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Resumen

El elefante marino del Norte (Mirounga angustirostris), es una especie de la familia
phocidae que ha sido un modelo Unico entre mamiferos en términos del dimorfismo sexual
extremo que despliega en la etapa adulta. Incluso en la etapa neonatal, hay un dimorfismo
sexual en la diversidad del bacterioma entérico. En conjunto, estas diferencias reflejan las
historias de vida entre machos y hembras. Dadas esas historias de vida y el contexto
ecosistémico en el que ha evolucionado la especie resulta interesante entender las
dindmicas moleculares que llevan a tales dimorfismos en funcién del ambiente y su
ontogenia. En esta tesis se analizaron los datos morfométricos, sanguineos 'y de expresion
génica asociada a TLR4, un gen importante para el reconocimiento de bacterias Gram
negativas y la inmunomodulacién. Entre inicios de febrero y finales de marzo del 2019, en
el Archipiélago de San Benito, Baja California, se colectaron 30 -muestras de mucosas
entéricas y sanguineas de crias de elefante marino del Norte y se re-muestrearon a lo largo
del destete temprano. Se corrobord el patron de ayuno asociado a medidas morfométricas
y la variacidn en los conteos sanguineos acorde a lo reportado en afios anteriores. Ademas,
fue explorado el patréon de la expresidn del gen TLR4 entre sexos. Se encontrd que las
hembras sobre expresan este gen en comparacién con los machos, pero solamente durante
el destete tardio (Prueba Wilcoxon, W = 54, p = 0.0152). Esto podria significar que las
hembras incrementan la expresidon del gen TLR4 en el destete tardio dada la modulacion de
su microbiota, aunado al factor esteroidal y su historia de vida. Por ultimo, se modeld la
dinamica del receptor TLR4 en un sistema de ecuaciones diferenciales para comprender
bajo un contexto hipotético la localizacidon espacial del receptor dentro de una célula.
Acorde a los datos de expresion, se logro la estabilidad del modelo, lo que indica que la
dindmica del receptor en las células entéricas de crias de elefante marino presenta una
actividad intermedia 0 moderada, entre la membrana plasmatica y el espacio intracelular.
Este es el primer estudio que aborda el entendimiento del sistema de inmunotolerancia
entérico del elefante marino del Norte desde la perspectiva del receptor TLR4.

Palabras clave: Dimorfismo sexual, elefante marino del Norte, ontogenética, Mirounga
angustirostris, morfometria, tolerancia inmune.



Abstract

The Northern Elephant Seal (Mirounga angustirostris) is a unique phocid in terms of its
marked sexual dimorphism. Given its life history and the ecosystem in which it has evolved,
it is interesting to understand the molecular dynamics of sexual dimorphism, according to
the environment and its ontogenetic patterns. This thesis analyzes morphometric data,
blood counts and relative transcriptional level of TLR4, a gene important for recognizing
Gram-negative bacteria and immunomodulation. Enteric and blood samples were collected
from 30 pups that were resampled along their early weaning in the San Benito islands, Baja
California between early February and the end of March in 2019. Differences in
morphometric measurements and variation in blood parameters were examined according
to the fasting stage and compared to what was reported previously. Inter-sexual differences
in the expression of the TLR4 gene were also examined. Female elephant seals
overexpressed this gene compared to males, but only in late weaning (Wilcoxon Test, W =
54, p-value = 0.0152). This could mean that the females overexpress the TLR4 gene in late
weaning given the modulation of their microbiota together with the steroidal factor and life
history. Finally, the dynamics of the TLR4 receptor were modelled using differential
equations to understand, under a hypothetical context, the spatial location of the receptor
within a cell. According to the data on transcription levels, we obtained a stable spiral point,
which indicates that the receptor dynamics in the enteric cells of sea elephant pups has an
intermediate or moderate activity and is mostly located between the plasma membrane
and the intracellular space. This is the first study to seeks to understand the role of the
immune tolerance in the enteric epithelium of the north elephant seal by the TLR4
perspective.

Key words: Sexual dimorphism, ontogenetic, Mirounga angustirostris, morphometry,
Northern elephant seal, immune tolerance
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INTRODUCCION

Desde la etapa fetal, los mamiferos placentados interactian con microorganismos (Rautava
et al., 2012, Paraget al., 2017, Westrom et al., 2020). Durante todo el proceso de gestacién
hasta el nacimiento y desarrollo temprano, el sistema inmune se encarga de mantener en
equilibrio la interaccion del hospedero con la microbiota (Rodriguez et al., 2015, Westrom
et al.,, 2020), es decir, con los integrantes de las comunidades de microorganismos
comensales que habitan en los epitelios, como la piel, los intestinos y el aparato urinario

Uno de los procesos fundamentales para que ocurra el establecimiento de la
microbiota es la comunicacidon bidireccional molecular (CBM), ya que es la sucesion
adecuada de multiples vias de sefializaciéon lo que conduce-al desarrollo de tolerancia
entérica, y por ende a un fenotipo inmune funcional y homeostasis (Hornef et al., 2014,
Barko et al., 2018). Estas cascadas de senalizacidon especificas, paraddjicamente, son las
mismas que son activadas por las moléculas asociadas al dafo tisulary que generan estados
pro-inflamatorios (Swiatczak et al., 2015).

La ontogenia de la CBM requiere de patrones moleculares asociados a los
microorganismos colonizadores, y receptores de reconocimiento de esos patrones (PRR)
(Weng et al.,, 2013). En conjunto, los receptores determinan quienes se integraran al
microbioma mediante procesos dindmicos de seleccidon negativa y positiva hacia los
microorganismos con los que tiene contacto el neonato (Weng et al., 2013, Swiatczak et al.,
2015). La seleccion positiva involucra procesos de tolerancia, en los cuales los efectores
involucrados deben reconocer patrones moleculares asociados a los microorganismos
(PAMPs) sin eliminarlos, como ocurre durante las respuestas inmunes de resistencia. Con
base en las interacciones del hospedero neonato con los microorganismos comensales, la
inmunomodulaciéon entérica en etapas tempranas y tardias del desarrollo puede ser
desregulada, llevando a problemas de salud. Incluso, diversas patologias crénicas o
enfermedades autoinmunes en el humano se generan por la desregulacién de la microbiota
(Marchesietal., 2015, Yang et al., 2015, Li et al., 2018). Algunos ejemplos son la enfermedad
intestinal inflamatoria (IBD), la enfermedad de Crohn (CD), la colitis ulcerativa (UC), la

enterocolitis necrosante (NEC), entre muchas otras (Marchesi et al., 2015).



Es parsimonioso pensar que los mismos procesos de regulacidn ocurren en
poblaciones silvestres; sin embargo, a diferencia de lo que se sabe para el humano o
modelos animales de laboratorio, el conocimiento acerca de la ontogenia inmune entérica
neonatal en animales silvestres es escaso.

Resulta interesante contemplar los procesos de inmunotolerancia de especies
silvestres sexualmente dimérficas en el contexto de historia de vida. Esto es porque se sabe
que existen diferencias en la inversion de recursos energéticos entre sexos para algunas
especies (Klein y Flanagan , 2016), pero poco se ha examinado si dicho dimorfismo puede
observarse incluso a nivel de la inmunotolerancia relacionada con el establecimiento de la
microbiota. Algunas especies, como el elefante marino del Norte, Mirounga angustirostris,
al alcanzar la madurez reproductiva exhibe diferencias marcadas en el tamafio, caracteres
sexuales secundarios y comportamiento entre machos.y hembras. Este dimorfismo se
explica por una seleccion sexual, y requiere de una inversiéon diferencial de recursos
energéticos y nutricionales entre sexos (Dubost, 2016; Lewis et al., 2006, Le Bouf et al.,
1993). La inversion diferencial de recursos impacta el crecimiento y estrategias de vida,
incluyendo sus efectores inmunes, como estrategia para maximizar su éxito reproductivo y
supervivencia (Tobias et al., 2012, Lyon et al., 2012, Le Bouf et al., 1993).

El dimorfismo sexual puede ser observable incluso en etapas tempranas del
desarrollo. Por ejemplo, en crias de elefante marino del Norte recién destetadas, cuando
aun no hay diferencias en el tamaino, peso ni forma entre sexos, la capacidad sérica de
inhibir el crecimiento bacteriano de Escherichia coli es mayor en las hembras que en los
machos (Morales-Durdn, 2018). Ademas, recientemente se demostrd que al momento del
destete la diversidad del microbioma entérico de esta especie es igual entre machos y
hembras, pero al final del periodo neonatal es mas diverso en los machos (Stoffel et al.,
2020). Resulta interesante, ya que, al estar en una etapa de destete, la diferencia no puede
deberse a variaciones en la dieta, y tampoco se ha observado una inversidn diferencial de
recursos maternos durante la lactancia en los fécidos (Hall et al., 2003). A partir de esa

investigacion se planted la hipdtesis de que el dimorfismo temprano en la microbiota



entérica del elefante marino del Norte se debe a una mayor tolerancia inmune de los
machos en la etapa del destete.

La presente tesis propone analizar la expresion relativa del receptor Toll 4 (TLR4), un
elemento central en el establecimiento de la microbiota entérica en crias de elefante de
marino (Beutler et al., 2000, Kumar et al., 2009). Este receptor reconoce al lipopolisacarido
de la membrana de bacterias Gram negativas y define una respuesta, ya sea pro o anti-
inflamatorias (Beutler et al., 2000, Gay et al., 2006). El objetivo de esta tesis fue evaluar la
expresion del receptor TLR4 en el epitelio entérico de crias de elefante marino del Norte
para definir si hay un dimorfismo sexual en los niveles de expresién genética conforme al

desarrollo neonatal.



RESUMEN GRAFICO DE LA TESIS

Tolerancia inmune. entérica modulada por el receptor tipo Toll 4 e IL-10 ante
lipopolisacéaridos (LPS) de bacterias gram negativas y acidos grasos libres (FFA) propios del
metabolismo y dieta de Mirounga angustirostris. El esquema denota tres estados de ayuno
post-destete, relevantes para el presente estudio. T1 indica el tiempo del primer muestreo,
al dia.uno de terminar la lactancia. T2 indica el segundo muestreo a los 15 dias post-destete.
T3 indica el ultimo muestreo a los 30 dias post-destete. La fotografia fue tomada en el

periodo de muestreo en el Archipiélago de San Benito, Baja California Norte.



ANTECEDENTES

Perspectiva global del sistema inmune de tolerancia

El sistema inmune de tolerancia, se define como un proceso biolégico-molecular encargado
de modular la respuesta inmune ante el reconocimiento de antigenos propios y externos.
Se trata de una red de comunicacidn celular basada tanto en la inmunidad innata como
adaptativa. La premisa inicial de su accidon es proteger al organismo de la inflamacidn
cronica, enfermedades autoinmunes, alergias y proliferacién celular descontrolada (Abbas
et al., 2015, Owen et al., 2013, Schwartz et al., 2012, Khailaie et al., 2013). Ademas, tiene
un papel fundamental en el establecimiento de la microbiota (Zhao & Elson, 2018; Ahern &
Maloy 2020).

La inmunotolerancia se basa en efectores del sistema inmune altamente regulados
gue brindan una respuesta polarizada dentro de un intervalo homeostatico. Existen varios
modelos matematicos que intentan explicar las vias de regulacion del sistema inmune de
tolerancia (Eftimie et al., 2016, Khailaie et al., 2013). La ventaja de un acercamiento
matematico es que permite entender como se desenvuelven multiples variables dentro de
un sistema complejo, sin depender en su totalidad de resultados o datos puramente
empiricos. Actualmente, el GenBank del Centro Nacional de Informacién Biotecnoldgica
(NCBI, por sus siglas en inglés; https://www.ncbi.nlm.nih.gov) cuenta con cientos de miles
de genomas anotados, y este nimero crece rapidamente (Sayers et al., 2019). Los articulos
con informaciéon experimental van en aumento a una tasa de velocidad mucho mas alta que
aquellos articulos que involucran un modelo matematico (Eftimie et al., 2016).

Los modelos matemadticos de la inmunologia tedrica surgieron en la década de los
60’s y han evolucionado hasta nuestros dias explicando multiples procesos de interaccién
entre efectores inmunes, como la transduccién de sefales, variabilidad genética,
transcripcion de multiples RNA, traduccion y postraduccion proteica, entre otros (Louzoun,

2007, Eftimie et al., 2016). Las vias de sefalizacion celular de las respuestas inmunes son


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/

amplias, en general, y la respuesta inmune de tolerancia puede comprenderse con cuatro
vias (Fig. 1). Para entender mejor la tolerancia a antigenos foraneos se dedicara una seccidn
para abordar los mecanismos principales tanto innatos como adaptativos que participan en
estas respuestas, y posteriormente se abordard en otra seccion al sistema inmune de

tolerancia bajo el contexto de una perspectiva matematica.

SISTEMA DE
TOLERANCIA
INMUNE

Antigeno propia

.~ Antigeno propio
, alterado

Antigeno comensal

Antigeno externo
patdgeno

Figura 1.- Tolerancia inmune (Figura modificada de Khailaie et al., 2013). En el
diagrama se muestran los diferentes tipos de antigenos a los que un hospedero se

encuentra expuesto.

El primer caso es una respuesta hacia células propias del organismo, se basa en el
reconocimiento de DAMPs y la maduracién adecuada del repertorio linfoide necesario para
evitar enfermedades autoinmunes y alergias. El segundo panorama es el reconocimiento
de células propias alteradas que pueden desencadenar la proliferacién maligna. El tercero
consiste en el reconocimiento de la microbiota comensal que ha co-evolucionado bajo una
configuracion mutualista-comensal. El Ultimo caso de tolerancia se trata de microbios que
no pertenecen al organismo y deben activar vias de sefializacién asociadas a patégenos. El
organismo también genera tolerancia inmune ante dichos disturbios mediante puntos de

retroalimentacién negativa para contrarrestar efectos pro-inflamatorios exacerbados.



Existen cuatro tipos de tolerancia inmune (Fig. 1). El primer tipo de tolerancia es el que
deriva en el reconocimiento del antigeno propio. Esto ocurre durante las primeras semanas
del desarrollo en mamiferos, especificamente en el timo, médula dsea y érganos linfoides
generadores (Abbas et al., 2015, Gilbert et al., 2015). En estos sitios, precursores linfoides
originados por células madre hematopoyéticas empiezan a diferenciarse en linfocitos
maduros debido a la transduccidon de sefiales y modificaciones en los receptores. Las
poblaciones de linfocitos T maduran en el timo y los linfocitos B maduran en el bazo (Owen
et al., 2015). Los linfocitos T expresan TCR (T cell receptor) y los linfocitos B-expresan BCR
(B cell receptor). Para que dichos receptores sean funcionales y no dafien al hospedero por
auto-reconocimiento, deben pasar por multiples procesos de seleccién con co-receptores
(Kretschmer et al., 2006). Bajo dicha maduracion, los TCR/BCR que poseen alta afinidad ante
antigenos propios son eliminados por apoptosis (por multiples vias) o bien, son suprimidos
por otras poblaciones de linfocitos reguladores. Incluso se sabe que los linfocitos pueden
editar sus receptores para invalidar su propio mecanismo y asi no alterar la homeostasis del
organismo (Owen et al., 2013, Abbas et al., 2015).

