lo que nos hace

pensar que las condiciones‘marinas se tornan cada vez menos favorables.

El primer reporte de carcinoma urogenital (CUG) en pinnipedos fue en el lobo marino de California
(Zalophus californianus), en la costa oeste de Norteamérica en 1983 por Howard et al. En las Ultimas
décadas se ha observado un aumento en la prevalencia de CUG en el lobo marino de California, en
especial en el Pacifico, a la altura de California, incluso se ha reportado que el 25% de los animales
varados examinados en el Centro de Mamiferos Marinos (MMC) de California presentan CUG
(Deming et al., 2018). El cancer suele iniciar en el tracto genital de los animales, para después
causar metastasis y migrar a la zona abdominal, rifiones y vejiga (Gulland et al., 1996), lo que

representa problemas fisiol6gicos que provocan su muerte.
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Reportes previos s6lo habian encontrado evidencia de CUG en adultos y subadultos, aunque
recientemente surgidé nueva evidencia de que crias de lobo marino de California presentan
transformacién pre-cancerigena, incluso cuando estos individuos no han iniciado su periodo
reproductivo (Barragan-Vargas et al., 2016), lo que sugiere que estas crias tienen la capacidad de

reparar el dafio celular que presentan.

Al igual que en el caso de humanos, el CUG se ha asociado con la presencia de un gamaherpesvirus
de otéridos (OtHV-1), el cual se ha aislado a partir de tumores y de individuos infectados (King-et al.,
2002). En general se le ha atribuido el desarrollo de CUG principalmente a la presencia de OtHV-1
(Buckles et al, 2006), aunque estudios recientes han demostrado que existen otros
microorganismos como papilomavirus que también pueden influir en la aparicion del CUG (Pefiin et
al., 2019; Rivera et al., 2012). Ademas, se observo que la prevalencia de OtHV-1 en el tracto genital
de lobo marino de California es muy baja en adultos y crias, por lo que es posible que el OtHV-1 no
sea un factor que promueve la aparicion del CUG, a pesar de que posteriormente pueda contribuir

en el desarrollo del mismo (Barragan-Vargas et al., 2016).

Ademas de los patdégenos que se han vinculado con la aparicién del CUG en el lobo marino de
California, se han encontrado factores genéticos como.el locus Zaca-DRB.A del MHC de clase I
(Bowen et al., 2005) que incrementa la susceptibilidad al desarrollo de CUG. También se ha
observado que en los casos donde los animales son homocigotos en el microsatélite Pv1l, suelen
tener mayor susceptibilidad a desarrollar CUG (Browning et al., 2014). El microsatélite Pv11l esta
dentro del gen HPSE2 que codifica para la proteina heparanasa 2, que ha sido vinculada con cancer
en humanos, por lo que igual que Pv1l1, HPSEZ2 tiene un rol importante para la aparicién de CUG en

lobo marino de California (Browning et al., 2014).

La presencia de contaminantes ambientales como organoclorados o hidrocarburos aromaticos
policiclicos, se ha vinculado con la aparicion de cancer en humanos (McGlynn et al., 2006) y en
animales de vida libre (Metcalfe et al., 1999). Todos estos contaminantes no soélo se encuentran en
ambiéntes terrestres, el mar es el receptor de la mayoria de quimicos industriales, pesticidas como
el dicloro difenil tricloroetano (DDT) o policlorobifenilos (PCBs) (Metcalfe et al., 1999; Nifio-Torres et
al., 2009), los cuales se van acumulando en los individuos que se encuentran en la cima de sus
redes tréficas como los mamiferos marinos. Estos contaminantes se acumulan y afectan el sistema
inmune de los organismos (Hall et al., 2008). En lobo marino de California, se ha asociado la
contaminacién con organoclorados con la mortalidad por CUG (Ylitalo et al., 2005a), en especial con
la presencia de PCBs, los cuales funcionan como disruptores enddcrinos, suprimen el sistema
inmune de los individuos y pueden provocar mutaciones que favorezcan en desarrollo de tumores

(Ylitalo et al., 2005b; Pefiin et al., 2018). Sin embargo, los niveles de contaminacion por PCBs varian
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de acuerdo a la regién geogréfica, ya que este contaminante se encuentra principalmente en la zona
del Pacifico, por lo que los individuos que habitan el area se ven mas afectados a comparacion de

los que se encuentran en el Golfo de California (Barragan-Vargas, 2015).

Ademas del lobo marino de California, se ha encontrado que el lobo fino austral (Arctocephalus
australis) también presenta CUG que podria estar asociado a la presencia de OtHV-1 (Dagleish et
al., 2013). La distribucién del lobo fino austral no coincide con la del lobo marino de California, por
lo que es posible que los factores y patégenos que podrian estar influyendo en la progresion del
CUG estén distribuidos a lo largo del Pacifico, y puedan llegar a afectar a mas de una especie de

pinnipedo.

El lobo marino de Steller (Eumetopias jubatus) es otro otarido que ha presentado cancer pulmonar
de una manera anecdotica; especificamente, se reportd esta patologia en un individuo que habitaba
en cautiverio en la isla Rebun, Hokkaido, Jap6n (Nakagun et al., 2017). Existen otras especies de
otaridos a los que se les han detectado varios tipos de cancer, aunque estos suelen ser casos

aislados o que afectan a una pequefa parte de la poblacion (Cuadro 1).

Se han reportado varios casos aislados de cancer en odobénidos adultos en muestras recolectadas
de 1995 al 2004, entre los que se encuentran casos de leiomioma uterino y de ovario, leiomioma
mesentérico, tumor estromal gastrointestinal, fibroadenoma, neoplasia toracica fibrohistocitica,
hemangioma intestinal y hepatico (Mumford et al., 2005) y recientemente se describieron dos casos
de cancer pulmonar en morsas (Odobenus rosmarus divergens) de vida libre, uno en el mar de

Chukotka en Rusia y otro en Barrow, Alaska (Seguel et al., 2016; Nakagun et al., 2017).

En fécidos hay pocos casos de cancer reportados, como el caso de un linfosarcoma encontrado en
una foca de puerto (Phoca vitulina) varada (Stroud y Stevens, 1980), o el caso aislado de un tumor
de ovario en el elefante marino del sur (Mirounga leonina) (Mawdesley-Thomas, 1971). Para el
elefante marino del Norte existe un reporte aislado de adenocarcinoma biliar, evento que no parece
ser una enfermedad que afecte a la poblacion de manera significativa, y que alin no se conoce cual

es el agente etiolégico de dicha patologia (Fauquier et al., 2003).
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Cuadro 1. Reportes de cancer en pinnipedos.

Especie

Tipo de cancer

Referencia

Zalophus californianus

Carcinoma urogenital

Howard et al., 1983

Arctocephalus australis

Carcinoma urogenital

Dagleish et al., 2013

Callorhinus ursinus

Ganglioneuroblastoma

Spraker y Lander, 2010

Arctocephalus pusillus

Mesenquimoma maligno

Liposarcoma metastasico

Laricchiuta et al., 2013

Pervin et al., 2016

Callorhinus ursinus

Fibrosarcoma renal

Linfosarcoma

Brown, 1975

Stedham y Casey, 1977

Eumetopias jubatus

Adenocarcinoma pulmonar

Rabdomiosarcoma pleomaérfico con metastasis
pulmonar

Sato et al., 1998

Zabka et al., 2004

Otaria flavescens

Tumor de células intersticiales del ovario

Adenocarcinoma gastrico

Biancani et al., 2010

Yamazaki et al., 2016

Eumetopias jubatus

Tumor pulmonar de mastocitos

Seguel et al., 2016

Odobenus rosmarus
divergens

Leiomioma uterino, de ovario, leiomioma mesentérico,

tumor estromal gastrointestinal, fibroadenoma,
neoplasia toracica fibrohistocitica hemangioma
intestinal y hepéatico

Tumor pulmonar de mastocitos

Mumford et al., 2005

Seguel et al., 2016

Cystophora cristata

Adenocarcinoma pulmonar

Aschfalk y Bacciarini, 2002

Phoca vitulina

Linfosarcoma
Linfoma meningeal de células T
Melanoma dérmico
Carcinoma de células escamosas esofagicas

Linfoma intestinal epiteliotropico de células T

Stroud y Stevens, 1980
Labrut et al., 2007
Morick et al., 2010
Flower et al., 2014

Malberg et al., 2017

Phoca larga

Tumor testicular de células de Sertoli

Rotstein et al., 2019

Phoca hispida

Adenocarcinoma del intestino delgado

Mikaelian et al., 2001

Mirounga leonina

Tumor en ovario

Mawdesley-Thomas, 1971

Mirounga angustirostris

Adenocarcinoma biliar

Fauquier et al., 2003
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11.8. El elefante marino del Norte

El elefante marino del Norte (Mirounga angustirostris) es un carnivoro que pertenece al clado
Pinnipedia, familia Phocidae (focas verdaderas), donde también se encuentra el elefante marino del
sur (M. leonina) (Riedman, 1990). El elefante marino del Norte se distribuye desde el Norte del
Pacifico Mexicano hasta las Islas Aleutianas y el golfo de Alaska (Stewart y DelLong, 1995).
Alrededor del afio 1800 la caza para obtener su grasa incrementé drasticamente, lo que provocoé
gue sus poblaciones decayeran, e incluso se crey6é al borde de la extincion durante-1870
(Bartholomew y Hubbs, 1960). Sin embargo, las poblaciones de elefante marino del Norte se han
recuperado a lo largo de los afios (Lowry, 2014; Elorriaga-Verplancken et al., 2015) y hasta ahora
parece no haber repercusiones genéticas debido al posible cuello de botella que sufrieron (Elorriaga-
Verplancken, 2015).