Este tipo de tolerancia, conocido como tolerancia central, regula el reconocimiento
propio, si hay perturbaciones en su regulacién se desarrollan enfermedades autoinmunes y
alergias (McCoughtry et al., 2008, Schwartz et al., 2012). Su funcionamiento esta basado en
el reconocimiento de patrones moleculares asociados a daio tisular (DAMPs, por sus siglas
en inglés) (Owen et al., 2003).

El segundo tipo de tolerancia regula el grado de proliferacién y diferenciacién
celular. Este, es uno de los tipos de tolerancia menos estudiado, por lo que se entiende poco
sobre la inestabilidad de su sistema y su relacién con el cancer (Kretschmer et al., 2006,
Hebeisen et al., 2012). Las células tumorales pasan por estados transitorios antes de ser
malignas para el organismo, hasta el momento se sabe que su desregulacién se puede deber
a multiples causas como mutaciones en oncogenes. Lo que define a un conjunto de células
tumorales es su estrategia invasiva irreversible para obtener mds nutrientes y oxigeno

(Abbas et al., 2015).



Los otros dos tipos de tolerancia inmune se encargan del reconocimiento molecular
de antigenos externos, y son relevantes al tema de estudio del presente trabajo. Para que
se lleve a cabo el proceso de reconocimiento a antigenos externos, existen multiples vias
de comunicacion tanto del sistema inmune adaptativo como del sistema inmune innato. Sin
embargo, para centralizar las ideas del presente trabajo solamente se recopila informacion
del sistema inmune innato, especificamente hacia un PRR, el TLR4. Los receptores con
patrones de reconocimiento (PRR, por sus siglas en inglés) se expresan en linea germinal y
mantienen su estabilidad en funcidn del tiempo y regulan una respuesta inmediata ante
antigenos extrinsecos o intrinsecos (Owen et al., 2013, Abbas et al 2015).

Los microorganismos comensales presentan antigenos.que-han logrado mantener
estabilidad con los receptores inmunes, y esto estd conservado para multiples especies
(Margulis, 2009). La palabra simbiosis proviene del griego sym, que significa “juntos” y de
bios, que significa “vida”. Miles de millones de afios en interaccién continua con los
microorganismos ha permitido que se establezca un sistema de comunicacién que nosotros
como hominidos apenas logramos descifrar. La tolerancia inmune y la microbiota comensal
son el resultado del fortalecimiento de dichas relaciones simbidticas mutualistas estables,
en funcién del tiempo (Gilbert et al., 2015, Owen et al 2003, Abbas et al., 2015).

Actualmente, existe evidencia de que la microbiota tiene una implicacion en
multitud de procesos biolégicos, fisioldgicos y genéticos sobre los hospederos. La
microbiota intestinal esta involucrada en la correcta absorcion de nutrientes, el desarrollo
Optimo del tejido entérico, en la maduracién de linfocitos T, aunado al desarrollo estable de
otros sistemas (e.g. sistema nervioso, circulatorio, renal, hepatico, entre otros)
(Stappenbeck et al., 2002, Hooper 1998, Gilbert et al., 2015, Pasare y Medzhitov 2004). La
desregulacion de la microbiota, proceso conocido como disbiosis, puede inducir
enfermedades crdnicas (Marchesi et al., 2016, Abbas et al., 2005). En los mamiferos, los
microorganismos que conforman la microbiota se comunican molecularmente de forma
constante con células epiteliales e inmunes de los tejidos que colonizan. Los efectores

inmunes que participan en las respuestas de tolerancia se encuentran formando parte de



las barreras moleculares de las cavidades con acceso directo al ambiente externo, y cada
tipo de mucosa cuenta con efectores inmunes especializados (Espinosa de Aquino, 2017).

El cuarto tipo de tolerancia se da exclusivamente y de forma especializada ante
patdgenos, y reconoce patrones moleculares asociados a patégenos (PAMP). Los patégenos
son microorganismos que se establecen de manera invasiva en el hospedero. La simbiosis
que establecen es antagonista, considerada parasitismo. La seleccidn natural tiene mayor
presidon sobre ellos porque dependen de multiples factores tanto ambientales como
genéticos. Por ejemplo, en términos del sistema entérico, la condicién de la mucosa y la
diversidad de la microbiota comensal pueden definir la estrategia de invasion de un
microorganismo oportunista. Un ejemplo de esta dindmica es el aumento relativo de
Bacteroidetes y la disminucién de Firmicutes, que fomenta el establecimiento de
Proteobacterias patégenas como Helicobacter, Escherichia coli, Neisseria, Salmonella o
Campylobacter (Marchesi et al., 2015, Swiatczak et al., 2015).

Ademads de procesos infecciosos agudos, las bacterias no comensales pueden
promover el desarrollo de enfermedades como enfermedad intestinal inflamatoria (IBD), la
enfermedad de Crohn (CD), la colitis ulcerativa (UC), la enterocolitis necrosante (NEC), entre
muchas otras (Marchesi et al., 2015). Multiples factores ambientales influyen en el
desarrollo de dichas enfermedades, por mencionar algunos, la dieta, la predisposicion
genética o la presion de seleccidon artificial asociada a medicamentos modifican el
microbioma, entre .otros (Becattini et al.,, 2016). Ademas, el establecimiento de
microorganismos patégenos por un periodo extenso puede producir una sepsis lo que
eventualmente lleva a la muerte del individuo. Esto puede atribuirse al dafio celular
enddgeno que ocasiona el patdgeno, pero también a la propia respuesta inmune pro-
inflamatoria del organismo (Hand et al., 2016). En las siguientes secciones se describe la
dindmica del sistema inmune entérico asociado a comensales o patégenos, andlogo a la

respuesta anti- o pro-inflamatoria.



Ecologia microbiana del epitelio entérico

La ecologia es la rama de la ciencia que se dedica al estudio de las interacciones entre seres
vivos y el medio que los rodea (Margalef, 1974). La presente tesis se enmarca en la ecologia
desde la perspectiva molecular, al sistema inmune innato asociado a los TLR, receptores
gue han adquirido mutaciones en los genes que los codifican como resultado de una co-
evolucidn de los hospederos con los microorganismos, desde hace cerca de 581 millones de
anos (Liu et al., 2020, Gilbert et al., 2018).

Los sistemas microbianos han tenido una gran relevancia para-la evolucién de las
especies (Margulis, 2009). A lo largo de la evolucidn, los linajescelulares de los metazoarios
adquirieron dependencia fisioldgica con los microorganismos. Existe evidencia de que la
microbiota regula el desarrollo y se encuentra implicada en procesos clave como la
angiogénesis, regeneracion celular, apoptosis, autofagia, desarrollo inmunitario y, porende,
supervivencia celular (Gilbert et al., 2018, Margulis, 2009). En términos generales, los
animales contamos con sistemas complejos como el sistema entérico, respiratorio o
neuroendocrino gracias a las | simbiosis mutualistas y comensalistas con los
microorganismos que conforman la- microbiota (Gilbert et al., 2018).

En términos del sistema entérico, la parte mds dindmica es la mucosa. La mucosa
rectal cuenta con aproximadamente 50 X 109 leucocitos por cm2 (Abbas et al., 2015). Es
necesario que exista tal cantidad de células especializadas en la barrera del epitelio porque
el nUmero de bacterias es sumamente alto con aproximadamente 1014-16 bacterias en un
gramo_de intestino. Mantener el balance de esas comunidades microbianas seria
complicado sin un sistema inmune. Los filos mds abundantes de bacterias en el intestino
son los Bacteroidetes, Firmicutes, Actinobacterias, aunque también hay algunas bacterias
en baja abundancia de los filos Proteobacteria y Verrucomicrobia (Qin et al., 2010, Zhao &
Elson, 2018). Asimismo, hay gran diversidad de células con funcién inmune especializadas

de la mucosa intestinal (Martin, 2018) (Cuadro 1).



Cuadro 1.- Tipos de células que conforman sistema entérico en mamiferos y su funcidn

principal para ejercer la homeostasis intestinal.

Células del tubo digestivo

Funcion

Células epiteliales

Secrecidon de moco, establecimiento de
adhesinas (Abbas et al., 2015, Owen et al.,
2013).

Células M

Regulan el intercambio de antigenos entre la
luz intestinal y la I1dmina-propia (Abbas et al.,

2015, Owen et al., 2013).

Células de Paneth

Secrecion _de péptidos antimicrobianos

(Abbas et al., 2015, Owen et al., 2013).

Linfocitos B secretores

Generacion de inmunoglobulinas
neutralizantes (IgA e IgM) (Abbas et al.,
2015, Owen et al., 2013).

Células dendriticas

Captacion y presentaciéon de antigenos,
maduracién de linfocitos Treg, activacion de
linfocitos T citotdxicos intra-epiteliales,entre
otros (Abbas et al., 2015, Owen et al.,
2013).

Macroéfago intestinal

Fagocitosis de microorganismos y
presentacion de antigenos (Abbas et al.,

2015).

Células caliciformes o células de goblet

Se encargan de la secrecion de mucosa
principalmente pero también péptidos
antimicrobianos y citocinas (Abbas et al.,

2015, Owen et al., 2013).




Multiples factores se encuentran involucrados en la homeostasis intestinal dada la
interaccion entre las células del hospedero en el intestino y las bacterias. Estos incluyen
factores fisicos, quimicos, y ambientales. El desarrollo de la microbiota entérica en los
mamiferos placentados inicia durante el desarrollo embrionario, después de la
diferenciacién del endodermo; esto ocurre en carnivoros aproximadamente a las nueve
semanas (Gilbert et al., 2018). Se requiere de otras capas germinales durante la gastrulacion
como lo es el ectodermo para la diferenciacién del epitelio rectal y del mesodermo para el
vinculo entre el sistema circulatorio y la formacion de vellosidades en el epitelio entérico
(Gilbert et al., 2018). La importancia del desarrollo temprano del sistema inmune intestinal
qgueda de manifiesto por la rapidez de su formacion. Por ejemplo, a las 12 semanas en
humanos ya se cuenta con un repertorio funcional de-linfocitos B y T en el intestino
(Westrom et al., 2020).

El transporte de microorganismos ocurre en la etapa fetal, a través de la placenta,
el liguido amnidtico y el cordén umbilical (Parag et al., 2017, Westrom et al., 2020). Sin
embargo, lamaduracioén del sistema inmune y del epitelio entérico con todas sus variedades
de células no ocurre hasta después del nacimiento (Westrém et al., 2020), que es cuando
se da la inoculacién microbiana.durante el paso por el canal de parto y la exposicion a
microorganismos del ambiente. Esto es un factor determinante para el establecimiento de
las comunidades microbianas en el intestino.

Por otra parte, en mamiferos neonatales la maduracién del sistema entérico goza
de un suministro de nutrientes, efectores inmunes y antigenos microbianos producidos
durante la lactancia como parte de la inversién materna, para asegurar la adaptacion y
crecimiento de la progenie. La leche materna contiene bacterias que regulan el desarrollo
del epitelio entérico; entre ellas estan especies de los géneros Bifidobacterium,
Lactobacillus y Prevotella, entre otras (Westrom et al., 2020, Gobert yLafaille, 2012)). A su
vez, estas bacterias son reguladas por los anticuerpos maternos (Westrom et al., 2020). La
leche materna también contiene elementos reguladores como los péptidos antimicrobianos
(defensinas, catelicidinas, histaninas), lisozimas, lactoferrinas, citocinas (pro y anti-

inflamatorias), entre otros (Barko et al., 2008). Ademas, la leche materna cuenta con



elementos moleculares como los miRNA, microvesiculas y ncRNA, los cuales regulan la
expresion diferencial de genes en el sistema entérico de la cria (Barko et al., 2018).

Mas adelante en el desarrollo del organismo, durante la vida media y adulta los
animales con un sistema inmune sano regulan directamente las interacciones con su
microbioma. Esta comunicacién bidireccional ocurre de forma diferente entre las regiones
del sistema entérico (Fig. 2) (Parag et al., 2017). El intestino delgado es la primera region;
ahi se recibe el bolo alimenticio proveniente del estdmago. El bolo se descompone en
moléculas mas simples por enzimas hidroliticas, proteoliticas, glucoliticas, entre otras, y son
liberadas vitaminas y acidos grasos los cuales son transportados via sanguinea a otras partes
del cuerpo. La abundancia relativa de bacterias en el intestino delgado del humano es de
~10°> por gramo (National Academy of Sciences, 2006). Conforme avanza el sistema
digestivo, es decir, ya proximo al colon, hay. mayor abundancia de bacterias,
aproximadamente de 10°-10%* bacterias en mamiferos (National Academy of Sciences,

2006).

Monosacaridos

Intestino delgado 2 e
Disacaridos

2-3h

( ) Almidones

Bacterias Vitami

Coldn

(24-48 h) Acetato
Propionato

Bacterias Butirato

<.10° /g Amonio

Figura 2.- Estructura del sistema digestivo. (Modificado de National Academy of Sciences,

2006).



El sistema entérico en mamiferos placentarios puede dividirse en estdémago,
intestino delgado, colon y el recto. La abundancia relativa de bacterias es mayor en la zona
posterior caudal (National Academy of Sciences, 2006).

En el colon, las bacterias promueven la fermentacidon de polisacaridos que no
pudieron degradar las enzimas celulares del compartimento anterior y se generan multiples
acidos grasos de cadena corta (SCFAs, Short-chain fatty acids), tales como el acetato,
propionato y butirato. Dichos SCFA son absorbidos en la mucosa entérica y pasan al torrente
sanguineo para ser distribuidos como fuente energética. Su funcion es fungir directamente
como fuente de carbono para producir energia en diferentes tipos celulares (National
Academy of Sciences, 2006, Swiatczak et al., 2015).

En la parte final del sistema entérico los productos que no pudieron ser
aprovechados para la extraccién de energia son excretados en forma de heces (Fig. 2). En
este sitio multiples comunidades de microorganismos continlan asociados al epitelio
entérico y la abundancia microbiana es aun mayor (National Academy of Sciences, 2006).
Esta seccidn intestinal es relevante a la presente tesis ya que es aqui en donde se llevd a
cabo la cuantificacion de la transcripcién relativa de un marcador asociado a la tolerancia a
bacterias Gram negativas, especificamente hacia el lipopolisacarido (LPS) de membrana.