Existe un claro dimorfismo sexual entre los machos y las hembras del elefante marino del Norte, ya
qgue los machos presentan una probdscide nasal, miden aproximadamente 6.7 m y llegan a pesar
2300 kg, mientras que las hembras pueden llegar a medir-2.8. m y pesar 710 kg (Le Boeuf y Laws,
1994; Coorevits et al., 2018). La mayor parte del tiempo, el elefante marino del Norte permanece en
el agua, pudiendo descender hasta 1.5 km y bucear durante dos horas (Le Boeuf y Laws, 1994). A
pesar de eso, es necesario que pasen tiempo en tierra, cuando mudan el pelaje y durante la época
reproductiva, el nacimiento y la lactancia de las crias (Stewart y DelLong, 1995). Los machos adultos
llegan a las playas durante invierno para establecer su territorio, por 1o que se enfrentan entre ellos
hasta delimitar el &rea donde se encuentran las hembras, quienes llegan semanas después (Le
Boeuf y Laws, 1994).

Durante el periodo en el que se delimitan los territorios y una vez que las hembras llegan al harén,
los machos permanecen sin alimento para no alejarse de su territorio, por lo que llegan a estar
alrededor de 100 dias en inanicién (Hoelzel et al., 1999). Las hembras paren una cria
aproximadamente una semana después de haber llegado al territorio (Le Boeuf y Laws, 1994), y la
amamantan por 28 dias, de manera continua durante los cuales las hembras se mantienen en la
playa sin alimento (Costa et al., 1986; Habran et al., 2010). El destete ocurre abruptamente cuando
las hembras se regresan al mar, y las crias se mantienen en la playa durante los siguientes dos

meses y medio mientras comienzan a nadar, sin alimentarse (Costa et al., 1986).

El alimento principal del elefante marino del Norte juvenil y adulto son los cefalépodos como el
calamar de fresa (Histioteuthis heteropsis), el calamar boreopacifico (Gonatopsis borealis), otros
tipos de calamares (Octopoteuthis deletron y Histioteuthis dofleini) y la merluza del Pacifico
(Merluccius productus) (Le Boeuf y Laws, 1994; Kuhn et al., 2009).
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Se ha observado que el elefante marino del Norte es susceptible a infecciones por parasitos como
Leptospira spp., Toxoplasma spp. y algunos gamaherpesvirus que provocan la formacién de ulceras
en su cavidad bucal (Dubey et al., 2004; Colegrove et al., 2005b; Goldstein et al., 2006), aunque
esto no parece representar un riesgo, ya que estas infecciones no comprometen la salud de las
poblaciones. Sin embargo, el nematodo Otostrongylus circumlitus afecta al 12% de los organismos
varados en las costas de California provocando anorexia, deshidratacion, letargo y hemorragias de
boca y narinas (Colegrove et al., 2005a; Kaye et al., 2017; Sheldon et al., 2019). Por otro lado, se
han reportado infecciones bacterianas ocasionadas por Escherichia coli, Streptococcus spp.,
Streptococcus equi y Enterococcus que podrian estar relacionadas con la muerte de crias de

elefante marino del Norte (Spraker et al., 2014).

El elefante marino del Norte estd emparentado filogenéticamente con el lobo marino de California,
ya que ambos pertenecen al clado Pinnipedia, aunque ambos divergieron-hace 23 millones de afios
(Riedman, 1990). Ademas, el elefante marino del Norte comparte parte de su distribucion con el lobo
marino de California, ya que este Ultimo se distribuye a lo‘largo.de la costa Noreste del Pacifico,
donde realizan actividades como la crianza y reproduccion (Peterson y Bartholomew, 1969). Estos
organismos presentan diferencias en cuanto a su temporada reproductiva (variando por
aproximadamente seis meses), sus habitos de buceo y alimentacién, ya que el lobo marino de
California es un animal mas costero que no suele sumergirse tanto para buscar su alimento
(Peterson y Bartholomew, 1969).
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JUSTIFICACION

Existen muchos factores que pueden influir en la abundancia y composicion de las comunidades
microbianas del epitelio genital (Carda-Diéguez et al., 2019). Estudios sobre el papel de las
comunidades microbianas en el desarrollo de diferentes patologias es un tema de gran interés en la
actualidad, ya que en humanos se ha encontrado que existe una relacién entre la transformacién del

epitelio genital y ciertas estructuras de comunidades microbianas (Chen et al., 2017).

El elefante marino del Norte es una especie simpatrica al lobo marino de California que también es
considerado un depredador que refleja la salud del ecosistema en el gue se encuentra (Kuhn et al.,
2009). A pesar de ello, estos organismos poseen caracteristicas en las que divergen, ya que sus
hébitos alimenticios no son iguales, bucean a distintas profundidades y tienen diferentes tiempos de
lactancia (Temte y Temte, 1993; Heath y Perrin, 2009). Sin embargo, el elefante marino del Norte
podria estar expuesto a los mismos patégenos y contaminantes que provocan el desarrollo de
transformacién pre-cancerigena en crias de lobo marino de California (Ylitalo et al., 2005; Barragan-
Vargas et al., 2016; Pefiin et al., 2018).

En la actualidad es poco lo que se conoce sobre-la transformacién del epitelio genital en animales
de vida libre. Hasta la fecha no se ha reportado ningin caso de CUG en el elefante marino del Norte,
por lo que es importante indagar en la salud del epitelio genital de este organismo, y de esta manera
empezar a generar conocimiento- para entender el papel de los microorganismos en la

transformacién anormal del epitelio vaginal en animales de vida libre.

32



V.

HIPOTESIS

1. Latransformacién precancerigena del epitelio genital de crias de elefante marino del Norte
del Archipiélago de San Benito es menor que la reportada para el lobo marino de California

en esta misma isla.

2. La prevalencia genital de los virus asociados al carcinoma urogenital del lobo marino de

California, OtHV-1 y papilomavirus, de las crias de elefante marino del Norte es menor a la

reportada para el lobo marino de California en la misma isla.

3. El microbioma bacteriano genital de crias de elefante marino del Norte difiere al de crias de

lobo marino de California.
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V.

OBJETIVOS

Objetivo general:

Describir la citologia genital cervical, el microbioma bacteriano y la presencia de virus
potencialmente oncogénicos de crias de elefante marino del Norte, y compararlos con los del lobo

marino de California.

Objetivos especificos:

1. Caracterizar el epitelio genital de crias de elefante marino del Norte.

2. Investigar la ocurrencia de transformacién celular genital precancerigena en crias de elefante

marino del Norte.

3. Determinar la presencia de patégenos potencialmente oncogénicos en el tracto genital de crias

hembras de elefante marino del Norte.
4. Caracterizar el microbioma bacteriano genital de crias de elefante marino del Norte, y

compararlo con el de crias delobo marino de California nacidas en el Archipielago de San

Benito.
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VI.  METODOLOGIA

VI.1. Areade muestreo

La costa occidental de la Peninsula de Baja California, se encuentra en el Pacifico Mexicano, el cual
se divide en Pacifico noroeste y Pacifico sureste. El muestreo realizado para esta tesis se llevé a
cabo en el Archipiélago de San Benito (28.30°N, 115.56°W), ubicado a 75 kilébmetros de la costa
occidental de la Peninsula de Baja California. El Archipiélago esta compuesto por la isla del Oeste,
Central y del Este, las cuales cuentan con una altitud maxima de 1204 metros sobre el-nivel del mar.
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Figura 6. Mapa del Archipiélago de San Benito compuesto por la isla del Oeste, la isla Central y la isla
del Este. Imagen tomada de Elorriaga-Verplancken et al., 2015.