Lainteraccidn entre las bacterias y las células del intestino esta regulada por sefiales
moleculares de tolerancia (producidas por bacterias comensales) y sefales de peligro
(producidas por bacterias patégenas) a nivel de MAMPs y PAMPs, respectivamente, y de
antigenos externos (Swiatczak et al., 2015). Los receptores PRR de los enterocitos son los
que participan en estos procesos de comunicacién (Owen et al., 2013).

Uno de los PRR son los TLR, que pueden estar asociados al factor de diferenciacidn
mieloide (MyD88) (Fig. 3). Las vias de transduccidon responden por medio de vias de
sefializacion intracelular (asociadas a la inflamacion/anti-inflamacion), como la via NF-kB,
JNK 'y p38 MAPK. La respuesta puede ser mediada por MyD88 o independiente de MyD88
(Lu et al., 2008). La cascada de sefializacién intracelular de tolerancia regulada por el

receptor Toll 4- LPS se profundiza en las siguientes secciones.
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Figura 3.- Vias de tolerancia en el epitelio entérico mediadas por PRRy ligandos microbianos

(Swiatczak et al., 2015).

La hilera superior de células representa a las células epiteliales. Abajo, estdn
representadas las células inmunes del sistema entérico. Los receptores TLR reconocen
bacterias y activan la via de NF-kB de manera extra e intracelular. La via NOD2 inhibe la
respuesta pro-inflamatoria en células presentadoras de antigeno (APC). Las bacterias
comensales también regulan las adhesinas entre enterocitos y la produccion de péptidos
antimicrobianos. Las células dendriticas regulan la expresion de IL-10, TGF-B y acido
retinoico para la maduracién de linfocitos reguladores (Treg). Las células goblet producen
mucinas y regulan la autofagia. Por ultimo, la dinamica de los linfocitos T cooperadores
(Treg) foliculares regula la maduracién de células B para la produccién de inmunoglobulinas

IgA diméricas que son translocadas al exterior celular y reconocen antigenos bacterianos.




Reg3G reconoce peptidoglicano de bacterias gram positivas y actia como péptido

antimicrobiano (Swiatczak et al., 2015).

Microbioma intestinal del elefante marino del Norte e inmunidad neonatal

La diversidad del microbioma intestinal en diferentes dérdenes de mamiferos ha
evolucionado a diferentes tasas de divergencia. Se ha observado que especificamente en
carnivoros depredadores la dieta se ha mantenido estable y esto ha tenido una implicacién
en la poca variabilidad en términos de la diversidad del microbioma (Nishida & Ochman,
2018). Basado en un analisis de secuenciacion del 16S del microbioma de 112 especies y 14
filos, se afirmd que “los carnivoros depredadores albergan la menor cantidad y diversidad
de microbios intestinales” comparado con los mamiferos herbivoros. Es interesante
también que en carnivoros depredadores no se ha encontrado una correlacién significativa
entre la masa corporal y la diversidad microbiana del intestino (Nishida & Ochman, 2018),
comparado con los mamiferos herbivoros (Godon et al., 2016). Es importante remarcar que
estas generalizaciones se realizan en términos de 6rdenes de mamiferos y puede haber
excepciones en funcién de las transiciones evolutivas de espacios terrestres a maritimos, la
dieta, la edad, la historia de vida de cada especie e incluso su epigenética, entre muchas
otras. Recientemente se realizé un analisis de las secuencias bacterianas especificamente
de las mucosas entéricas de 40 crias de elefante marino (Stoffel et al., 2020). Se observéd
que el microbioma intestinal del elefante marino del Norte constitutivamente es tipico de
un mamifero placentado. La mayor parte de las bacterias corresponden a los filos
Bacteroidetes, Firmicutes, Fusobacteria y Proteobacteria, en orden de mayor a menor
abundancia después del destete materno (Stoffel et al., 2020). Algunos patrones de
variacién en la abundancia relativa fueron semejantes a las reportadas para otros
mamiferos, como ratones y humanos (Larsen, 2017). Un ejemplo consistente, fue el
aumento del género de Prevotella ante la independencia nutricional respecto a la

disminucién de Bacteroides (Stoffel et al., 2020), lo que también se observé para otras



especies (Parag et al., 2017). Los resultados de la abundancia relativa de filos bacterianos
en funcién del tiempo se muestran en la Fig. 4, mientras que en la Fig. 5 se observa un
escalado multidimensional (MDS) de la variacion del microbioma en funcion del sexo y el

tiempo de maduracién intestinal.
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Figura 4.- Microbioma intestinal de crias de elefante marino del Norte, Mirounga

angustirostris (Figura tomada de Stoffel et al., 2020).

El eje Y del grafico expresa la abundancia relativa de bacterias en cuarenta elefantes
marinos que se situan en el eje X. La imagen muestra tres tiempos de muestreo. T1 denota
el primer muestreo de mucosas entéricas al final del periodo de lactancia (28 dias). Al

tiempo T2 y T3, los elefantes muestreados tenian 15 y 30 dias de ayuno respectivamente.
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Figura 5.- Diversidad beta del microbioma intestinal de crias de elefante marino del Norte,

Mirounga angustirostris.

Para comprender mejor la diversidad de especies microbianas entre las
comunidades de elefantes marinos se-analizd el tipo de diversidad beta. Dicha variabilidad
del microbioma fue explicada por el sexo y el tiempo de muestreo; en el eje “x” y “y” se
representa el porcentaje de disimilitud entre filos bacterias por el método de Bray-Curtis
(Figura tomada de Stoeffel et al., 2020).

El andlisis de Bray Curtis se observa en el eje x que el 28.5% de la variabilidad se
explica por la maduracién del intestino en funcion del tiempo y el 13.4% de la variacién del
microbioma intestinal esta explicado por el dimorfismo sexual (Stoffel et al., 2020). También
se realizé un test PERMANOVA y el tiempo de muestro aunado al sexo explicaron el 15% de
la variacién de las secuencias del microbioma intestinal (edad: R2 = 0.15, p < 0.001, sexo:
R2 = 0.15, p < 0.001) (Figura 5). La diversidad beta una transiciéon del T1 al T3 vy las
poblaciones de bacterias fueron mas o menos homogéneas para ambos sexos en el T1. Esto

puede atribuirse a que los animales fueron alimentados con la misma fuente nutrimental lo

gue implica la misma transmisibilidad de efectores inmunes, bacterias, péptidos



antimicrobianos, entre otros (seccidon 3.2). La abundancia relativa de bacterias para el
primer tiempo de muestreo (el destete), fue consistente para los filos mas abundantes,
Firmicutes (H: 51%, M: 48%) seguido por Bacteroidetes (H: 18%, M: 20%) y en filos menos
abundantes se observd una mayor variacién, siendo Fusobacteria en machos (13%) y
Proteobacteria en hembras (14%) (Stoffel et al., 2020).

El cambio en la diversidad beta se observé de forma marcada en la transicién del T1
al T2 ante la independencia nutrimental, siendo mas abundantes los filos Bacteroidetes (H:
37%, M: 19%), Firmicutes (H: 32%, M: 46%) y Proteobacteria (H: 19%, M: 15%) (Stoffel et
al., 2020). Con base en los cambios observados en el microbioma intestinal, este trabajo
sugiere que la dinamica del receptor TLR4 sera mayor durante el destete tardio aunado a
un posible patron dimdérfico que contribuya al entendimiento de la variacidon de bacterias

intestinales entre sexos, lo que constituye la pregunta central de la presente tesis.

Estructura y evolucion de los TLR

Los receptores tipo Toll o TLR fueron-la primer familia de PRR en ser descrita (Owen et al.,
2013, O'Neill et al., 2013). La palabra Toll viene del aleman “argot” que significa raro o
extraordinario, este nombre se asigné en funcion de la anormalidad morfolédgica que se
generaba ante una mutacién puntual de un gen toll en el desarrollo del eje dorsal ventral
en embriones de Drosophila melanogaster (Anderson et al., 1985). La primera vez que se
reconocio la secuencia de nucleétidos de un receptor Toll, fue en 1991 dada su homologia
con el receptor de IL-1, el cual habia sido clonado y secuenciado exitosamente unos afios
antes (Owen et al., 2013, Gay et al., 1991, O'Neill et al., 2013).

En términos estructurales, los TLR son glicoproteinas de aproximadamente 550 a
850 aminodcidos (Botos et al., 2011). Se dividen principalmente en tres partes. En primera
instancia, la parte mas conservada, el dominio intracelular (Liu et al., 2020), posee un
dominio TIR, que significa receptor Toll de interleucina 1 (IL-1). Su relevancia radica en la

transduccion de seiales intracelulares acoplada a multiples adaptadores rio abajo (Gay et



al., 2006, Gay et al., 1991, Botos et al., 2011). En medio, se encuentra un Unico dominio
transmembranal el cual es importante para la movilizacion de todo el complejo a través de
la membrana lipidica y la dimerizacion entre receptores o co-receptores (Botos et al., 2011,
Gay et al., 2006). Por ultimo, el tercer dominio es la region extracelular que se caracteriza
por una alta hidrofobicidad ya que contiene regiones con multiples repeticiones de leucinas
(LRR, por sus siglas en inglés), las cuales poseen una carga eléctrica no polar (Gay et al.,
2006, Botos et al., 2011). Tipicamente, se considera en promedio que el ectodominio de TLR
en mamiferos contiene de 19-25 LRR. La presencia de estos residuos en conjunto con los
otros aminodacidos permite la generacion de la forma tipo “herradura” tan particular de esta
familia de proteinas (Botos et al., 2011).

Los receptores tipo Toll se dividen en aproximadamente de 10 a 13 familias en
mamiferos, aunque cabe mencionar que su clasificacidon-es variable entre especies (Liu et
al., 2020, Owen et al., 2013, Botos et al., 2011, Kumar et al., 2009, Pasare et al., 2004). El
mas antiguo de los TLR presente en vertebrados deuterostomados es el TLR3, que tiene
afinidad a moléculas de ARN de doble cadena(Tassia et al., 2017, Liu et al., 2020). Esto
podria sugerir que antes de la expansidn y diversificacion de los TLR posiblemente hubo una
clase de coevolucion viral con los primeros segmentos de ARN estables en la Tierra (Tassia
etal., 2017, Botos et al., 2011). Ademas, el gen que codifica al TLR3 se ha mantenido estable
a pesar de las radiaciones y presiones de seleccidn; esto se sabe porque el gen codificante
a este receptor no mostrado pseudogenizacién, pérdida o duplicaciéon genética, durante
millones de anos (Liu et al., 2020).

Se debe reconocer que cada miembro de la familia TLR es un mundo por explorary
cuentan por su propia historia coevolutiva asociada a sus ligandos. Sin embargo, un breve
consenso de su divisién en funcién de sus antigenos microbianos o PAMPs es la siguiente:

Los receptores TLR1, TLR6 y TLR2 tienen afinidad a lipopéptidos de bacterias Gram
positivas y hongos. Pueden heterodimerizar entre ellos para ser aun mas especificos hacia
los antigenos del medio extracelular (TLR1/2, TLR6/2) (Botos et al., 2011, Kumar et al.,
2009). EI TLR5 reconoce flagelina bacteriana monomérica, y se sabe que este receptor juega

un papel importante en la determinacion de la microbiota en el intestino (Kumar et al.,



2009). Los receptores TLR7 y TLR8 tienen atraccién al ARN de una cadena de origen
bacteriano o viral. Se expresan regularmente de manera intracelular en membranas
endosomales o en endolisosomas (Botos et al., 2011, Kumar et al., 2009). EI TLR11 reconoce
a la profilina de parasitos intracelulares (Kumar et al., 2009), interesantemente, los
humanos carecemos de todos los miembros de esta familia (Botos et al., 2011). Finalmente,
el TLR9 tiene afinidad al ADN, especificamente secuencias ricas en repeticiones CG que
carecen de metilacion (Botos et al., 2011, Gay et al., 2006, Kumar et al., 2009).

Los distintos TLRs forman parte vital de la respuesta inmune innata y la adaptativa
(Pasare y Medzhitov 2004). Por un lado, promueven respuestas pro-inflamatorias ante
agentes externos y regulan procesos como la produccion de citocinas, fagocitosis, la
activacion del complemento y la expresidon de péptidos antimicrobianos (Owen et al., 2013,
Pasare y Medzhitov 2004, Gay et al.,, 2006). Por-otro lado, también regulan Ia
inmunotolerancia bajo procesos homeostaticos, lo que define si habra supervivencia celular
o en su defecto apoptosis (Kumar et al., 2006, Louzoun 2007, Khailaie et al., 2013). Otro
factor que comparten es la heterodimerizacion u homodimerizacién de los dominios
extracelulares para comprimir a su ligando de preferencia (Botos et al., 2011). La Unica
excepcion a este mecanismo tipo “sandwich” es el TLR4, pero se abordard a detalle mas
adelante. Los repertorios celulares en donde se expresan son multiples y variables, pero en
general pueden encontrarse en células epiteliales, endoteliales, fibroblastos, células
dendriticas, células NK, linfocitos B, macréfagos, monocitos, mastocitos, neutroéfilos, entre
muchos otros (Owen et al., 2013, Kumar et al., 2006).

Hoy en dia sabemos que las proteinas TLR probablemente aparecieron hace 581
millones de afos en los metazoarios bilaterales y especificamente en los vertebrados se
encuentran secuencias conservadas desde hace 542 millones de afios (Liu et al., 2020).
Interesantemente, el dominio extracelular de los TLR contiene multiples repeticiones
cisteinas (mcc TLR), en clados muy antiguos de especies de protéstomos (Liu et al., 2020).
Durante el desarrollo y evolucidn de los deuterostomados, en algunos equinodermos y
hemicordados se presentd una expansion de secuencias de TLR (Tassia et al., 2017). Se ha

sugerido que dicha explosién sucedid por el contexto ecoldgico evolutivo y la transicién de



ecosistemas acuatico- terrestre. Sin embargo, posterior a dicha diversificacién las
secuencias de TLR en los vertebrados mandibulados, preservaron un uUnico grupo de
cisteinas dentro del dominio extracelular (scc TLR, por sus siglas en inglés) (Liu et al., 2020)

(Fig. 6).
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Figura 6.- Evolucion de los TLR en metazoa. Hace aproximadamente 581 millones de afios
los TLR se divergieron en el reino animal. Del lado derecho se sintetizan los tipos de TLR, en
azul se resaltan los dominios con cisteinas Unicas y en rojo los los dominios con multiples

cisteinas. Hace aproximadamente 542 millones de afos en el clado de los vertebrados



dejaron de codificarse los TLR con multiples grupos de cisteinas (Imagen tomada de Liu et

al., 2020).