El Archipiélago de San Benito forma parte de las Islas del Pacifico de la Peninsula de Baja California,
region declarada en 2016 como Area Natural Protegida con caracter de Reserva de la Biosfera
(DOF, 2016). Las islas que conforman el archipiélago son de gran importancia para distintas
especies de pinnipedos, siendo el Unico lugar de las costas Mexicanas donde coexisten cuatro
especies de pinnipedos: el lobo marino de California Zalophus californianus; el lobo fino de
Guadalupe Arctocephalus philippii townsendi; la foca comun, Phoca vitulina; y el elefante marino del

Norte, Mirounga angustirostris (Elorriaga-Verplancken et al., 2015).
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VI.2. Colecta de muestras

El numero de la licencia otorgada por SEMARNAT fue SGPA/DGVS/00050/16. Se colectaron
muestras de epitelio cervical de 19 crias hembras de elefante marino del Norte. Las crias fueron
capturadas de forma manual, con la ayuda de una toalla hiumeda que fue colocada sobre su cabeza,
para disminuir el estrés lo mas posible. Debido al tamafio de las crias, fue necesaria la ayuda de dos
personas, las cuales sostenian la cabeza y el dorso de la cria, mientras otra persona colectaba las

muestras del tracto genital con cepillos citolégicos estériles.

Las improntas celulares genitales se realizaron siguiendo el protocolo reportado para la toma de
muestras de epitelio genital en el lobo marino de California (Barragan-Vargas, 2013). El protocolo
consistio en la introduccién de un cepillo citoloégico en la cavidad vaginal de las hembras hasta el
cérvix, donde se realizaba un raspado circular con movimientos suaves para obtener la mayor
cantidad de células de las paredes vaginales. Una vez que se tenia la muestra en el cepillo, se
realizaban improntas celulares rodando el cepillo sobre la superficie de tres laminillas y rociandolas
enseguida con un fijador citolégico (Citofix) para preservar las estructuras celulares. Posteriormente

se almacenaba el cepillo citolégico en un microtubo de 1.5 ml con etanol al 96%.

VI1.3. Andlisis de las muestras

VI.3.1. Caracterizacion citolégica

Las laminillas con las improntas celulares fueron preparadas siguiendo la tincion modificada de
Papanicolaou previamente reportada para el lobo marino de California (Barragan-Vargas, 2013).
Para la tincién se usaron tres tipos de colorantes; Hematoxilina de Harris, OG6 y EA-50, los cuales
permiten identificar. los diferentes tipos celulares, ademdas es necesario realizar lavados y

decoloraciones conforme al siguiente protocolo:

e  Etanol al 80 % durante 30 segundos.

e Etanol al 70 % durante 30 segundos.

e Etanol al 50 % durante 30 segundos.

e Agua destilada durante 30 segundos.

e Hematoxilina de Harris por 4.5 minutos.

¢ Agua destilada por 30 segundos.

e Solucion de HCI 0.25 % sumergiendo las laminillas 6 veces seguidas.

e Agua corriente durante 6 minutos.
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e Agua destilada durante 30 segundos.

¢ Etanol al 50 % durante 30 segundos.

e Etanol al 70 % durante 30 segundos.

e Etanol al 80 % durante 30 segundos.

¢ Etanol al 95 % durante 30 segundos.

e OG6 durante 90 segundos.

e Etanol al 95 % durante 30 segundos.

¢ Etanol al 95 % durante 30 segundos (segundo enjuague).
e EA-50 durante 90 segundos.

e Etanol al 95 % durante 30 segundos.

¢ Etanol al 95 % durante 30 segundos (segundo enjuague).
e Etanol al 95 % durante 30 segundos (tercer enjuague).

e Etanol al 100 % durante 30 segundos.

e Solucién xilol-alcohol (1:1) durante 30 segundos.

e Xilol al 100 % durante 30 segundos.

e Secar a temperatura ambiente.

e Montar con 50 pl de resina sobre la tincién cubriendo la laminilla con un cubreobjetos.

Una vez que las laminillas se secaron, se definid el area de tincién de que presentaba cada una para
gue el andlisis fuera equivalente con el conteo de las células. Se coloc6 la laminilla sobre una hoja
milimétrica y con la ayuda de un: estereoscopio se contaron los cuadros de 1 milimetro que
correspondian al area tefiida de la laminilla. Posteriormente se analizaron las laminillas al
microscopio con el objetivo de 40X y 100X para determinar las caracteristicas morfoldgicas que tenia
cada tipo celular. Los tipos celulares fueron descritos previamente para lobo marino de California
(Barragan-Vargas, 2013), por lo que se buscaron células que tuvieran las caracteristicas
previamente reportadas. Una vez identificados los diferentes tipos celulares, se realizaron los
conteos para determinar el grado de transformacién celular que presentaban las diferentes
muestras. A partir de estos datos, se calculd la prevalencia y la intensidad con la que se presentaron

estos tipos celulares en las muestras.
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VI.3.2. Extraccion y purificacion de ADN

Se extrajo el ADN a partir de los cepillos citolégicos que se guardaron en etanol al 96 %. Los tubos
se agitaron en vOrtex durante dos minutos para que se desprendiera la mayor cantidad de material
biolégico, posteriormente se centrifugd a 10,000 rpm durante dos minutos, se retir6 el cepillo y se
volvié a guardar en un tubo con alcohol al 96 %. Se retird el etanol antes de agregar 500 pul de
solucién de lisis (Tris HCI 1M, EDTA 0.5M, NaCl 1M, SDS 5 %, proteinasa K y agua destilada estéril)
y se mezcld por inversion. Las muestras se incubaron a 58 °C durante una hora, se agregaron 300
pl de solucidn concentrada de sales (NaCl 6M) y se mezcloé inmediatamente por inversion. Las
muestras se centrifugaron a 13,000 rpm durante 30 minutos, y se transfirié el sobrenadante a un
tubo nuevo antes de agregar 800 ul de isopropanol y mezclar por agitacién en-el vortex. Se realizé
una incubacion a -20 °C durante una hora antes de centrifugar los tubos durante 20 minutos a 13,000
rpm. Se retiré el sobrenadante y se agregaron 200 pl de etanol al 70 % al tubo con el pellet para
realizar un dltimo lavado, después se volvié a centrifugar a 13,000 rpm durante dos minutos.
Finalmente se decantd lentamente el sobrenadante y se dej6.secar por aproximadamente 20
minutos a temperatura ambiente para posteriormente re suspender el pellet en 80 pl de agua

destilada estéril. Las muestras se mantuvieron a -20 °C.

Las muestras de ADN se leyeron en un espectrofotometro Nanodrop (Qiagen) para determinar la
pureza del ADN obtenido al medir las absorbancias 260/280 y 260/230, mientras que la cantidad de
ADN presente en la muestra se cuantificd en ng/pl. Una vez que se obtuvieron esos datos para todas
las muestras, se hicieron alicuotas del ADN para tener todas las muestras a una concentraciéon

maxima de 10 uM.

VI.3.3. Deteccién de posibles patdgenos oncogénicos

Mediante la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) se amplificaron fragmentos del ADN de
OtHV-1, con primers especificos para el gen de la polimerasa de ADN (Dpol), del cual se esperaba
un producto de 192 pb. Los primers que se usaron fueron Dpol 697
(GCGGGAACGCAACTATATCCT) y Dpol 65 (TCTTCGTCCAGTATCATTG) (Velez, 2012). Las
reacciones de PCR se prepararon para cada muestra con buffer 10X a una concentracion final de
1X, dNTPs a 1 uM, MgCl; a 5 pM, los primers Dpol697 y Dpol65 a 0.2 uM cada uno, Taq DNA
polimerasa (Invitrogen) a 0.025 u/ul, agua estéril libre de nucleasas y ADN previamente extraido de
cada muestra a 1.6 pM, para obtener un volumen final de 12.5 pl por muestra. El programa para la
amplificacién del fragmento fue:
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95 °C por tres minutos
40 ciclos
95 °C por 40 segundos
52 °C por 30 segundos
72 °C por 40 segundos
72 °C por 10 minutos
4 °C hasta realizar la electroforesis
Como controles positivos para este andlisis se utiliz6 ADN de epitelio genital-de lobo marino de

California que habia sido detectado como positivo para OtHV-1 (Barragan-Vargas, 2015).

Se realizo un gel de agarosa al 1 % tefido con 3 pl de bromuro de etidio, donde se cargaron los
productos de la PCR, y se corrieron en una camara de electroforesis a 100 volts durante 30 minutos.
En cada pozo se cargaron 4 pul del producto de PCR, 2 ul del buffer de carga (5x) y 4 ul de agua. Se
utilizé el marcador de peso molecular de 1 kb Plus DNA Ladder (Invitrogen) para determinar el

tamarfio de las bandas obtenidas a partir del PCR.

En el caso de la amplificacién de fragmentos de 'ADN de papilomavirus, se disefiaron los primers
PapV0618 L1 _F (ATACAGGACGGGGACATGG) y PapV0618 L1 R
(TCATATTCCTCAGCGTGCCT) que reconocen el gen L1, generados a partir de la secuencia
HQ293213.1 de GenBank, de los que se esperaba un producto de 539 pb. El volumen final de las
reacciones fue de 10 ul por cada muestra analizada; se prepararon con buffer 10X a una
concentracion final de 1X, dNTPs a 0.2 uM, MgCl, a 3 uM, BSA a 0.1 mg/ml, los primers
PapVv0618 L1 Fy PapV0618 L1 R a 0.3 uM cada uno, Taq DNA polimerasa (Invitrogen) a 0.025
u/ul, agua estéril libre-de nucleasas y ADN previamente extraido de cada muestra a 2 uM. El
programa para la amplificacion del fragmento fue:
94 °C por tres minutos
30 ciclos
94 °C por 40 segundos
64 °C por 30 segundos
72 °C por 1 minuto
72 °C por 10 minutos

4 °C hasta realizar la electroforesis
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El control positivo que se us6 para este analisis fue ADN de una muestra de lobo marino de California
previamente confirmada como positiva para papilomavirus. Para confirmar la amplificacién del
fragmento esperado en las muestras de elefante marino, se prepard un gel de agarosa al 1.2 %
tefiido con 3 pl de bromuro de etidio, el cual se corrié en una camara de electroforesis a 100 volts
durante 30 minutos después de haber cargado los productos de la PCR. En cada pozo se cargaron
4 pl del producto de PCR, 2 pl del buffer de carga (5x) y 4 ul de agua. Para determinar el peso del
producto, se utilizé como referencia el marcador de peso molecular de 1 kb Plus DNA Ladder

(Invitrogen).

VI.3.4. Clonacio6n a partir de PCR

En el caso de las muestras que resultaron positivas, se realiz6 una clonacion de los productos
obtenidos por PCR para confirmar la identidad del segmento amplificado. Se sigui6 el protocolo
publicado para la clonaciéon con TOPO TA (Invitrogen). Inicialmente, la ligacion se realizé con 1 pl
de solucion de sales (1.2 M NacCl, 0.06 M MgCl.), 1 ul del vector pCR4-TOPO TA, 1 ul de agua estéril
libre de nucleasas y 3 pl del producto de PCR. Se dejé incubando durante 5 minutos a temperatura
ambiente para posteriormente hacer la transformacion de las células competentes de Escherichia
coli DH5a (Invitrogen). Las células competentes se incubaron en hielo durante 30 minutos con 2 pl
del producto de la ligacion, posteriormente se realizé un choque térmico al poner las células durante
30 segundos a 42 °C y pasarlas a hielo inmediatamente. Después se agregaron 250 pl de medio de
Cultivo Super Optimo (SOC) y se dejaron en agitacion (200 rpm) durante 1 hora a 37 °C. Las células
transformadas se sembraron por el método de extension en placa en agar LB con ampicilina a 1

mg/ml y se dejaron incubando toda la noche a 37 °C a 200 rpm.

Se realizé una PCR igual a la descrita para OtHV-1 y papilomavirus para las muestras respectivas
a partir de las colonias que se obtuvieron de la transformacién de las células DH5a. Las colonias
picadas también fueron incubadas en tubos Falcon™ con medio liquido LB con ampicilina a 1 mg/ml
para realizar la extraccion de ADN siguiendo el protocolo de Miniprep/TENS para el cual se
prepararon las soluciones TE y TENS. La solucion TE se prepar6 Tris HClI 10 mM a pH8 y EDTA
ImM; mientras que la solucién TENS se prepar6é con 5 ml de Tris HCI 1M pH8, 12.5 ml de SDS 20
%, 5 ml de NaOH 10N y se afor6 a 50 ml.

Primero se centrifugaron los tubos Falcon™ a 10,000 rpm durante 5 minutos, se desechoé el medio
y se agregaron 50 pl de solucion TE con 0.5 pl de PureLink RNAsa A (Invitrogen) al pellet obtenido,
se agregaron 300 pl de TENS y se mezcl6 hasta deshacer el pellet. Después se agregaron 100 pl

de C;H3;NaO, 3M y se centrifugd por 10 minutos a 13,000 rpm, se recuper6 el sobrenadante en un
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microtubo de 1.5 mly se agregd 1ml de etanol puro y 1 pl de glucégeno para precipitar. Se centrifugo
a 15,000 rpm durante 10 minutos, se decanté el contenido y se realizé un lavado con 500 pl de

etanol al 70 % y se resuspendio el pellet en 40 ul de agua estéril libre de nucleasas.

VI.3.5. Analisis estadisticos

A partir de los datos obtenidos del conteo sobre hoja milimétrica del area tefiida de la laminilla, se
obtuvé la celularidad de cada tipo celular considerado en este estudio, medido en unidades

arbitrarias (UA). La celularidad se calcul6 como se muestra a continuacion:
i n
Celularidad = A

n —nimero de células
A —area tefiida (mm?)

Mediante histogramas de frecuencia se determind la distribucion de los datos sobre cada uno de los
tipos celulares encontrados en el tracto genital de las crias de elefante marino del Norte. Para
calcular la prevalencia de los patégenos analizados en este estudio, al igual que los diferentes tipos
celulares presentados y el grado de displasia-que mostraba cada individuo, se siguié la siguiente

formula:

(n)(100)

Prevalencia = N

n — numero de datos que cumplen con el caracter a evaluar.
N — numero total de individuos evaluados.

Para calcular el error estandar de las prevalencias obtenidas, se utilizé la siguiente férmula:

p(1—p)

Error estandar = m

p — prevalencia.

N — nUimero total de individuos evaluados.
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Posteriormente se realizd la prueba de Chi? para determinar si existian diferencias significativas
entre los datos obtenidos sobre la prevalencia y la celularidad de los tipos celulares encontrados.
Asi mismo, se us6 la prueba de Chi? para investigar la asociacién entre las infecciones por OtHV-1
y papilomavirus en el elefante marino del Norte. También se us6 esta prueba para comparar la
prevalencia de estos patégenos entre el elefante marino del Norte y el lobo marino de California. Los
datos de la prevalencia de las infecciones por ambos patdégenos en lobo marino de California se

obtuvieron del estudio realizado por Barragan-Vargas (2015).

Todos los andlisis fueron realizados en R, version 3.5.2 (R Foundation for Statistical Computing).

VI.3.6. Secuenciacion masiva

VI.3.6.1. Deteccién de ADN bacteriano

Del total de muestras de las cuales se extrajo el ADN, se seleccionaron cuatro muestras de elefante
marino del Norte y dos muestras de lobo marino de California analizadas previamente por Barragan-
Vargas (2015). La deteccion del ADN bacteriano se realiz6 a través de la técnica de PCR, con la
cual se amplific6 un fragmento de las regiones hipervariables V3 y V4 del gen 16SrRNA. Los primers
gue se usaron fueron 341F (CCTACGGGNGGCWGCAG) y 805R (GACTACHVGGGTATCTAATCC)
(Herlemann et al., 2011), que amplifican un producto de 464 pb. Las reacciones de PCR contenian
buffer 10X a una concentracion final por muestra de 1X, dNTPs a 0.2 uM, MgCl, a 1.5 uM, BSA a
0.2 mg/ml, los primers 341F y-80R a 0.42 uM, Taq DNA polimerasa (Invitrogen) a 0.025u/ul, agua
estéril libre de nucleasas y ADN previamente extraido de cada muestra a 2 uM, para obtener un

volumen final de 10 pl por muestra. El programa para la amplificacion del fragmento fue:

94 °C por 3 minutos

30 ciclos
94 °C por 45 segundos
58 °C por 40 segundos
72 °C por 60 segundos

72 °C por 10 minutos

4 °C hasta realizar la electroforesis
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El control positivo que se usé para el andlisis fue ADN obtenido a partir de cultivos bacterianos.
Posteriormente se realizé un gel de agarosa al 1 % tefiido con 3 pl de bromuro de etidio, donde se
cargaron los productos de la PCR, y se corrieron en una camara de electroforesis a 100 volts durante
30 minutos. En cada pozo se cargaron 4 pul del producto de PCR, 2 ul del buffer de carga (5x) y 4 ul
de agua. Se utilizd el marcador de peso molecular de 1 kb Plus DNA Ladder (Invitrogen) para

determinar el tamafio de las bandas obtenidas a partir del PCR.