Via de senalizacion de TLR4 con LPS de bacterias comensales

Pocos receptores en la historia de la inmunologia han recibido tanta atencién dentro de una
familia de proteinas como ocurre con el TLR4 (O’Neill et al., 2013, Beutler et al., 2000). En
mamiferos se ha observado que las proteinas TLR4 tienen aproximadamente 839
aminoacidos (Liu et al., 2020). El receptor TLR4 fue descrito por vez primera en 1998 y se
reporto su especificidad a ligandos de bacterias Gram negativas, especificamente hacia el
lipopolisacarido (LPS) membranal. EI LPS bacteriano también conocido como endotoxina, es
una estructura formada por dos nucleos denominados interior y exterior. El ntcleo interior
estd enlazado con un lipido A. La otra parte del nucleo tiene enlaces covalentes con
polisacaridos especificamente antigenos O susceptibles a hidroxilacion (Beutler, 2000) (Fig.
7). Derivado de su investigacion con TLR4, le fue otorgado el premio Nobel de Medicina a
Bruce Beutler en el 2011 (O’Neill ‘et al., 2013, Murdock et al., 2016). Su grupo de
investigacion observé que ratones homocigotos recesivos TLR4-/TLR4- presentaban una
resistencia imprevista ante un inéculo bacteriano que tedricamente deberia inducir a un
choque séptico y, eventualmente, conducir a la muerte (Beutler et al., 2000, Murdock et al.,
2016).

En la via TLR4-LPS, el fragmento que interactia con el co-receptor de TLR4, la
proteina 2 de diferenciacién mieloide (MD2, por sus siglas en inglés) reconoce la regién que
contiene lipidos tipo A (Fig. 7,8) (Gay et al.,, 2006, Botos et al., 2011). Esta asociacidn
desencadena una cascada de sefializacion asociada al sistema inmune innato y adaptativo,
sobre el que se profundizara mas adelante (Owen et al., 2013, Pasare y Medzhitov, 2004).
En general, el mecanismo del TLR4 regula una respuesta celular dual. La interaccién TLR4-
LPS puede producir una respuesta pro-inflamatoria causada por infecciones de bacterias

patdgenas oportunistas, o puede regular una cascada anti-inflamatoria que lleva a la



induccion de la tolerancia inmune asociada a bacterias comensales Gram negativas (Kurt et

al.,, 2012, Owen et al., 2013, Swiatczak et al., 2015, Stan et al., 2018).

Figura 7.- Seccidn transversal de la interaccién LPS con MD-2.

En color azul se ejemplifica la proteina MD-2 bajo interaccion con el LPS especificamente el

lipido A de color violeta (Tomada de Botos et al., 2011).



Figura 8.- Estructura del complejo molecular TLR4/MD2/LPS. En verde se observa el TLR4,
en azul la proteina MD2 y en rosa el LPS bacteriano. En color verde se encuentran las
horquillas en dimerizacién del receptor TLR4 bajo interaccién con MD2 y LPS (Figura tomada

de Botos et al., 2011).

La activacion del TLR4 es bien conocida por su unién con el ligando LPS de bacterias
Gram negativas, pero no es el Unico ligando con el que tiene afinidad. El TLR4 también
puede reconocer PAMPs de hongos, parasitos, virus, plantas y también algunos DAMPs
como las calgranulinas, proteinas de choque térmico (HSP) 70 y 90, fibrindgeno,
fibronectina, B-defensinas y acido hialurdnico, entre otros (Loes et al., 2018, Kumar et al.,
2009, Gauglitz et al., 2012, Oliveira et al., 2004, Gazzinelli et al., 2004, Burzyn et al., 2004,
Kurt-jones et al., 2000, Byrd-Leifer et al., 2001). Por esto, el TLR4 reconoce también a los
hongos levaduriformes como Candida albicans y Saccharomyces cerevisiae por medio de
residuos de mananos de su pared celular, especificamente aquellos que cuentan con O-
glicosilacion (Gauglitz et al., 2012, Kumar et al., 2009). También se ha visto su afinidad a
protozoos intracelulares como Trypanosoma cruzi, ya que el glicosilfosfatidilinositol (GPI)
de la pared del parasito se une a las proteinas adaptadoras por la misma via del LPS (Oliveira
et al., 2004, Gazzinelli et al., 2004). Como se vera mas adelante, el hecho de que protozoos

con GPI puedan activar la via TLR4 es perceptible ya que un elemento esencial para la unién



del TLR4-LPS con su proteina adaptadora es un cluster de diferenciaciéon conocido como
CD14 (por sus siglas en inglés Cluster Differentiation 14) el cual se encuentra anclado a la
membrana de células inmunes por medio de GPI (Gauglitz et al., 2012).

El TLR4 también reconoce proteinas virales. Por mencionar algunos, el virus sincitial
respiratorio (RSV, por sus siglas en inglés), un virus de RNA de cadena negativa el cual
expresa una proteina de envoltura llamada proteina de fusién F, la cual activa la via TLR4
por medio del adaptador CD14 e induce una respuesta proinflamatoria asociada a
patégenos en macréfagos (Kurt-jones et al.,, 2000, Kumar et al., 2009). Otro virus que
interactua con TLR4 es el virus del tumor mamario de los ratones (MMTV, por sus siglas en
inglés), este virus de doble cadena de RNA también es reconocido por la via TLR4 en células
dendriticas derivadas de médula ésea (Burzyn et al., 2004).

Incluso algunas fitomoléculas pueden ser reconocidas por TLR4. Por ejemplo, existe
un compuesto lipofilico conocido como taxol (del pino, Taxus brevifolia), del Pacifico
noroeste de América, que se mimetiza como LPS y sies presentado a macréfagos de raton,
activa la via TLR4 tanto dependiente de MyD88 como la via independiente (Byrd-Leifer et
al., 2001).

Es importante mencionar.que el receptor TLR4 es el Unico miembro de la familia de
los TLR que utiliza co-receptores (Lu et al., 2008, Owen et al., 2013). Ya se profundizé
anteriormente como sucede la interaccion del complejo TLR4/LPS/MD-2. Dada dicha
dimerizacién de complejos proteicos con el LPS, co-receptores de células inmunes unen su
CD14 aunado a una proteina soluble conocida como proteina de unién a lipido (LPB, lipid
binding protein) (Fig. 8). Ya en dinamismo, todos estos intermediarios moleculares inician
la activacién de via intracelular mediada por la dependencia o independencia de MyD88
(Kumar et al., 2009, Lu et al., 2008). En general, el esquema de la Fig. 9 denota la activacion
de NF-kB cuando la via es dependiente de MyD88 en interacciéon con TIRAP (del inglés,
Toll/interleukin-1 receptor domain-containing adapter protein). Cuando la via no tiene
dicho co-receptor, es decir la via independiente de MyD88, se activa el interferdn tipo |, por

la proteina de membrana asociada a la cadena de translocacion (TRAM, por sus siglas en



inglés) y el interferén beta inductor de adaptador con dominio TIR (TRIF, por sus siglas en

inglés) (Kumar et al., 2009, Gay et al., 2006).
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Figura 9.- Ensamble del complejo molecular y la seiializacién generalizada rio abajo.

El complejo TLR4/MD-2/LPS reconoce los co-receptores CD14 y LBP. Esta union permite la
interaccién de los dominios intracelulares TIR de los TLR4. A su vez esto recluta a TIRAP o
TRAM en funcion de la dependencia con MyD88. Si la via es dependiente de MyD88, TIRAP
fosforila a IRAK (1,2,3,4) hasta activar NF-kB y producir citocinas pro-inflamatorias. En caso
opuesto, la via independiente a MyD88, se activa TRAM que fosforila a TRIF y continda la

via hasta activar IFN tipo | (Imagen tomada de Lu et al., 2008).



Modelado matematico de la dinamica TLR4

Un modelo basado en ecuaciones diferenciales ordinarias (ODE) de Stan et al., 2018,
ejemplifica la dindmica del receptor TLR4 en monocitos humanos y compara los datos de

expresion relativa (qPCR) con su modelo.

x'(t) = ¢ (t) - y(t) z(t)

y'(t)=(t) - B y(t) - a y(t)

z' (t) = (t) y(t) - z(¢) (y - o)

Anteriormente se mencioné que la abstraccion matematica es de suma importancia para
poder entender los procesos complejos. El.hecho de tener una variable experimental como
la cuantificacion de la expresion relativa de.un gen no podria revelar patrones concretos si
no son trasvasados a un plano matematico. Por ejemplo, cuando se cuantifica la expresiéon
del gen TLR4 sin conocer la localizacidon espacial del receptor, el TLR4 podria encontrarse de
manera sobre-expresada en membrana, por ejemplo, si el caso fuese una sepsis o una
mayor abundancia relativa de bacterias Gram negativas en el epitelio entérico. O el caso
opuesto, es posible que su sobre-expresién indique que no fueron necesarios de manera
extracelular._y se encontraban en endosomas, en la red de Golgi trans o reticulo
endoplasmico, etc.

Las variables de la ecuacidn se resumen en el Cuadro 2 y los pardmetros para cada variable

en el Cuadro 3.



Cuadro 2.- Representacién de x’, y’, 2’ en el modelo.

Dentro del sistema de ecuaciones diferenciales cada variable x,y o z, representan un sitio

de localizacidn celular (Ecuacion tomada de Stan et al., 2018).

Derivada Sitio de localizacidn del TLR4 dentro de la célula

X Tasa de cambio del TLR4 en la red de Golgi trans (TGN) y compartimiento
de reciclaje endocitico (ERC)

Yy Tasa de cambio del TLR4 en endosomas o lisosomas

7 Tasa de cambio en la membrana celular

Cuadro 3.- Pardmetros del modelo ODE, de la via TLR4 (Ecuacion de Stan et al., 2018).

Parametro Interpretacion del valor numérico

O] Tasa de produccion de mRNA del TLR4

B Tasa de transicion del TLR4 de los lisosomas a los endosomas

A Tasa de retroactividad de ERC a los endosomas

r Tasa de trafico celular del TLR4 desde la membrana hasta TGN

z Tasa de trafico celular del TLR4 desde la membrana hasta los endosomas

La ecuacion x’ (t) representa el flujo del mRNA del receptor TLR4. La tasa de

produccidn ¢ es un valor positivo porque se expresa constitutivamente. A dicha tasa se le

resta un valor negativo que se multiplica por y’ y z’. Es decir, se resta la concentracién del

TLR4 presente en endosomas, lisosomas o membrana celular. Unicamente se trata de la

concentracién presente red de Golgi trans (TGN) y compartimiento de reciclaje endocitico




(ERC). La ecuacién y’(t) representa el flujo de ERC a los endosomas tempranos. El valor a es
negativo porque se refiere al proceso inverso de endosomas a ERC, aunado al flujo de los
lisosomas/endosomas tardios de B.

La ecuacion z’ describe la concentracion de TLR4 en la membrana y como cambia en
funcion de la disposicion en TGN + ERC (y) o endosomas tempranos (o). Por ello, estos
pardmetros se restan en la ecuacién porque implica que, si estan en dichos organelos, no
puede expresarse de forma extra membranal.

Al determinar los puntos de equilibrio o puntos fijos dentro del modelo planteado
se grafican de la manera siguiente (Fig. 10). Se representa en el eje Z la concentracion de
mRNA de TLR4 en la superficie celular, en el eje X TGN/ERC y en el eje Y los endosomas
tempranos. La primera simulacion representa un punto fijo estable mediante la
concentracion basal de mRNA de TLR4 (Fig. 10a). Un-aumento de bajo a medio en la
concentracién del mRNA de TLR4 refleja un punto fijo estable en espiral, en primer instancia
incrementa la cantidad de TLR4 en la superficie celular pero eventualmente vuelve a
disminuir (Fig. 10b). Por ultimo, con una alta concentracion de mRNA de TLR4 en la
superficie celular, se establecen dos puntos fijos estables en donde el TLR4 queda de
manera irreversible pasando de la superficie celular a endosomas tempranos (Fig. 10c). El
modelaje concordd con los datos experimentales de Stan et al., (2018) de individuos con

sepsis severa que eventualmente fallecieron.
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Figura 10.- Simulacién matematica del modelo (Imagen tomada de Stan et al., 2018).



El presente trabajo pretende realizar una simulacién matematica semejante con los
datos experimentales obtenidos. Se predice que Unicamente se hallard un punto de
equilibrio estable dentro del sistema dado que el muestreo de crias de elefante marino se

realizé en individuos aparentemente sanos.



El elefante marino del Norte como modelo de estudio

Mirounga angustirostris es un mamifero marino que se clasifica dentro de la superfamilia
de los pinnipedos. Dentro de esta gran categoria se encuentran los otaridos, los odobénidos
y los fécidos. El elefante marino del Norte pertenece a la familia Phocidae, dentro del orden
Carnivora. Las especies de esta familia son consideradas las “focas verdaderas”, ya que
acorde a andlisis filogenéticos y su ADN mitocondrial, su clado fue el primero en surgir hace
aproximadamente 22 millones de afios (Arnason et al., 2006). El pariente mas cercano al
elefante marino del Norte es el elefante marino del Sur, Mirounga leonina. Estos animales
pertenecen a la tribu Miroungini, la cual se sugiere que se separé a mediados del
pleistoceno, hace 2.5 millones de afios, por una especiacion alopatrica. Es decir, por
aislamiento geografico. En ese entonces, las aguas ecuatoriales se enfriaron y cuando volvié
a ascender la temperatura, los individuos se movieron hacia polos opuestos, dando lugar a
cada especie (Boessenecker et al., 2016).

El elefante marino del Norte es un modelo relevante para el estudio de la tolerancia
inmune, porque en contraste a otros pinnipedos como lobos marinos y morsas, su periodo
de lactancia es corto y el cuidado parental post-destete es practicamente nulo. Esto permite
que se descarte la variacion en la dieta y la preferencia de cuidado parental ante multiples
hipdtesis. Los animales deben procurar su supervivencia porque una vez destetados estan
solos. Se alimentardn después de su periodo de lactancia hasta que por seleccién natural
depreden por cuenta propia. El primer contacto con el mar ocurre a las dos semanas del
destete aproximadamente y aprenden a bucear en grupos, a las seis semanas (Fig. 11). A

los 3.5 meses emprenden su primer viaje al océano (Le Boeufy Laws, 1994).



Figura 11.- Crias de elefante marino, temporada de muestreo febrero-marzo del 2019. Estas
crias de aproximadamente 4-6 semanas de desarrollo practican en grupos el

buceo a lo largo del dia. Foto: Karla A. Zamora y Cuevas.