VI.3.6.2. Andlisis del fragmento 16SrRNA

Una vez confirmada la presencia del gen 16SrRNA, se realiz6 la pirosecuenciacion de las regiones
hipervariables V3V4 mediante la plataforma MiSeq de llumina. Las lecturas se analizaron
inicialmente en la plataforma de Galaxy (usegalaxy.org), donde los adaptadores, primers residuales
del PCR y aquellas secuencias de baja calidad fueron eliminadas. Las secuencias restantes se
filtraron considerando un umbral de calidad de 25 (Galaxy Project), y posteriormente se eliminaron
las quimeras encontradas entre dichas secuencias.-Debido a los parametros de calidad que

mostraban las secuencias se eligio trabajar solo con las secuencias forward y no las pareadas.

Posteriormente se descargaron las secuencias y se procesaron en R (v3.6.0), donde se volvié a
comprobar la calidad de las secuencias y se observo latasa de error de cada base usando el paquete
DADAZ2. Usando el mismo paquete, las secuencias obtenidas fueron alineadas con la base de datos
SILVA (versidén 132) (Quast et al., 2013), para ser agrupadas en ASVs (Amplicon Sequence Variant,
por sus siglas en inglés). Las secuencias se filtraron para identificar aquellos Phyla con mas del 2 %
de abundancia relativa en cada muestra (McMurdie y Holmes, 2013). De igual forma, las secuencias

pertenecientes a células eucariotas, cloroplastos, mitocondrias y arqueas fueron eliminadas.

Para determinar el' microbioma central de las muestras, inicialmente se usé el paquete Microbiome
de R para obtener los datos de la cantidad de ASVs encontrados del 10 % al 100% de las muestras,
y a un umbral de deteccion de 0.002, 0.01 y 0.02. Con los datos anteriores se realizé un modelo de
lineas de tendencia, en el cual se obtuvo un R cuadrado de 0.96 y un valor de p < 0.0001. A partir
de los' datos obtenidos de manera gréafica en el modelo, se realiz6 un heatmap del microbioma
bacteriano central considerando un umbral de deteccion de 0.02 en el 75 % de los individuos (Faust
et al., 2015). Se realizaron analisis de riqueza considerando los indices de diversidad de Simpson y
Shannon. Los gréaficos realizados a partir de los datos obtenidos, se realizaron con el paquete

ggplot2 de R.
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Las secuencias del microbioma genital del humano que se usaron en esta tesis fueron obtenidas a
partir de la base de datos European Nucleotide Archive (ENA) con nimero de acceso:
PRJEB21386 (Virtanen et al., 2017). Estas secuencias fueron procesadas en conjunto con las

secuencias del elefante marino del norte y del lobo marino de California.
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VII.

RESULTADOS

VII.1. Descripcién morfoldgica celular del epitelio genital del elefante marino del Norte

Se caracterizaron nueve tipos celulares en las muestras obtenidas de los frotis del tracto genital de
crias hembras de elefante marino del Norte. Se encontraron células normales, pleomoérficas,
metaplasicas, neutrdéfilos, linfocitos, células coilociticas, de metaplasia atipica, ‘reactivas y
binucleadas. Las células normales presentaban un contorno citoplasmatico y nuclear bien definido,
el tamafio del nucleo era caracteristico al que poseen las células del epitelio escamoso y con una
tincion homogénea (Figura 7A). Las células pleomérficas mostraban una estructura irregular, aunque
los bordes del citoplasma y nucleo estaban bien definidos (Figura 7B). Las células metaplasicas al
igual que las normales, tenian un contorno citoplasmético claro que presentaban elongaciones, el
nacleo era circular, bien definido y su tamafio correspondia al esperado para epitelio escamoso
(Figura 7C).

Figura 7. Imagen al 40X de la tincién de Papanicolaou de los tipos celulares detectados en el
tracto genital de crias hembras de elefante marino del Norte del Archipiélago de San Benito. A
células normales, B células pleomorficas, C células metaplasicas.
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Una de las células del sistema inmune que se encontraron en las muestras son los neutréfilos, los
cuales son células con contorno bien definido. Estos tenian un nucleo alargado y en forma de
herradura o varios nucleos con diferentes morfologias (Figura 8A). También se observaron linfocitos,
los cuales poseian un nucleo hipercromético bien definido, que ocupaba la mayor parte del espacio
celular, lo que provocaba que la cantidad citoplasmatica observada fuera mucho menor a la

esperada (Figura 8B).

Figura 8. Imagen al 40X de la tincion de Papanicolaou de los tipos celulares detectados en el
tracto genital de crias hembras de elefante marino del Norte del Archipiélago de San Benito. A
neutréfilos, B linfocitos.

Las células coilociticas mostraban .un halo transparente alrededor del nucleo, el cual daba la
apariencia de ser comprimido, sin contorno claro y con la cromatina agrupada de forma irregular, lo
que le daba una apariencia rugosa (Figura 9A). Las células de metaplasia atipica carecian de
contorno definido, donde el nacleo era amorfo e hiperpigmentado debido al estado en el que se
encontraba su cromatina (Figura 9B). Las células reactivas mostraban la cromatina distribuida de
forma heterogénea, lo que le daba la apariencia de un nicleo rugoso y con huecos en el interior
(Figura 9C). Las células binucleadas tenian las caracteristicas de una célula normal, aunque

presentaban dos nucleos que se veian redondos y bien definidos (Figura 9D).
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Figura 9. Imagen al 40X de la tincién de Papanicolaou de los tipos celulares detectados en el tracto
genital de crias hembras de elefante marino del Norte del Archipiélago de San Benito. A coilocitos,
B células de metaplasia atipica, C células reactivas, D células binucleadas.

VII.2. Prevalencia e intensidad de los tipos celulares del epitelio genital del elefante

marino del Norte

La prevalencia de células normales, pleomérficas, metaplasicas, neutrdfilos y linfocitos fue del 100
% en todas las muestras (Figura 10). Las células normales tuvieron una celularidad de 57.41 UA, la
cual fue la mas alta de todos los tipos celulares, seguida por 30.12 UA de células pleomorficas y 7.4
UA de neutrdfilos (Figura 11).
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Figura 10. Prevalencia de los tipos celulares detectados en el tracto genital de crias hembras de elefante
marino del Norte del Archipiélago de San Benito. Las barras rojas corresponden a los tipos celulares
relacionados con transformacion pre-cancerigena, mientras que las barras azules son del resto de los tipos

celulares encontrados.

En cuanto a los tipos celulares asociados con transformacion pre-cancerigena, se observo que las
células binucleadas tuvierona mayor prevalencia (52.63 %) y una celularidad de 0.05 UA (Figura
10y 11). Las células de metaplasia atipica tuvieron una prevalencia de 47.37 %, las células reactivas
de 36.84 % y los coilocitos de 26.32 %, por lo que fueron los menos prevalentes en todas las
muestras analizadas (Figura 10). Se encontraron diferencias en la prevalencia de los tipos celulares
pre-cancerigenos (Chi? = 10.014, gl = 3, p = 0.018). La celularidad que mostraron las células
coilociticas fue de 2.28 UA en las muestras en las que estaban presentes, las células reactivas
tuvieron una celularidad de 0.17 UA, mientras que en las células de metaplasia atipica fue de 0.12
UA (Figura 11).
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Figura 11. Intensidad medida en celularidad de los tipos celulares detectados en el tracto genital de crias

hembras de elefante marino del Norte del Archipiélago de San Benito.

VII.3. Prevalencia de displasia genital

El 31.57 % de los individuos mostraron alguin grado de displasia de acuerdo al diagndstico
realizado. El tipo de displasia mas comun fue determinada (ASCUS) y, en menor frecuencia,
displasia leve (LSIL). Ninguno de los individuos presenté displasia moderada o severa (HSIL)
(Cuadro 2).
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Cuadro 2. Prevalencia de displasia en epitelio genital del elefante marino del Norte.

Grado de displasia Prevalencia %
Normal 47.36
Atipia (ASC) 21.05
Indeterminada (ASCUS) 26.31
Leve (LSIL) 5.26
Moderada/Severa (HSIL) 0
Displasia total % 31.57

VIl.4. Prevalencia de agentes infecciosos con potencial oncogénico

Se encontrd ADN viral en las muestras de crias hembra de elefante marino del Norte. El 47.37 % de
los individuos muestreados mostraron-presencia de ADN de OtHV-1, mientras que en el caso de
papilomavirus se encontré una prevalencia de 36.16 % (Figura 12). De acuerdo a los analisis
realizados, no se pudo detectar una correlacion entre la presencia de OtHV-1y papilomavirus en las

muestras analizadas de elefante marino del Norte (Chi2= 0.425, gl = 1, p = 0.514).

Los resultados obtenidos de la prevalencia de los agentes infecciosos en el elefante marino del Norte
fueron comparados con datos previamente reportados por Barragan-Vargas (2015) en crias de lobo
marino de California de la misma colonia reproductiva. Es importante considerar gque en las 30 crias
de lobo marino de California de esta isla no se encontré ninguna infeccién por OtHV-1 (Figura 12),
lo que contrasta con la prevalencia de 43.37 % aqui encontrada (Chi> = 18.844, gl = 1, p =
0.00001419). En cuanto a la presencia de papilomavirus en el lobo marino de California, se reportd
una prevalencia del 12.19 % de las crias (Figura 12) siendo significativamente mayor en el elefante

marino del Norte, lo que mostré una correlacién significativa (Chi?= 13.741, gl = 1, p = 0.0002).
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Figura 12. Prevalencia de ADN viral de OtHV-1 y papilomavirus en el tracto genital de crias
hembras de elefante marino del Norte y lobo marino-de California del Archipiélago de San Benito.
Los datos del lobo marino de California se obtuvieron de Barragan-Vargas (2015).

VII.5. Caracterizacion del microbioma bacteriano genital

Se encontraron 1558 ASVs compartidos entre el lobo marino de California, el elefante marino del
Norte y los humanos, aunque sélo 1460 ASVs forman parte del microbioma bacteriano del tracto
vaginal del elefante marino del Norte. Los Phyla mas representativos fueron Actinobacteria,
Bacteroidetes, Epsilonbacteraeota, Firmicutes, Fusobacteria y Proteobacteria, de los cuales, el mas

abundante fue Firmicutes (25.53 %), seguido por Proteobacteria (15.5 %), y Epsilonbacteraeota el
menos abundante (4.48 %) (ver Figura 13).
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Figura 13. Abundancia de los Phyla del microbioma bacteriano.del tracto genital del elefante
marino del Norte, del lobo marino de California del Archipiélago de San Benito y del humano.

Las clases bacterianas mas abundantes.en el epitelio cervical del elefante marino del Norte, del lobo

marino de California del Archipiélago San Benito y del

humano fueron Actinobacteria,

Alphaproteobacteria, Bacilli, Bacteroidia, Campylobacteria, Clostridia, Coriobacteria, Fusobacteria,

Gammaproteobacteria y Negativicutes. Los mas abundantes fueron Bacilli (21.44 %), Bacteroidia

(11.69 %) y Clostridia (19:25 %), mientras que la clase menos abundante fue Campylobacteria (4.48

%) (Figura 14).
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Figura 14. Abundancia de las clases del microbioma bacteriano del tracto genital del elefante
marino del Norte, del lobo marino de California del Archipiélago de San Benito y del humano.
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La diversidad promedio de especies en las muestras analizadas fue 265.4 (rango: 79-675) (Figura
15.A). El indice de Shannon fue de 3.61 (rango: 1.96-4.42) (Figura 15.B). En general el indice de
Simpson fue mayor de 0.8 para el elefante marino del Norte, y la menor diversidad encontrada fue

de 0.66 para una muestra de lobo marino de California (Figura 15C).
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Figura 15. Diversidad del microbioma bacteriano del tracto genital del elefante marino del Norte, del lobo
marino de California del Archipiélago de San Benito y del humano. A. diversidad observada, B. indice de

Shannon, C. indice de Simpson.

Las curvas reflejan una tendencia en la que, a mayor prevalencia, la abundancia de los ASVs
disminuye. De igual forma, se observa que cuando el umbral de deteccién que se considere para el
analisis es menor, la deteccién de ASVs en las muestras analizadas se incrementa paulatinamente
(Figura 16).

A un umbral de deteccion de 0.02, al menos el 75 % de los individuos compartieron 53 ASVs. En la
figura 17 se. puede observar que las familias que presentan mayor abundancia fueron

Leptotrichiaceae, Dysgonomonadacear, Moraxellaceae y Veillonellaceae.
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Figura 16. Tendencia de los ASVs gue conforman el microbioma bacteriano central del tracto genital del

elefante marino del Norte del Archipiélago de San Benito.

Parphyromonadaceae =
Family_X| -
unclassified =
Bacteroidaceae -~
Campylobacteraceae =
Family_XI -
Ruminococcaceae =
Prevotellaceae -
Family_XI =
Porphyromonadaceae -
Neisseriaceae =
Family_XI -

Family_XI =
Actinomycetaceae -
Ruminococcaceae =
Pasteurellaceae -
Family_XI=
Corynebacteriaceae -
Moraxellaceae =
Ruminococcaceae -
unclassified =
Family_X1-
Moraxellaceae =
Family_XI-

Family_XI =
Moraxellaceae -
Actinomycetaceae =
Family_X1-
Propionibacteriaceae =
Moraxellaceae ~
Family_XI=
Ruminococeaceae -
Family_XI=

Family_X| -

Abundance

0.0625000000
0.0156250000
0.0039062500
0.0009765625
0.0002441406

Family

Iy_Xl=

Moraxellaceae =
unclassified =
Lachnospiraceae -
Moraxellaceae =
Peptastreptococcaceae -
Family_XIIl =
Fusobacteriaceae =
Fusobacteriaceae =
Ruminococcaceae =
Actinomycetaceae -
Dysgonomonadaceae =
Moraxellaceae =
Defluviitaleaceae =
Veillonellaceae -

i Xl
Leptotrichiacéae -
Marinifilaceae =

unclassified = . q 0 T
= = = =
o ) I o
N ) ) =
» w ® 5
Sample

Figura 17. Heatmap de las familias que integran el microbioma bacteriano central del tracto genital del
elefante marino del Norte del Archipiélago de San Benito.



En el cuadro 3, el desglose completo de la clasificacion taxonémica de las bacterias que conforman

el bacterioma central del elefante marino del Norte, donde los Firmicutes fueron el mas

representativo dentro de las comunidades bacterianas, seguido por Bacteroidetes y Proteobacteria.

Cuadro 3. Clasificacion taxonémica del microbioma bacteriano central del tracto genital del elefante marino

del Norte del Archipiélago de San Benito.

Phylum

Clase

Orden

Familia

Género

Actinobacteria

Actinobacteria

Actinomycetales

Actinomycetaceae

Actinomyces

Arcanobacterium

Mobiluncus

Corynebacteriales

unclassified

unclassified

Corynebacteriales

Corynebacteriaceae

Corynebacterium_1

Propionibacteriales

Propionibacteriaceae

Cutibacterium

Bacteroidetes Bacteroidia Bacteroidales Bacteroidaceae Bacteroides
Dysgonomonadacea unclassified
e
Marinifilaceae Odoribacter
Porphyromonadacea Porphyromonas
e
Porphyromonadacea Porphyromonas
e
Prevotellaceae Prevotella
unclassified unclassified
unclassified unclassified
Epsilonbacterae = Campylobacteria Campylobacterales Campylobacteraceae Campylobacter
ota
Firmicutes Clostridia Clostridiales Defluviitaleaceae Defluviitaleaceae_UC

G-011
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Cuadro 4 (Continuacién). Clasificacion taxonémica del microbioma bacteriano central del tracto genital del

elefante marino del Norte del Archipiélago de San Benito.

Phylum Clase Orden

Familia

Género

Firmicutes Clostridia Clostridiales

Family_XI

Anaerococcus

Ezakiella

Ezakiella

Helcococcus

Helcococcus

Parvimonas

Peptoniphilus

Peptoniphilus

Peptoniphilus

unclassified

unclassified

unclassified

unclassified

W5053

W5053

Family Xl

Anaerovorax

Lachnospiraceae

unclassified

Peptostreptococcace

ae

Peptostreptococcus

Ruminococcaceae

Fastidiosipila

Fastidiosipila

Ruminococcaceae_U

CG-014
unclassified
unclassified

unclassified unclassified
Negativicutes Selenomonadales Veillonellaceae unclassified

Fusobacteriaceae

Fusobacterium

Fusobacteria Fusobacteriia Fusobacteriales Fusobacteriaceae Fusobacterium
Leptotrichiaceae Oceanivirga
Betaproteobacteriale
s Neisseriaceae unclassified
Pasteurellales Pasteurellaceae unclassified
Psychrobacter
. Gammaproteobacte Psychrobacter
Proteobacteria .
ria Psychrobacter
Pseudomonadales Moraxellaceae Psychrobacter
Psychrobacter

Acinetobacter

Psychrobacter
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VIII.