Se trata de una especie de alta resiliencia, y como se menciond, los ayunos tanto en
etapa neonatal como en estadio adulto son de vital importancia para la supervivencia de
esta especie (Emlen'y Lewis, 1977). Su estrategia central en términos de historia de vida es
acumular una gran cantidad de energia en corto tiempo para sobrevivir periodos de ayuno
extensos (Le Boeuf y Laws, 1994). De cierta forma esto ocurre al principio de su vida, y
posteriormente en periodos de cambio de pelaje y en el periodo reproductivo (de diciembre
a mediados de marzo). El tiempo en el mar y en tierra es variable en funcién de la edad del
animal; pero, en general, la especie come, acumula energia en el mar y posteriormente la
ocupa en tierra con fines reproductivos (Fig. 12). Una vez en terreno firme, los machos
empiezan a pelear por la dominancia del territorio y las mejores hembras con fines

copulativos (Le Boeufy Laws, 1994).



Enero
Llegada de hembras

Lactancia de crias (28 dias)

Diciembre Febrero

Llegada de machos a las colonias Ultimos nacimientos

Disputa por los territorios Apareamicntos

Noviembre Marzo

Exodo de adultos

Ayuno de crias

Abril

Aguas abiertas
Tiempo de gestacion
(10-11 meses)

Figura 12.- Ciclo de vida de Mirounga angustirostris.

Las crias nacenentre eneroy febrero una vez que las hembras llegan a las costas de
Pacifico naoroeste. Las crias cuentan con aproximadamente 28 dias de lactancia, las hembras
dan inicio.a un desarrollo embrionario inmediato durante la lactancia (Le Boeuf, 1972). Esto
implica que los siguientes 10-11 meses las hembras recorreran su ruta migratoria en aguas
abiertas prefiadas invirtiendo en efectores inmunes para sus crias. La inversién energética
en los machos en dicho sentido es menor, por ello sus rutas migratorias son extensas
comparadas con las rutas migratorias de las hembras. En el periodo de noviembre vy
diciembre los machos llegan primero a las costas para delimitar territorios de dominancia.

Figura realizada por el Dr. Ignacio Pefiin Fernandez y Karla A. Zamora y Cuevas.



Ademads, por estudios realizados previamente, se ha encontrado evidencia de que la
inversidn energética en términos de sistema inmune innato es mas eficiente en las hembras
respecto a los machos de esta especie (Morales-Durdn 2017). Especificamente, se
encontraron diferencias significativas en la inhibicidn sérica ex vivo de cultivos de
Escherichia coli. Las crias hembra de elefante marino del Norte mostraron mayor capacidad
de inhibir el crecimiento de la bacteria que los machos (Morales-Duran 2017).
Interesantemente, esta diferencia solamente se observé en el periodo temprano del
destete. Esto podria indicar que existe un patron dimdrfico en términos del sistema inmune
innato durante la etapa neonatal. Si se observa dicho planteamiento desde un enfoque de
inversién de recursos, el gasto que se realice en las hembras podria ser mas consistente a
largo plazo porgue son las encargadas de la sustentabilidad de los individuos tanto por la
inversion en el desarrollo embrionario como la produccion de efectores inmunes para el
periodo de lactancia (Le Boeuf y Laws, 1994, Morales-Duran 2017).

Finalmente, es sabido que deben emplearse huevos modelos para entender mejor
los procesos moleculares de tolerancia inmune. Se ha demostrado que existe una diferencia
exacerbada en la expresion de citocinas en células inmunes de murinos respecto a las
células inmunes de los humanos. Al parecer los ratones pueden suprimir de forma dosis
dependiente la expresidon de estas citocinas pro-inflamatorias como TNF e IL-6 (Warren et
al., 2010), lo que no se ha observado en todas las especies estudiadas. En ese sentido, se
entiende que el dimorfismo sexual y el sistema inmune no se comportan de la misma forma
en diferentes modelos (Klein y Flanagan , 2016, Gal-Oz et al., 2019). Los modelos silvestres
de mamiferos son necesarios para entender la respuesta inmune de tolerancia de forma
integral. El elefante marino del Norte es un modelo interesante por su historia de vida, por
su contexto filogenético y ecosistémico, aunado a su robusto dimorfismo sexual. En la
presente tesis se dilucida el entendimiento de uno mds de los patrones dimorficos para esta

especie.



JUSTIFICACION

El establecimiento de la tolerancia inmune entérica se desconoce para especies silvestres.
Esta tesis estudid la inmunotolerancia entérica, un tema fundamental para el
entendimiento de la comunicacion molecular bidireccional entre enterocitos y bacterias
negativas del tracto intestinal. En un contexto ecoldgico evolutivo la inmunotolerancia
neonatal en este mamifero puede revelar similitudes o diferencias interesantes tanto en la
expresién en funcion del tiempo como en términos del patrén dimdrfico de la especie.
Ademas, se investigd la condicion de homeostasis intestinal con base en datos
experimentales y con una perspectiva matematica. En ese sentido, la tesis constituye una
investigacion pertinente, innovadora, y de frontera, que une diversas disciplinas para

entender un problema complejo.



PREGUNTAS DE INVESTIGACION

1.- éExiste dimorfismo sexual en la tolerancia inmune entérica neonatal del elefante marino

del Norte?

2.- ¢La tolerancia inmune entérica neonatal del elefante marino del Norte varia a lo largo

de los primeros 20 dias del destete?

3.- éLas crias de elefante marino del Norte mantienen su homeostasis intestinal acorde a la

prediccion matematica?



HIPOTESIS

Hipétesis 1
Los elefantes marinos del Norte en estado neonatal presentan dimorfismo sexual en la

expresion relativa del gen TLR4 asociado a mucosas del epitelio entérico.

Prediccién: Los machos tienen una menor expresion relativa del gen TLR4 que las hembras.
Esto se espera porque se ha demostrado que los machos tienen mayor diversidad de
bacterias gram negativas en el epitelio entérico (Stoffel et al., 2020). Lo-que indica que son

mas tolerantes en comparacion a las hembras.

Hipotesis 2
Los elefantes marinos del Norte varian la expresién del receptor TLR4 en estado neonatal

respecto al post-destete tardio.

Prediccidon: La expresion del receptor TLR4 del epitelio entérico del elefante marino
incrementa a lo largo del destete tardio. Esto se espera porque en multiples mamiferos
existe un aumento de bacterias intestinales a lo largo de la etapa neonatal, al haber mas

bacterias se espera una mayor expresion relativa de este receptor (Westrom et al., 2020).

Hipotesis 3
El receptor TLR4 de los elefantes marinos del Norte mantiene la homeostasis acorde al

modelo matematico.

Prediccion: El receptor TLR4 de los elefantes marinos fluctia en un puntos estables
dinamicos a lo largo del destete temprano y tardio. Esto se espera porque los datos
experimentales han demostrado que Unicamente animales que fallecen por bacteremia

pasan por puntos de inestabilidad sin retorno a la homeostasis (Stan et al., 2018).



OBJETIVOS

Objetivo general
Describir el establecimiento de la tolerancia entérica neonatal de un vertebrado marino
sexualmente dimérfico, el elefante marino del Norte, en funcién de la expresion relativa de

un gen clave para las respuestas inmunes.

Objetivos especificos

Investigar el patrén de expresion del gen TLR4 asociado a la tolerancia inmune entérica en

el elefante marino del Norte, de acuerdo al sexo de las crias.

Analizar las medidas morfométricas y los conteos sanguineos para respaldar el estado de

homeostasis que se sugiere mediante la expresidn génica del receptor TLR4.

Unificar los datos experimentales con inmunologia tedrica mediante un modelaje

matematico basado en ecuaciones diferenciales ordinarias.



MATERIALES Y METODOS

Trabajo de campo

Sitio de muestreo

El muestreo se realizd en el Archipiélago de San Benito ubicado a la altura de 28° 18" 12" al
Norte 115° 35’ 24" en el oeste del océano Pacifico. De acuerdo con la divisién politica del
pais, estas islas pertenecen al estado de Baja California Norte, Ensenada. Las islas en
conjunto cuentan con un area total de 3,899 km2 (Fig.13). Las islas se identifican por su
orientacién geografica y tamafio, la mas grande es la isla del oeste, sitio donde se realizo el
muestreo de acuerdo con la metodologia propuesta por Morales-Duran (2017), asimismo,
se encuentra laisla del medioy la isla del este. La zona de muestreo se dividio por territorios

previamente analizados (territorio 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7) (Morales-Duran 2017).
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Figura 13.- Zona de muestreo, archipiélago del Pacifico Norte, San Benito. (Imagen

modificada de Garcia-Aguilar et al., 2018).



Marcaje y contencion de animales

El primer paso empirico para determinar la edad de las crias fue el marcaje con peroxido de
hidrégeno (Fig. 14). Se realizd una dilucion 1:3 del perdxido de hidrégeno con un buffer
comercial. Las crias lactan solamente 28 dias, una vez destetadas se inmovilizaron mediante
fuerza fisica y se utilizd una toalla mojada para ayudar a la contencidn, sin estresar a los
animales. Esto permitié una sujecion craneodorsal.

Posteriormente, se sujetaron las aletas posteriores y dejé caer el peso corporal para
lograr el control de la cria de elefante marino. La contencion se realiz6 de manera manual
fisica, con dos personas por cada individuo. Un tercer miembro del equipo realizé la toma
de datos morfométricos y la colecta de muestras bioldgicas. También'se colocaron etiquetas

con un cédigo Unico para su posterior identificacidén a los 10 y 20 dias post-destete (Fig. 15).

Figura 14.- Marcaje de cria recién destetada con peréxido de hidrégeno.



Figura 15.- Etiqueta de registro del muestreo colocada en la aleta posterior

Colecta de datos morfométricos

Se tomd la longitud total de los animales con cinta métrica directamente en su eje antero-
posterior. La toma fue desde el inicio de la nariz hasta la aleta posterior. En el primer
muestreo se tomd el didmetro-de los animales, pero al ser una medida con bastante
variabilidad se ignord dicha medicién para el segundo y tercer tiempo. Por otro lado, se
realizd el registro de la capa de grasa lateral de los animales. Para ello se utilizé un vernier,
se sujetd la capa de grasa con la palma de la mano, en la zona dorsal de los animales. Los
datos se colectaron por triplicado y se calculd la media geométrica de las réplicas. Asimismo,

se registraron los tiempos de muestreo y anotaciones especificas para cada individuo.

Colecta de muestras bioldgicas

Mucosa anal
Se utilizaron cepillos citolégicos estériles para la extraccion de la mucosa anal. Se introdujo
el cepillo en el conducto anal de los animales por duplicado aproximadamente de 8-17 cm.

El primer cepillo se guardd en un microtubo estéril con etanol al 96% para la conservacién



del ADN. El segundo cepillo se suspendid en una solucién para conservar integro el ARN
(RNAlater, Sigma, EEUUA). Las muestras de mucosas se mantuvieron a temperatura

ambiente en la sombra hasta su analisis en el laboratorio.

Sangre

Se utilizaron agujas (10 G) con sistema de vacio (Vacutainer, Becton Dickinson). La.toma de
muestra (7-10 ml) se extrajo de la vena intervertebral extradural. Se tomaron muestras en
tres tubos, uno de los que conel primero con 4cido etilendiaminotetraacético (EDTA) y con
el que se determind el hematocrito y se realizaron los frotis sanguineos para conteos
celulares; segundo con heparina sddica, que después de centrifugar (3,200 rpm) por 15
minutos se uson para separar la capa flogistica, misma que fue almacenada en criotubos
con (RNAlater, Sigma, EEUUA). El tercer tubo sin anticoagulante se utilizé para separar y

recolectar el suero luego de una centrifugacion a-3,200 rpm durante 15 minutos.

Conteos sanguineos

Los frotis sanguineos realizados en campo se fijaron con etanol al 90% acorde a la
metodologia de Morales-Duran_durante 10 minutos. Se tifieron con un hemocolorante
(HYCEL N°548) para resaltar los'nucleos de las diferentes células blancas y poder realizar el
conteo. A cada laminilla-se le adhirié un cubreobjetos y se determiné un cuadrante de 0.5
cm X 0.5 cm en la monocapa de conteo. Cada conteo se realizd por duplicado para
corroborar el _numero aproximado de células blancas y disminuir el error. Para la

cuantificacion diferencial se utilizé la aplicacion de Play Store, WBC Count version 1.1.0.

Analisis molecular

Disefio de cebadores

Se realizaron alineamientos con secuencias de multiples fécidos dada la ausencia del
genoma de Mirounga angustirostris en la base de datos de NCBI (National Center for
Biotechnology Information). Se tomaron multiples secuencias de fécidos cercanos

filogenéticamente al elefante marino y como referencia se tomaron las secuencias de foca



Leptonychotes Weddelli (Ledje, 1996, Arnason et al., 2006). Se alinearon las secuencias de
nucledtidos (TLR4, IL-10, IL-1, NLRP6, GAPDH, RPS5) con el programa CLUSTALW. Los
cebadores se disefiaron en funcidn de la paridad entre secuencias aunado ciertos criterios
con el algoritmo en primer-BLAST. Posteriormente, las secuencias cortas (20- 22 nt), reverso
y delantero se filtraron en la base de datos IDT (Integrated DNA Technologies) para
corroborar sus propiedades tales como la probabilidad de autoplegamiento, porcentaje de
guanina-citosina (GC), energia libre por complementariedad entre cebadores (AG >-60

kcal/mol), temperatura de alineacién (Tm) (Cuadro 4).

Cuadro 4.- Cebadores utilizados para el andlisis con SYBR green para la cuantificacion por

PCR tiempo final y tiempo real.