DISCUSION

Los diferentes tipos celulares que se encontraron en el tracto genital de crias hembras de elefante
marino del Norte son iguales a los que se toman en cuenta para diagnosticar displasia del tracto
cervical en humanos (Botella, 1997). Con esta misma aproximacion, el estudio realizado por
Barragan-Vargas en el 2013 mostré que el epitelio vaginal del lobo marino de California también
presenta células normales, pleomorficas, de metaplasia, y los tipos celulares considerados como
pre-cancerigenos, como coilocitos, células reactivas, de metaplasia atipica y binucleares. En
conjunto, los resultados de ambos estudios podrian ser un reflejo de una tendencia de los mamiferos
a desarrollar tipos celulares pre-cancerigenos en etapas tempranas del desarrollo. Sin'embargo, es
importante destacar que existen diversos mecanismos para reparar y revertir el-dafio celular, lo que

lleva a retomar la homeostasis del individuo (Yulin et al., 2012; Smetana et al., 2013).

El elefante marino del Norte mostré una prevalencia moderada de displasia en el epitelio genital de
las crias, y en aguellos casos en los que ocurrid, lo mas comun fue la presencia de ASCUS (26.31
%), mientras que solo el 5.26 % de los individuos tuvieron-displasia LSIL. Ademas, no se observo
ningln caso de HSIL, y si bien la prevalencia delos tipos celulares determinados como pre-
cancerigenos fue de mas del 20 % para cada morfotipo, es necesario tomar en cuenta que la
intensidad en el caso de estas células pre-cancerigenas fue muy baja. Estos datos podrian ser un

indicador de que la especie tiene una baja predisposicion a desarrollar cancer.

De acuerdo con los estudios realizados en el lobo marino de California, donde también se han
encontrado crias con transformacién pre-cancerigena (Barragan-Vargas, 2013), la prevalencia de
los tipos celulares asociados al desarrollo de displasia es menor que la encontrada en el elefante
marino del Norte (Barragan-Vargas, 2013). Sin embargo, cuando se compard la intensidad o
celularidad de estos fenotipos celulares entre ambas especies, fue mayor en el lobo marino de
California. Por lo-anterior, y fortaleciendo la idea propuesta anteriormente, parece que el elefante
marino del Norte es capaz de contrarrestar la transformacién pre-cancerigena de forma mas eficiente
gue el lobo'marino de California, en quien ocurren frecuentemente tumores cervicales en individuos

adultos (Gulland et al., 1996), lo que no se ha reportado en el elefante marino del Norte.

Tal como se menciond previamente, entre los tipos celulares que se observaron y clasificaron, se
encuentran aquellos que se caracterizan por estar asociados con transformacion pre-cancerigena,
como lo son las células binucleadas (Nayar y Wilbur, 2015). Incluso se ha visto que existe una
relacion entre este tipo celular y la presencia de patdgenos como Candida spp. (Safi Oz et al., 2015),
a la cual también se le ha atribuido el riesgo de inducir el desarrollo de CCU en el humano (Kalantari
et al., 2014). De hecho, la presencia de células binucleadas en muestras citologicas cervicales se

ha considerado un buen indicador de la transformacion pre cancerigena asociada a virus, en
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especial cuando esta se observa en conjunto con la presencia de coilocitos, ya que las células
binucleadas también pueden aparecer a partir de la infeccién por VPH (Oliveira et al., 2018; Washiya
etal., 2013).

De igual forma, las células reactivas y de metapasia atipica se encuentran estrechamente ligadas a
la deteccion de transformacion pre-cancerigena (Gupta et al., 2019), en especial si estas se
encuentran en gran abundancia y a la par de los otros dos tipos celulares caracteristicos de la

transformacion anormal del epitelio del tracto cervical (Alanbay et al., 2017; Nayar y Wilbur, 2015).

Las células coilociticas ademas de estar asociadas a la transformacién pre-cancerigena de los
epitelios, se han relacionado con infecciones por papilomavirus desde 1977 (zur Hausen, 1977). Por
ello, la presencia de células coilociticas en el epitelio de las crias de elefante marino del Norte,
aunada a la infeccion por papilomavirus, es interesante. Sin embargo, la presencia de estas células
en el tejido puede ser transitoria, de acuerdo a la severidad de las lesiones presentadas en los
individuos y a la abundancia de otras células pre-cancerigenas detectadas en la citologia (Krause y
Butler, 2019). También se debe considerar que la intensidad con la que se presentan las células
coilociticas fue menor que la reportada para el lobo marino de California, por lo que es pausible que
los mecanismos de reparacién celular sean mas eficientes en esta especie para revertir este tipo de
transformacion celular y eliminar la infeccion. Este fenOmeno estd bien documentado para el
humano, donde en un periodo aproximado de 18 meses puede revertir el dafio, en especial cuando
la infeccién se dio por una cepa de VPH de bajo riesgo (Groves y Coleman, 2015; Navarro Santana
et al., 2018), ya que no todas las cepas inducen la aparicion de tumores malignos (Nayar y Wilbur,
2015).

Como se ha mencionado, el'papilomavirus puede llevar al desarrollo de tumores cancerigenos; esto
se ha reportado en el lobo marino de California (Barragdn-Vargas, 2015), y ahora se ve una
tendencia similar.en el elefante marino del Norte, con una prevalencia de 66.67 %, mientras que en
el lobo marino de California es de 12.19 % (Barragan-Vargas, 2015). Si bien, el elefante marino del
Norte presenta un mayor niumero de individuos infectados, es necesario considerar que hasta ahora,
no se han reportado adultos con tumores en el tracto cervical en esta especie. Es posible que la
cepa de papilomavirus que fue detectada en el epitelio de las crias de elefante marino sea de bajo
riesgo, ya que a pesar de que se detect6 ADN del patégeno en las muestras analizadas, y se
encontraron coilocitos, ningun individuo tenia una displasia severa y no se ha reportado ninguna

neoplasia genital en adultos de esta especie.
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Encontrar papilomavirus en el elefante marino del Norte es algo que no se habia reportado
anteriormente. Sin embargo, en otras especies de mamiferos marinos si se ha encontrado evidencia
de infeccion y existen estudios donde asocian la infeccién por papilomavirus al desarrollo de tumores
y verrugas genitales en cachalote (Physeter macrocephalus), delfin nariz de botella (Tursiops
truncatus) y marsopa comun (Phocoena phocoena) (Lambertsen et al., 1987; Van Bressem et al.,
1999; Rector et al., 2008). Las infecciones por herpesvirus también son comunes en mamiferos
marinos (Newman y Smith, 2006). En focidos, uno de los mas estudiados es el herpesvirus de
fécidos tipo 1 (PHHV-1), el cual se aisldé en tejido respiratorio de foca de puerto, Phoca vitulina
(Osterhaus et al., 1985), y posteriormente se encontrd que también podia colonizar la mucosa genital
(Goldstein et al., 2005; Roth et al., 2013), lo que concuerda con el hallazgo de herpesvirus en el

tracto genital de las crias de elefante marino del Norte analizadas en esta tesis.

En el caso de OtHV-1, su prevalencia en el tejido cervical de las crias de elefante marino del Norte
fue de 47.37 %. Esto contrasta con lo encontrado para crias de lobo marino de California, en la
misma colonia reproductiva, ya que no presenta infeccidén por este patégeno (Barragan-Vargas,
2015). En general, el desarrollo de CUG en lobo marino.de California ha sido asociado a la presencia
de OtHV-1 (Lipscomb et al., 2000; King et al., 2002).. Sin embargo, la ausencia de OtHV-1 en
individuos que presentan transformacion celular pre-cancerigena sugiere que este no es el Gnico
agente asociado a la aparicién de CUG. Por lo tanto, con base en los resultados observados aqui,
es probable que la infeccion por OtHV-1 en crias de elefante marino del Norte no implica
necesariamente un riesgo para el desarrollo de tumores pre-cancerigenos, y puede no estar

relacionado con la transformacion.celular en este organismo.