Algoritmo de diseiio Parametros Limite permisible

Primer-Blast Tamano del amplicén 70-300 pb

Temperatura de hibridacion y ciclo | Default

de PCR
Exones 5’ 7
Exones 3’ 3
Grupos taxondmicos de inclusién Fécidos / Pinipedos
GC 50-55%
Autoplegamiento <3.00
Autoplegamiendo en 3’ <3.00

IDT - Analizador de oligos Horquilla AG (kcal.mol-1) >-6.00

Auto dimerizacion AG (kcal.mol-1) >-6.00

Heterodimerizacion AG (kcal.mol-1) | >-6.00

Extraccion de ARN de mucosas entéricas



La mucosa anal fue procesada para extraer el ARN a partir del cepillo citoldgico acorde a la
metodologia de Espinosa et al., 2017. Primero se realizd una agitacion vortex y después dos
centrifugaciones a 16,000 G y 2,000 G respectivamente. Una vez obtenido suficiente pellet
de mucosas se transfirio a un microtubo estéril y se afadieron 500 pul de Trizol. A
continuacién, por medio de un rompimiento mecanico con jeringa de 29 G se traspasaron
las células junto el Trizol aproximadamente ocho veces hasta homogeneizar las mucosas
junto el Trizol y se incubaron una hora a temperatura ambiente. Para la degradacion de
proteinas se afiadieron 100 pl de cloroformo y se agitaron los tubos brevemente en el
vortex. Posteriormente, se dejaron incubar cinco minutos a temperatura ambiente y se
centrifugaron a 19, 000 G a 4°C. Se colectd la fase acuosa donde se encuentra el ARN y la
fase organica con Trizol se almacend a -80°C. A la fase acuosa se le afiadid un volumen de
isopropanol frio, 10% de acetato de sodio 3M y 1 ul de glicogeno (Qiagen). Se incubd una
hora a -20°C. Al finalizar el tiempo de incubacién se centrifugé a 19,000 G durante 15
minutos a 4°C. A continuacion, se descartd el sobrenadante a contraluz con una micropipeta
de 1000 pl. El pellet de ARN se lavd con 1 ml de etanol al 75% en agua libre de RNasas, se
agitd por inversion suavemente y se centrifugd a 19,000 G. Este procedimiento se repitio
tres veces. Finalmente, el pellet se dejo secar aproximadamente dos horas y se resuspendié
en 25 pl de agua grado molecular.

Las muestras se cuantificaron en un espectrofotémetro capilar (Nanodrop ND 1000,
Qiagen). Se colocd 1 pl de muestra y se guardé la relacién A260/280 como una medida de
calidad de la extraccién. Se repitieron las muestras que no se encontraban dentro del

intervalo de A260/280 = 1.85 - 2.05. Las muestras se almacenaron a -80°C hasta su uso.

Retrotranscripcion y obtencion de cDNA

Para realizar la retrotranscripcion se utilizé el kit de transcripcidon reversa QuantiTect
(Qiagen, EEUUA) de acuerdo con las indicaciones del fabricante. Para la eliminacion del ADN
genomico se colocaron 2 pl de gDNA wipeout y se utilizé como templado 40 ng/ul de ARN
de cada muestra. Las reacciones se ajustaron a 14 pl con agua grado molecular y se

incubaron dos minutos a 42 °C. Posteriormente, se agregd a la reaccidon un mix con 1 pl



retrotranscriptasa heterodimérica, 4 pl de buffer y 1 ul de cebadores aleatorios. Esta
reaccion se dejo incubar 30 minutos a 42 °C dado que el ARN de interés es largo y con
multiples estructuras secundarias. Finalmente, la retrotranscriptasa se inactivd a 95°C en el

termociclador y se almacenaron las muestras de ADNc a -20°C.

PCR de tiempo final

La PCR de tiempo final se estandarizoé con las siguientes concentraciones de reactivos:

0.2 uM - Desoxinucleétido trifosfato (DNTPs)
1.5 uM - Cloruro de magnesio (MgCl2)
0.1-0.5 - uM cebadores 1X Buffer para PCR
1X Suero fetal bovino (BSA)

0.05 pL - Tag polimerasa

El ciclo de amplificacion en el termociclador (Bio-Rad T100) se normalizé a 95°C - 3 minutos
1 ciclo, posteriormente 35 ciclos a 95°C - 1 min, después 30 s respecto la temperatura de
hibridacion para cada gen (49°C - 63.5°C), finalmente a 72°C para la elongacion. El ultimo
ciclo de elongacidn se llevo a cabo a 72°C durante 10 minutos. Para evitar la desintegracion
de amplicones al momento de refrigeracion la temperatura se mantiene a 4°C. La
estandarizacién de la temperatura de hibridacion se realizé con gradientes de temperatura.
Se calculé aproximadamente la temperatura de hibridacién de manera manual (adenina y
timina = 2; guanina y citosina = 4), ademas de realizar el cdlculo in silico IDT (Integrated DNA
Technologies) con el ajuste de las concentraciones a utilizar. Se probaron en un rango de
variabilidad de 10°C hasta encontrar la temperatura adecuada de amplificacion.

Una vez realizada la PCR se realizaron geles de electroforesis al 1.8% de agarosa con
1 uL de bromuro de etidio por cada 40 uL de agarosa, para observar la presencia de bandas.
Por cada reaccién de PCR se utilizaron 3uL del producto, 1L de buffer de carga, 2uL de H20
grado molecular. Para un volumen final de 6pL. Para la escalera de 1kB se utilizaron 0.5uL

de escalera, 2L de H20 y 1 ulL de buffer de carga. Posteriormente, cada gel corrié en una



camara de electroforesis a 100 V, 400 A, durante 30 minutos. Los geles se observaron bajo
luz UV en un fotodocumentador y se realizaron ajustes de imagen en Image Lab versidn
5.2.1. Una vez corroborada la amplificacién en banda, se realizé la cuantificacion con el

método de qPCR.

PCR de tiempo real (qPCR)

Se realizaron diluciones seriadas de ADN complementario (ADNc). Para esto, se tomaron
10uL de cDNA en 10ul de agua grado molecular. Posteriormente, por cada 10ul se siguieron
las diluciones en el siguiente orden 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64. El-master mix se

estandarizé por reaccioén:

5uL SYBR Green
0.3-0.18 pL cebador delantero (ver Cuadro 5)
0.3-0.18 uL cebador reverso (ver Cuadro 5) 4 uL cDNA

3.4 uL Agua grado molecular

Se transfirieron 7uL de reaccion con 3ulL de ADNc diluido. Se realizaron triplicados para cada
curva. El andlisis de las curvas de eficiencia se realizé con el Software CTX de Bio-Rad. Acorde
a la correlacién de Pearson se ajustaron las curvas con un R2 > 0.96. E= 95-105%. Una vez
realizado este paso se realizé la cuantificacion con platos Hard Shell de 96 pozos. Se
analizaron todas las muestras de ADNc en una diluciéon 1:10 y se repitié la reaccién por
duplicado. Los datos obtenidos se exportaron a Excel y se procesaron en R para el analisis

de la cuantificacion.



Cuadro 5.- Cebadores utilizados para la amplificacion de genes GAPDH, RPS5 y TLR4

CEBADOR 5-3’

GAPDH NES Fw CAGAACATCATCCCTGCCTC
GAPDH NES_Rv CTGCTTCACCACCTTCTTGA
RPS5_NES_Fw GACGATCATTCCTTTCCTCCTC
RPS5_NES_Rv GCCTTCCTGCTGCTCAATA
TLR-4_Fw TTTCAGCTCTGCCTTCACTAC
TLR-4_Rv TGGGACACCACGACAATAAC

Analisis estadisticos

Para los datos de medidas morfométricas y conteo sanguineo, se analizd la clase de
distribucion de las variables y-la homocedasticidad de los datos. Con los datos que
mantuvieron normalidad 'y homocedasticidad en la varianza se realizaron pruebas
paramétricas. Se realizaron pruebas de T- de student y ANOVA para las poblaciones con una
distribucion normal. Para el andlisis de poblaciones con una distribucién no Gaussiana se
utilizaron las pruebas no paramétricas Wilcoxon y Kruskal Wallis. Todos los datos se
procesaron en R version 1.3.1073.

Respecto al andlisis de expresion relativa, se tomaron en cuenta Unicamente los
valores que mostraban una desviacidn estandar < 1.5 entre réplicas. Se comparé el valor
del Ct de los genes control respecto al gen de interés para corroborar que los datos fueran
consistentes acorde a su expresién y posteriormente se compararon los valores con el

paquete “pcr” de R (Ahmed & Kim, 2018).



Estimacion de la masa con medidas morfométricas y fotogramétricas

Se utilizé el software AutoCAD 2018 para digitalizar fotografias de las crias y mediante un
modelo de segmentacion propuesto por Morales-Duran et al., (2018). Se escald la medida
obtenida de la longitud de los animales y calculd el volumen de cada segmento (Fig. 16 y

17).

Figura 16.- Digitalizacidon de una cria de elefante marino. Basado en el modelo Morales-

Duran et al 2018 (ID: 18B- 01). Imagen creada por Arq. Alonso Emerson Davis.
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Figura 17.- Férmula para la determinacién de un cono truncado. Cada color representa un
cono truncado para estimar el volumen y multiplicarlo por la longitud y el
perimetro dentro del modelo matematico Imagen creada por Arg. Alonso

Emerson Davis.

Los modelos matematicos que se utilizaron fueron los mismos que fueron

propuestos por Morales-Duran et al., 2018, los cuales son de tipo potencia.



MODELO
M= 84.208(VOL0'1545)(L 0.8626 )(P1.5145)

Elaboracion del modelo matematico

El modelo se realizé con el lenguaje de programacion R, se utilizé el software de R junto con
su interfaz de R studio, versién 1.3.1073. Las librerias que se utilizaron fueron “deSolve” y
“scatterplot3d” (Soetaert et al., 2010; Ligges et al., 2003). El conjunto de derivadas descritas
en el marco tedrico por Stan et al., 2018 se expresaron en forma de funcion.

Se replicaron los resultados para el valor de ¢ (phi) correspondiente a la tasa de
expresion del mRNA del receptor TLR4 con datos de individuos-humanos. Posteriormente,
se graficd con base a la misma funcidn y pardmetros iniciales con el valor de ¢ para cada
cria de elefante marino. El valor del fold change se calculd con base en el doble delta Ct
(Formula: 27-( AACt 2)), asimismo, el AACt fue el resultado de la resta del ACt menos el

promedio grupal del ACt.

Analisis de expresion en R
El andlisis de expresidn relativa se realizé con las librerias “pcr”, “ggplot”, “cowplot” (Ahmed
& Kim, 2018). Los archivos generados por el software CFX Manager (Bio-Rad) se
transfirieron por medio de Excel (.csv) a R Studio (Livak & Schmittgen, 2001).. Se ingresaron
los resultados de la curva estandar y la cuantificacion (valores de Ct) para cada muestra. La
informacidén anexa (.csv) incluye los promedios y la desviacién estdndar de cada una de las
6 diluciones (.5, .25, 0.125, 0.06, 0.03 y 0.01) y los datos de la cuantificacion (Yuan et
al.,2006). Los datos se obtuvieron por duplicado. Se agruparon las variables por tiempo de
muestreo (destetado, post-destete) y también entre machos y hembras.

Se analizé la distribucion de los datos y con base a estos resultados se calculé
significancia estadistica con pruebas Wilcoxon y posteriormente se realizaron modelos de

regresidn lineal volviendo los datos de expresidn quasibinomiales, asimismo se aplicaron

pruebas F de Fisher para corroborar los resultados signitifcativos.



Estandarizacion del analisis molecular
Se corrieron las muestras de ARN en gel de agarosa para verificar las bandas ribosomales
(Fig. 18). No fue posible observar las bandas ribosomales en todas las muestras, pero se

validaron por su relacion 260/280 y su concentracion mayor a 25 ng/ul (Fig. 19

Figura 18.- Bandas ribosomales 28S y 18S en gel de electroforesis para verificar la integridad

del ARN'de la mucosa entérica de elefantes marinos. Gel de agarosa al 1.8%.
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500- .

—400-
=
0
£
E [ ]
8 300~
@
=
i [ ]
£ 200 - I
8 -
Z [ ]
I:E [ ]
< 400-

D_

Muestreo-1 Muestreo-2 Muestreo-3
Muestras rectales

Figura 19.- Concentracién de ARN de mucosas anales.

Se estandarizaron las muestras a una relacién 260/280 (Fig. 20) y. Se prepard un
stock con una cantidad de 40 ng/ul y a partir de dicha concentracidon se realizd una

retrotranscripcidon por muestra.
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Figura 20.- Calidad de ARN de mucosas anales.



Posteriormente, se realizaron las curvas estandar para cada gen acorde a la
metodologia. Se utilizaron dos genes control. El gen control de expresién temprana fue
GAPDH (glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase) y el gen de expresidon tardia fue RPS5
(ribosomal protein S5). Las curvas de amplificacidn y puntos de hibridacién de ambos genes
se observan en las figuras 21, 22 y 23. Las curvas estandar para el gen GAPDH y RPS5 se

observan en las figuras 24 y 25.

Amplification

Figura 21.- Curva de amplificacién de los genes control GAPDH y RPS5.

En color verde se observa el gen GAPDH y en morado el gen RPS5. El eje Y del grafico
representa las unidades relativas de fluorescencia (RFU) y el eje X los ciclos de amplificacién.

El gen GAPDH es un gen de expresiéon temprana y RPS5 un gen de expresién tardia.
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Figura 22.- Pico de hibridacién de los genes control GAPDH y RPS5 en funcidon de la

temperatura.

En color verde se observa el gen GAPDH'y en morado el gen RPS5. El eje Y del grafico
representa las unidades relativas de fluorescencia (RFU) asociadas al diferencial de
temperatura (dT). El eje X representa la temperatura a la cual se elevd el pico de
amplificacién acorde a la fluorescencia del SYBR Green. Las lineas que se observan por

debajo son el control negativo para cada gen y el control sin templado, NTC (por sus siglas

en inglés, no template control).
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Figura 23.- Curva de hibridacion de los genes control GAPDH y RPS5 en funcién de la

temperatura (°C) y las unidades relativas de fluorescencia (RFU).

En color verde se observa el gen GAPDH y en morado el gen RPS5.
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Figura 24.- Curva estandar del gen control GAPDH.



El eje Y se representa el ciclo de cuantificaciéon (Cq, por siglas en inglés,
quantification cycle). El eje X ilustra el logaritmo de la cantidad de ADN complementario
que se colocd por cada celda. La curva estdndar se realizd por triplicado, cada punto
representa una réplica del resultado. La eficiencia por cada ciclo de replicacién fue del

105.9%, la correlacion de la amplificacién por cada ciclo fue de R2=0.961 y la pendiente fue

de -3.187.
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Figura 25.- Curva estandar del gen control RPS5.

El eje Y se representa el ciclo de cuantificaciéon (Cq, por siglas en inglés,
quantification cycle). El eje X ilustra el logaritmo de la cantidad de ADN complementario
que se colocd por cada celda. La curva estdndar se realizé por triplicado, cada punto
representa una réplica del resultado. La eficiencia por cada ciclo de replicacién fue del
97.2%, la correlacion de la amplificacidn por cada ciclo fue de R2=0.971 y la pendiente fue

de -3.392.

Una vez que se obtuvieron los estandares de los genes de expresion constitutiva se
estandarizé la curva para el gen TLR4. La temperatura de hibridacidén tanto para los genes

control como para el TLR4 fue de 54.2 °C, esto se verificd por medio de gradientes de



temperatura (anexo Il). La curva de amplificacién y los puntos de hibridacion para este gen

se muestran en las figuras 26, 27, 28 y 29.