Debido a la historia de vida de este tipo de animales, caracterizada por una dependencia absoluta
en la leche materna durante 28 dias después del hacimiento, un destete abrupto y un ayuno durante
dos meses en los que no se adentran al mar (Costa et al.,, 1986; Habran et al., 2010), las crias
neonatas reflejan en buena medida la salud de sus madres. Por esto, es probable que las infecciones
de papilomavirus y OtHV-1 se estén dando mediante transmision vertical, a diferencia de lo que se
ha propuesto para el lobo marino de California, donde se propone que la mayor parte de las
infecciones son horizontales, durante el coito, y pocas infecciones son detectadas en crias
(Goldstein et al., 2004; Buckles et al., 2007). Estudios en humanos han demostrado la transmisién
vertical de agentes virales, entre ellos herpes simplex (Berger y Doerr, 2018; Bhatta et al., 2018); de
igual forma se ha descrito la transmision de PHHV-1 en foca de puerto a crias nacidas
prematuramente (Goldstein et al., 2004), por lo que es probable que este fendmeno ocurra
frecuentemente en el elefante marino del Norte, y pone en duda su papel definitivo como agente
causal del carcinoma urogenital, ya que implicaria que la mayor parte de las hembras adultas
estarian infectadas, y a la fecha no se han reportado casos de CUG en esta especie. Se debe tomar
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en cuenta que este estudio fue realizado en crias, por lo que este trabajo explora el estado del
epitelio celular de individuos que adn no han madurado sexualmente. Al encontrar este tipo de
transformacién en el epitelio vaginal de crias y la presencia de virus oncogénicos se podria pensar
gue el elefante marino del Norte es un organismo propenso a desarrollar cancer, no obstante, no
hay reportes de CUG en adultos de esta especie. Por ello se sugiere que este organismo tiene alta
tolerancia a la transformacion celular, ya que a pesar de que las crias pueden tener tipos celulares
asociados al desarrollo de displasia, son capaces de evitar la aparicion de tumores en su etapa

adulta.

El desarrollo y la progresion de la transformacion cancerigena esta estrechamente ligada a la
inflamacién del tejido, ya que es una de las principales caracteristicas durante la invasion y la
metastasis de los tumores (Zheng et al., 2016; Zhu et al., 2018). Al conocer la abundancia de
neutréfilos y linfocitos presentes en muestras citoldgicas de pacientes sanos, es posible hacer
predicciones del estado de salud del individuo (Lee et al., 2012; Zhu et al., 2018). Como primera
aproximacion de la abundancia de células del sistema inmune en la mucosa genital de crias de
elefante marino del Norte, se observé que los linfocitos presentan una baja intensidad (0.86 UA),
mientras que los neutréfilos eran ligeramente mas abundantes (7.41 UA). Estos conteos son
menores a los reportados en el lobo marino de California de la misma colonia reproductiva
(Barragan-Vargas et al., 2016), y sugiere que la inflamacion del tejido cervical es baja en las crias
de elefante marino del Norte a esta edad. También es posible que el elefante marino del Norte
presente cierta inmunotolerancia al establecimiento de ciertos patdgenos en el epitelio genital, y que,
en consecuencia, la ausencia de inflamacion constante reduce el riesgo de transformacion celular

pre-cancerigena (Rosin et al., 1994; Zheng et al., 2016; Zhu et al., 2018).

De acuerdo a los resultados observados, las comunidades microbianas del epitelio cervical del
elefante marino del Norte'son muy parecidas a la del humano, quienes a pesar de no compartir los
mismos habitos ni el ambiente, al ser de la Clase Mamifera comparten parte de su historia evolutiva
(Ley et al., 2008; Nelson et al., 2013). En cuanto a las comunidades microbianas encontradas en el
lobo marino: de California, es probable que esos individuos estuvieran sufriendo un proceso
infeccioso donde ocurriera una disbiosis de las comunidades bacterianas, debido a que los Phyla
mas abundantes fueron Fusobacteria y Proteobacteria, los cuales incluyen algunas de las principales
bacterias patdégenas del tracto genital, tales como Sneathia spp. en el caso de Fusobacterium
(Brennan y Garrett, 2019), o E. coli y Neisseria gonorrhoeae en el caso de Proteobacteria (Mendling,
2016; Donders et al., 2017; Tsevat et al., 2017; Quillin y Seifert, 2018).

61



El microbioma bacteriano del elefante marino del Norte se conformd principalmente por bacterias
del filo Firmicutes, las cuales, de acuerdo a estudios realizados en humanos, son caracteristicas de
un epitelio vaginal sano (Motevaseli et al., 2013; Brotman et al., 2014a, 2014b). Por otro lado, la
clase mas abundante fue la de Bacilli, la cual incluye bacterias del género Lactobacillus, los cuales
también forman parte del microbioma bacteriano genital normal (Motevaseli et al., 2013; Carda-
Diéguez et al., 2019). La clase Bacteroidia es caracteristica principalmente del tracto gastrointestinal,

aungue se ha encontrado en el fondo marino (Brothers et al., 2018; Wang et al., 2018).

De acuerdo a los indices de diversidad de Shannon y Simpson, el epitelio genital del elefante marino
del Norte fue muy diverso. En todas las muestras analizadas, s6lo dos muestras (una de lobo marino
de California y otra de humano) mostraron una diversidad baja, lo que coincide con lo observado en
las graficas de abundancia de los Phyla y las clases bacterianas. Entre las familias mas abundantes
gue conforman el microbioma central del elefante marino del norte, se encuentra Veillonellaceae, la
cual se ha encontrado en muestras de piel y del epitelio genital de humanos (Marchandin et al.,
2010). De igual forma, la familia Moraxellaceae también ha sido.vinculada con la colonizacién del
tracto vaginal (Harmsen et al., 2001). La familia Leptotrichiaceae coloniza las mucosas, entre ellas,
las mucosas del epitelio genital, ademas se ha encontrado en la piel de animales marinos (Eisenberg
et al., 2016a, 2016b; Gonzalez-Martinez et al., 2018). Evidentemente, la caracterizacién del
bacterioma fue una primera aproximacion al entendimiento de los simbiontes no antagonistas que
colonizan el epitelio genital de esta especie. Se requeriran estudios futuros que amplien el nimero

de muestras e incluir animales de otras clases etarias para tener mas completo este entendimiento.
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IX.

CONCLUSIONES

Este es el primer estudio que investiga la presencia de agentes pro-oncogénicos, la frecuencia de
transformacion pre-cancerigenay la conformacién del microbioma bacteriano del epitelio cervical en
animales de vida libre, en este caso, en el elefante marino del Norte. Por ello, esta tesis genera
conocimiento importante para futuras investigaciones relacionadas con la salud del epitelio cervical
de animales de vida libre, y en general, la salud de centinelas ambientales que reflejan el estado del

ecosistema en el que se encuentran.

Se encontrd transformacion pre-cancerigena leve en las crias de elefante marino del Norte. Aunque
este proceso atipico se vio en mas del 30 % de los individuos analizados, ninguno mostré displasia
de HSIL, lo que indica que sus mecanismos de oncovigilancia son capaces de detener la progresiéon
de la transformacidn celular, y revertirla, y se propone que es por ello que no parecen ocurrir tumores
malignos del epitelio genital en los adultos de esta especie, como ocurre en otras especies de

pinnipedos.

Los dos virus oncogénicos fueron detectados molecularmente en un nimero alto de las muestras
de epitelio cervical del elefante marino del Norte. Sin embargo, no todas las muestras que
presentaban infeccion por alguno de estos virus presentaban evidencia de transformacion pre-
cancerigena, por lo que es posible que exista un-mecanismo de tolerancia a la infeccion por estos
virus, 0 a que el papel oncogénico de estos virus sea menor al que se ha considerado. Por otro lado,
se debe considerar que las crias analizadas son un reflejo del estado de salud de sus madres debido
a la transmisién vertical de estos patégenos, aunque de igual manera el sistema inmune de este

organismo es capaz de detener la progresion de la transformacion celular.

En cuanto a las comunidades bacterianas del tracto genital del elefante marino de Norte, se
componen principalmente por microorganismos del Phylum de los Firmicutes, en especial del género
Lactobacillus; lo cual es esperado para este tipo de mucosas. Ademas, hay evidencia de la presencia
de microorganismos marinos, lo que concuerda con el ambiente en el que se desarrollan estos
animales. No se encontré evidencia de que las comunidades bacterianas sean alteradas cuando hay
infeccion por papilomavirus o por OtHV-1, probablemente debido a que la intensidad de la infeccion
no ha llegado a provocar una disbiosis en este epitelio. Sin embargo, para determinar esto, sera

necesario ampliar el nimero de muestras.
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