Amplification

Figura 26.- Curva de amplificacion del gen TLR4.

Los colores representan-el duplicado de diluciones seriadas del mix de cDNA que se
realizd para obtener la curva. El eje Y del grafico representa las unidades relativas de

fluorescencia (RFU) y el eje X los ciclos de amplificacion.
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Figura 27.- Pico de hibridacién del gen TLR4 en funcion de la temperatura.

Los colores representan la réplica del mix de diluciones que se utilizdé para el
experimento. El eje Y del grafico representa las unidades relativas de fluorescencia (RFU)
asociadas al diferencial de temperatura (dT). El eje X representa la temperatura a la cual se
elevod el pico de amplificacion acorde a la fluorescencia del SYBR Green. Las lineas que se
observan por debajo son el control negativo para cada gen y el control sin templado, NTC

(por sus siglas en inglés, no template control).
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Figura 28.- Curva de hibridacién del gen TLR4 en funcién de la temperatura (°C).

El eje Y del grafico representa las unidades relativas de fluorescencia (RFU). El eje X
representa la temperatura a la cual se mantuvo el pico de amplificacion acorde a la

fluorescencia. Las lineas de abajo representan el NTC y el NC.
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Figura 29.- Curva estandar del gen TLRA4.

El eje Y se representa el ciclo de cuantificacién (Cqg, por siglas en inglés,
quantification cycle). El eje X ilustra el logaritmo de la cantidad de ADN complementario
que se colocd por cada celda. La curva estdndar se realizd por triplicado, cada punto
representa una réplica del resultado. La eficiencia por cada ciclo de replicaciéon fue del
92.5%, la correlacion de la amplificacién por cada ciclo fue de R2= 0.98 y la pendiente fue
de -3.516.

Una vez que se logro la estandarizacion de los controles GAPDH, RPS5 y del gen de
interés TLR4, se realizd la cuantificacién por PCR de tiempo real de todas las muestras. La
acumulacién de la seial fluorescente (Ct) por cada ciclo de replicacién es inversamente
proporcional a la cantidad de ADN que hay en cada muestra, (a menor Ct, mayor cantidad
de acidos nucleicos hay en la muestra). Se muestra en la figura 30 el valor Ct para el gen

GAPDH y TLR4; en la figura 31 respectivamente para RPS5 y TLRA4.
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Figura 30.- Valores de Ct (cycle threshold) para el gen control GAPDH y TLR4.
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Figura 31.- Valores de Ct (cycle threshold) para el gen control RPS5 y TLR4.

Posteriormente se analizé el ACt (la diferencia en los valores de Ct para el gen de

interés y el gen housekeeping). Esto se realizd con la finalidad de normalizar el gen TLR4

con GAPDH/RPS5 y tener una medida relativa de su expresion para cada muestra. Se

eliminaron del analisis los datos outlier (Ct 38-40) (Cuadro 6).

Cuadro 6 - Interpretacion de los valores de CT en gPCR (D’haene & Hellemans, 2010).

Valores de Ct Interpretacion

<29 Son reacciones positivas fuertes indicativas de abundante acido
nucleico diana en la muestra.

30-37 Son reacciones positivas indicativas de cantidades moderadas de
acido nucleico.

38-40 Son reacciones débiles indicativas de cantidades minimas de acido
nucleico diana que podrian representar contaminacién ambiental




Modelo matematico de la dinamica TLR4 en elefantes marinos del Norte

Se utilizé el programa de R con su interfaz R Studio versién 4.0.4. Se utilizaron las librerias

“deSolve” y “scatterplot3d” (Soetaert et al., 2010; Ligges et al., 2003). Se replicé la ecuacion

diferencial y se modelé en primera instancia con los valores tedricos obtenidos de

monocitos humanos (Stan et al.,, 2018). Se puede observar en las siguientes figuras la

transicion de un estado de homeostasis (Figs. 32 y 33) a un estado pro-inflamatorio en

funcion a la exposicién de bacterias Gram negativas (LPS) (Fig. 34).
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Figura 32.- Punto estable dentro del sistema de ecuaciones diferenciales. Representa la

estabilidad del receptor TLR4 dentro de un monocito humano, ¢ = 1.2.
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Figura 33 - Transicion del receptor TLR4 dentro de un monocito. Esta dinamica se observa
al inicio de la infeccion bacteriana (progresiéon de la respuesta pro-

inflamatoria; ¢ < 1.2).
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Figura 34.- Atractor fractal;, representa la sobre-expresién del mRNA del TLR4 y su

localizacién irreversible en la membrana plasmatica.



Esto ocurre en monocitos de individuos humanos durante la sepsis severa que
eventualmente lleva a la muerte; ¢ > 1.2.
Se tomé como dato central (¢, phi) para modelar la dindmica del receptor TLR4 de las
mucosas de crias de elefante marino. Para calcularlo nos basamos en el método 2-AACt

propuesto por Stan et al., 2018.



RESULTADOS

Variacion en las medidas morfométricas de las crias durante el destete

Se incluyeron 30 crias en este estudio, 14machos y 16 hembraslLos datos obtenidos dea
capa de grasa lateral mostraron normalidad (Shapiro Wilk; W=0.97609, p = 0.09571) y
homocedasticidad (F-test =0.90717, df = 29; p = 0.7949; ver Anexo |). Tanto la‘capa de grasa
lateral, como la masa de las crias disminuyd entre el inicio del destetey el final del estudio,
20 dias después. Especificamente, la capa de grasa lateral de los elefantes marinos recién
destetados respecto a los elefantes con 20 dias de ayuno.vario significativamente (Prueba
t de Student; t = 11.615, df = 57.863, p < 2.2e-16; Fig. 35), disminuyendo en un 42.1%

promedio.
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Figura 35.- Capa de grasa lateral (mm) de crias de elefante marino del Norte. Muestreo de
febrero-marzo 2019. Se observa una notable disminucién de la capa de grasa

acorde al ayuno post-destete.

En términos de la longitud de las crias, estos valores también mostraron normalidad

(Shapiro-Wilk; W=0.98158, p = 0.2323) y homocedasticidad (F-test = 0.93565, df = 29; p =



0.8581) (Anexo I). Se observo evidencia del crecimiento, ya que la longitud de los animales
recién destetados y la registrada al dia 20 post-destete varié (Prueba T de Student; t = -
2.6316, df = 57.936, p = 0.01087; Fig. 36), siendo 3.7% mas largos que al momento del

destete.
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Figura 36.- Longitud (cm) de crias de elefante marino del Norte. Muestreo de febrero-marzo

2019.

Se analizé también la variacion en la capa de grasa y longitud entre afilos demuestreo
a crias de elefante marino. Se observé que hubo una diferencia estadistica en relacién a la
longitud (Prueba Wilcoxon, W = 6037.5, p = 0.01571; Fig. 37), y también en la capa de grasa
lateral (Prueba Wilcoxon, W =8173, p =3.303e-14, Fig. 38), siendo mas grandes y mas largos

en la temporada de muestreo del aino 2019.
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Figura 37.- Longitud corporal de las crias de elefante marino entre afios de muestreo 2017

y 2019 (Datos de Morales-Durdan, 2017).
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Figura 38.- Capa de grasa lateral se crias de elefante marino entre afos de muestreo 2017

y 2019 (Datos de Morales-Duran, 2017).
Dimorfismo sexual en las medidas morfométricas y condicion corporal

No se observaron diferencias significativas entre sexos en el grosor de la capa de grasa

lateral (Fig. 39), ni en la longitud (Fig. 40).
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Figura 39.- Capa de grasa lateral de crias de elefante marino del Norte hembras y machos.
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Figura 40.- Longitud corporal de crias de elefante marino del Norte hembras y machos.

Variacion en los parametros sanguineos a lo largo del destete temprano
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Figura 41.- Promedio del porcentaje de linfocitos de elefantes marinos del Norte. Muestreo

de febrero-marzo 2019.
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Los resultados de los conteos sanguineos fueron semejantes a los reportados con
anterioridad por Morales-Durdn, 2017 y Yochem et al., 2008. Los linfocitos no variaron a lo
largo del destete temprano (Rango Wilcoxon, W = 281.5, p = 0.4845; Fig. 41).

Los neutréfilos y basofilos tuvieron una ligera variacion siendo significativamente
mas abundantes a los 20 dias post- destete (Rango Wilcoxon, W = 203, p = 0.04489; W =
184.5, p = 0.01816; Fig. 42 y 43 respectivamente).
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Figura 42.- Promedio del porcentaje de neutréfilos segmentados de elefantes marinos del

Norte. Muestreo de febrero-marzo 2019.
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Figura 43.- Promedio del porcentaje de basodfilos de elefantes marinos del Norte. Muestreo

de febrero-marzo 2019.

Los monocitos disminuyeron al dia 20 post-destete de manera significativa (Rango
Wilcoxon, W = 629.5, p = 3.205e-07. Los eosindfilos presentaron una tendencia semejante

pero no significativamente (Wilcoxon, W =390.5, p =0.2708). Fig. 44 y 45, respectivamente.

83



15

% de Monocito
10

| |
Destetado 20 dias post destete

Tiempo

Figura 44.- Promedio del porcentaje de monocitos de elefantes marinos del Norte.

Muestreo de febrero-marzo 2019.
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Figura 45.- Promedio del porcentaje de eosindfilos de elefantes marinos del Norte.

Muestreo de febrero-marzo 2019.

Expresion relativa del gen TLR4 en mucosas entéricas del elefante marino

del Norte

Los datos de expresidn presentaron una distribucion tipo beta (Anexo lll, Fig 57 y 58), la
media del valor de A Ct del gen TLR4 del primer muestreo fue de -0.8121667, y para el
destete tardio fue de -3.998667 (Fig. 46), los valores de A Ct no variaron estadisticamente

entre las etapas de muestreo, (Wilcoxon, W = 482, p = 0.6438).
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Figura 46.- Valores de A Ct de TLR4 respecto al gen control GAPDH durante el destete

temprano (dia 0) y durante el destete tardio (dia 20).
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Tampoco se encontré diferencia significativa en la expresidn relativa del TLR4 en la

etapa del destete temprano entre sexos (Prueba Wilcoxon, W = 124, p-value = 0.6374; Fig.

47).
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Figura 47.- Valor de ACt TLR4 entre crias machos y hembras en el destete temprano.

Durante la etapa del destete tardio se encontré una mayor expresion relativa para
el gen TLR4 en hembras (Prueba Wilcoxon, W = 54, p = 0.01679; Fig 48). La diferencia de la

expresion entre los-muestreos también reveld una diferencia estadistica asociada al sexo

de las crias (Prueba Wilcoxon, W =59, p = 0.02751; Fig. 49).
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Figura 48.- Valor de ACt TLR4 entre crias machos y hembras en el destete tardio.
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Figura 49.- Diferencia del valor de ACt TLR4 entre etapas de muestreo.
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Se realizaron correlaciones de Spearman (Anexo lll, Fig. 59) y modelos lineales
generalizados para ver si las variables morfométricas explicaban la variacién en la expresién
génica en términos del patrén dimérfico. Unicamente el sexo tuvo significancia como
variable de respuesta durante el destete tardio (glm, F1,27=5.3613, p=0. 0287, glm, F1,27
=5.9865, p= 0. 02149). Cuadro 8 y 10 respectivamente.

Cuadro 7 . Las variables morfométricas no son variables de respuesta respecto al valor de

ACt de TLR4 del destete temprano respecto al sexo y grasa destete temprano.

Df Residuales gl Residuales F Pr(>F)
desviacién desviacion
29 5.9012
Grasa 1 1 0.00071 28 5.9005 0.0036 0.9529
Sexo 1 0.04342 27 5.8571 0.2164 0.6456
Grasa : Sexo 1 0.41697 26 5.4401 2.0785 0.1613

Cuadro 8 — El sexo funge como variable de respuesta explicativa respecto al valor de ACt de

TLR4 en el destete tardio respecto a la grasa.

Df Residuales gl Residuales F Pr(>F)
desviacién desviacién
29 14.634
Grasa 2 1 0.90281 28 13.731 2.2135 0.14883
Sexo 1 2.18667 27 11.544 5.3613 0.02874*
Grasa : Sexo 1 0.07299 26 11.471 0.1790 0.67575
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Cuadro 9 — Las variables morfométricas no son variables de respuesta respecto al valor de

ACt de TLR4. (sexo y longitud destete temprano)

Df Residuales gl Residuales F Pr(>F)
desviacion desviacion
29 5.9012
Longitud 1 1 0.164495 28 5.7367 0.8046 0.3780
Sexo 1 0.075280 27 5.6615 0.3682 0.5492
Longitud 1: 1 0.031354 26 5.6301 0.1534 0.6985
Sexo

Cuadro 10 — El sexo funge como variable de respuesta explicativa respecto al valor de ACt

de TLR4 en el destete tardio respectoa longitud.

Df Residuales gl Residuales F Pr(>F)
desviacién desviacién
29 14.634
Longitud 2 1 0.09332 28 14.540 0.2174 0.64492
Sexo 1 2.56987 27 11.970 5.9865 0.02149*
Longitud 2: 1 0.01893 26 11.951 0.0441 0.83532
Sexo
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Modelo matematico de la dinamica celular de TLR4

El modelo matematico reflejé la dinamica espacial observada en monocitos de individuos
humanos en transicion, dada una interaccion moderada con bacterias Gram negativas tanto
para el destete temprano como el tardio. Los resultados demostraron que los elefantes se
encontraban en un proceso de transformacién de su microbiota, al menos en lo que
concierne a la via del receptor TLR4 y su dindmica con el LPS (Fig. 50). El valor de @ o sobre-
regulacidon para el primer muestreo fue de 0.6176248307 (color azul) para el segundo

muestreo fue de 0.7872314022 (color rojo).
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Figura 50.- Representacion espacial de datos de expresidn obtenidos de la gPCR del TLR4
en mucosas entéricas de crias de elefante marino, ® = 0.61; ® = 0.78,

respectivamente.
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DISCUSION

La presente tesis investigd la expresidn relativa de un gen involucrado en la dindmica de
reconocimiento de bacterias Gram negativas comensales en el epitelio entérico asociado al
sistema de mucosas de crias de elefante marino. A continuacidn, se discuten los resultados

obtenidos y su relacidn con estudios al respecto.

Mirounga angustirostris es una especie poco estudiada en términos de su sistema inmune
de tolerancia y su dindmica comensal con microorganismos. Los estudios para esta especie
han sido en mayor medida relacionados a su historia de vida, comportamiento, recursos
energéticos, entre otros. Recientemente, se han descrito perspectivas moleculares
involucradas con su capacidad para inhibir el crecimiento bacteriano (Morales-Duran et al.,
2018) y se ha descrito su repertorio de microbiota entérica (Stoffel et al., 2020. Las hipdtesis
gue se desafiaron en la presente tesis se basaron en preguntas hechas a partir de ambos

estudios, y los resultados fueron concordantes.

Hipotesis 1

Los elefantes marinos del Norte en estado neonatal presentan un dimorfismo sexual en la

expresion relativa del gen TLR4 asociado a mucosas del epitelio entérico.

Prediccion 1

Los machos tienen una menor expresion relativa del gen TLR4 que las hembras.
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El dimorfismo sexual inmune en especies silvestres ha sido poco estudiado. Sin embargo,
los estudios en humanos, ratas, ratones y otros modelos de laboratorio han demostrado
gue existe una brecha marcada en la expresidon de efectores inmunes tanto del sistema
inmune innato como el sistema inmune adaptativo, siendo mds robusta y aguda la
respuesta innata en las hembras (Klein y Flanagan , 2016, Pennell et al., 2012, Ghazeeri et
al., 2011). Multiples factores contribuyen al dimorfismo sexual, uno de los mas estudiados
es la expresiéon de los cromosomas sexuales, la sub o sobre regulacién de genes por factores
de transcripcién o miRNA’s aunado a la regulacién de la sefalizacion endocrina, factores
ambientales y/o causas epigenéticas (Klein y Flanagan , 2016, Pennell et al.; 2012). En otras
palabras, el dimorfismo sexual inmune es consecuencia de un conjunto de variables
genéticas, ambientales, hormonales e, incluso, del microbioma (Klein y Flanagan, 2016,
Duneau et al.,, 2017).

Recientemente se descubrid que existe una variaciéon significativa en términos del
sexo y la inhibicidon sérica de la bacteria Escherichia coli en el elefante marino del Norte, ya
gue las hembras mostraron mayor capacidad de inhibir a E. coli que los machos (Morales-
Duran 2018). Curiosamente, el lipopolisacarido (LPS) de E. coli es el ejemplo mas conocido
de un potente agonista del receptor TLR4 y ha sido el modelo mas utilizado para el estudio
de esta via de sefializacién (Kurt et al., 2013, O’Neill et al., 2013). Existe evidencia de que
las hembras por lo general sobre expresan las vias de sefializacién TLR en comparacion con
los machos (Klein'y Flanagan , 2016). En esta tesis, se encontré que las crias hembras de
elefante marino del Norte expresaron mds el gen TLR4 en la etapa de destete tardio
comparado con los machos, especificamente en las mucosas entéricas. A partir de los
resultados, se sugiere que la diferencia en la expresién dimodrfica para este gen se debe a la
progresion esteroidal dada la presurosa maduracion de esta especie (Sherman-Cooney et
al.; 2005).

Se ha propuesto que los estrégenos incrementan la expresidon de vias asociadas a

PRR (Klein y Flanagan , 2016). Estudios realizados en macréfagos peritoneales de raton
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reportan que el estrégeno 17f-estradiol aumenta la expresion tanto del receptor Toll 4
(TLR4) asi como del co-receptor CD14 y la proteina de unidén al lipopolisacarido (LBP)
(Rettew et al., 2009). Acorde a este planteamiento, la testosterona, el andrégeno primario
de los machos, se ha visto que disminuye del 8-10% la expresion del receptor TLR4 en la
superficie de macroéfagos peritoneales de ratén (Rettew et al., 2008). Interesantemente,
existe evidencia de que tanto la testosterona como el estradiol, aumentan
significativamente a lo largo del destete tardio en sangre de crias de elefante marino del
Norte, a pesar del intenso ayuno por el que pasa esta especie (Sherman-Cooney et al.,2005)
(Anexo IV, Fig. 58).

Es posible que los resultados obtenidos de expresion génica del TLR4 sean
provenientes de macréfagos intestinales de la lamina. propia, los cuales son de los
principales mediadores de la tolerancia inmune entre el-hospedero y los microorganismos
comensales. Sin embargo, es importante remarcar que la dindmica de este receptor no es
igual en todos los tejidos y varia en funcidn de la etapa de desarrollo e incluso la especie.
Por ejemplo, en monocitos de humanos adultosla expresion del TLR4 es mayor en machos
gue en hembras ante la exposicion de LPS (Aomatsu et al., 2013). En contexto al desarrollo
dimorfico, se puede argumentar para esta especie (NES), que las hembras presentan un
desarrollo mas precoz que el de los machos. Por ejemplo, en el proceso de muda de pelaje
y el desarrollo de la dentadura (Le Boeuf y Laws, 1994; Briggs, 1974); ademas, la adquisicion
de madurez sexual también varia entre sexos, ya que ocurre aproximadamente 3 afios mas
temprana en las hembras que en los machos, en donde ocurre a los 8 afios (Le Boeufy Laws,
1994). Con base en los resultados obtenidos en esta tesis, es posible que exista una
correlacién entre la expresion dimérfica del receptor TLR4 y la esteroidogénesis durante el
desarrollo neonatal tardio (Rettew et al., 2009, Sherman-Cooney et al., 2005).

Como se ha discutido por algunos autores, el elefante marino del Norte tiene
mecanismos “compensatorios” los cuales permiten una homeostasis a pesar del estrés

provocado por el ayuno dada su historia de vida (Le Boeuf y Laws, 1994, Ortiz et al., 2002,
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Sherman-Cooney et al., 2005). La expresién de testosterona y estradiol no presentan
inhibicidn o regulacién negativa por la falta de alimento, como ocurre para otras especies
(p. ej. mono Rhesus o humanos) (Cameron y Nobish 1991, Cumming et al., 1983); aunque
la concentracién de cortisol incrementa significativamente (Ortiz et al., 2002). Dada esta
evidencia, se sugiere que la subexpresién del receptor TLR4 en las crias macho durante el
destete tardio se debe entre varios factores, a la induccién de andrégenos, principalmente
la testosterona. Inversamente, proponemos que la sobreexpresién del receptor TLR4 en
hembras podria estar explicado por el aumento en estrégenos como el estradiol (Rettew et

al. 2008, Sherman-Cooney et al., 2005, Crocker et al., 2014, Ortiz et al., 2002).

Hipotesis 2

Los elefantes marinos del Norte varian la expresién del receptor TLR4 en estado neonatal

respecto al destete tardio.

Prediccion 2

La expresion del receptor TLR4 del epitelio entérico del elefante marino incrementa a lo

largo del destete tardio.

En otros estudios asociados al elefante marino del Norte y otros fécidos, como el elefante
marino delsur. los conteos sanguineos para leucocitos y neutrdfilos suelen aumentar en los
primeros 15 dias después del destete (Hall et al., 2003, Yochem et al., 2008, Morales-Duran
2018), lo que corresponde a lo observado en esta tesis. Al encontrarse en procesos
anabdlicos durante el destete tardio, los animales deben empezar a gestionar su respuesta
inmune por si solos, la inversidn inmune materna en términos de la leche con la que se

alimentan las crias se agota temporalmente y la maduracién tanto del sistema inmune
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adaptativo como el innato debe agudizarse (Kovacs y Lavigne, 1986). En el presente estudio
se corrobord que existe un ligero aumento de la expresion del gen TLR4 pero que este es
significativo Unicamente en las hembras, a lo largo del destete tardio; sin embargo, en
conjunto no se observé diferencia significativa a lo largo del destete tardio.

Acorde a la hipodtesis, se esperaba encontrar una diferencia significativa entre el
primer y tercer muestreo de manera general, ya que recientemente se ha observado que el
cambio en la abundancia relativa de bacterias es robusto en la etapa temprana del
desarrollo neonatal (Stoffel et al., 2020). Se sabe que la variacidon ocurre especificamente
en filos de bacteria como Clostridia (Hembras: 47%, Machos: 44%), Bacteroides (Hembras:
18%, Machos: 20%) y Fusobacteria (Hembras: 13%, Machos 12%), desde el destete hasta
los primeros 15 dias de desarrollo (Stoffel et al., 2020.).Para fines de esta discusion, se
tomara en cuenta Unicamente al filum Bacteroides, ya que se trata de una gran familia de
bacilos Gram negativos, la cual se sabe que cuenta con miembros que aumentan su
abundancia conforme se acerca la independencia nutricional, como lo es especificamente
el género de bacterias Prevotella (Westrom et al., 2020, Larsen, 2017).

En estudios recientes, se encontrd que Prevotella incrementa su abundancia relativa
en el epitelio entérico en crias de'elefante marino del Norte y podria estar relacionada con
procesos de tolerancia o inflamacién (Stoffel et al., 2020). Hace poco se descubrid que,
efectivamente, Prevotella regula el ecosistema bacteriano mediante la reduccién de acidos
grasos de cadena corta (SCFA), y la modulacién de citocinas proinflamatorias como IL-18
(lljazovic et al 2021). Se ha sugerido que Prevotella regula el metabolismo de la glucosa y la
degradacion de fibras dietéticas de manera benéfica en el intestino (Sandberg et al 2018).
Sin embargo, también se ha asociado su presencia con el desarrollo de enfermedades
cronicas, como la colitis ulcerativa (Lucke et al 2006), y en mujeres se ha relacionado
estrechamente con la artritis reumatoide de origen autoinmune (Wells et al., 2020, Scher
et al., 2013). Incluso se ha propuesto como un biomarcador diagndstico para mujeres con

predisposicidon genética a esta enfermedad (Wells et al., 2020).
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En esta tesis se propone que la ausencia de evidencia de diferencias de la de TLR4
entre etapas de muestreo pudo deberse a 1) el numero relativamente bajo de animales
incluidos en el estudio o 2) el que, de manera global, el microbioma se desarrolla en un
contexto ecoldgico y ambiental bastante semejante. Sin embargo, al menos para este gen,
es posible que el cambio de la expresién en las hembras muestreadas durante el destete
tardio puede deberse a un aumento relativo de bacterias del género Prevotella presentes
en la mucosa del epitelio entérico de las crias hembras. Esto seria entonces un patrén
normal en el microbioma de esta especie, la cual se regula adecuadamente en sus

respectivos rangos homeostaticos gracias a la red de tolerancia inmune.

Hipétesis 3

Los elefantes marinos del Norte mantienen la homeostasis acorde al modelaje matematico.

Prediccion 3

El receptor TLR4 de los elefantes ' marinos fluctia en puntos estables dindmicos a lo largo

del destete temprano y tardio.

Los resultados obtenidos en la presente tesis demostraron que la expresion del receptor
TLR4 estd en una transicion oscilatoria moderada durante la etapa temprana del desarrollo
y también durante el desarrollo tardio. La limitacion de estos datos radica en que los
animales no pasaron un tratamiento experimental bajo condiciones de laboratorio como es
lo habitual, por ende, la sub o sobre regulacién no se basé en una comparacién entre
grupos. Sin embargo, se tomé como comparacién la media grupal para cada estado y se
eliminaron los outliers con la finalidad de ser lo mas veraces en lo que respecta a la

interpretacion de los datos obtenidos.
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Con base en esto, obtuvimos dos osciladores en espiral que variaron Unicamente en
funcién del pardmetro ®, es decir, en la produccion relativa de mRNA del TLR4. Dicha
produccion se vio ligeramente en aumento a lo largo del destete tardio y puede observar
como el espiral amplia su espectro, conteniendo la perturbacién. Esta representacién
grafica probablemente esté relacionada con el hecho de que los elefantes marinos se
encuentran bajo un estrés por el ayuno de 20 dias aunado a la presion de seleccidon de entrar
al agua para adaptarse a su nuevo ambiente acuatico (Ortiz et al., 2003). Sin embargo, los
procesos homestaticos contienen el estrés ambiental. Esto se ha corroborado con vias de
cortisol, las cuales se saben que para esta especie son inhibidas en su periodo de ayuno
(Sherman-Cooney et al. 2005).

Las comunidades bacterianas del intestino probablemente experimentan un alto
nivel de variacién por el cambio metabdlico y la regulacién de nutrientes. No obstante, con
estos resultados confirmamos que las células extraidas de la mucosa entérica de elefantes
marinos del Norte, expresan su receptor TLR4 de manera dinamica principalmente en el
interior celular (red trans Golgi, endosomas, reticulo endopldsmico) de manera dindmica, y
lo suficiente en la membrana plasmatica (Stan et al., 2018). La maquinaria celular o sistema
inmune de tolerancia amortigua eventos de extincion y/o abundancia relativa de bacterias
intestinales con la finalidad de que el sistema evada extremos en la respuesta inmune ya
sea pro-inflamatoria (desencadenamiento de enfermedades crénicas o enfermedades
autoinmunes) o bien, el otro extremo, la inmunosupresion. De ser alguno de estos ultimos
casos, el reflejo de la bacteriemia en el sistema matematico se hubiese comportado como
un doble atractor con una gran amplitud y probablemente hubiéramos visto morir a los
elefantes_marinos en el campo de muestreo. Dicho doble atractor es conocido como
“atractor de Lorenz” y ha sido ampliamente descrito en sistemas bioldgicos en los que una
ligera perturbacion en las condiciones iniciales (respecto al pardmetro @ en la derivada de
x), conlleva al caos (también conocido como efecto mariposa) (Pinsky, 2017, Atangana et

al., 2019). Se sugiere entonces que la evolucion de las bacterias comensales de los elefantes
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marinos ya se ha adaptado a los cambios extremos acorde a la historia de vida de esta
especie. AUn quedan por descifrar con precisién los mecanismos moleculares por los que
esta especie resulta tan resiliente en términos de su microbioma intestinal pero en
conclusién, el modelo aqui planteado permitié corroborar las oscilaciones del receptor TLR4
a nivel intra y extracelular con la finalidad de evaluar los datos experimentales y realizar una

tenue contribucién a la inmunologia tedrica.

PERSPECTIVAS

Para un mejor entendimiento de la dindamica de tolerancia o inflamacién mediada por el
receptor TLR4 se sugiere realizar un analisis transcriptomico (RNA-seq) de las mucosas
entéricas o bien, afiadir genes que estén involucrados con la via TLR4, tales como MD2,
CD14, MyD88, grp78 o IL-10 (Beutler, 2000; Stan et al., 2017). La via de reconocimiento de
bacterias Gram negativas en el epitelio entérico es una red dindmica que cambia en funcién
del tiempo y de los agonistas y/o antagonistas de los multiples PRR, para ser comprendida
de manera integral, se aconseja retomar el modelo planteado afiadiendo inductores o
represores dentro del sistema de ecuaciones diferenciales (p. ej. NF-kB, grp78, LPS). En
conjunto, los datos obtenidos permitiran un mejor entendimiento de cdmo se efecttan las
perturbaciones ante patdgenos y/o estresores ambientales y cdmo es que esta especie
logra perseverar dentro de sus limites homeostaticos en términos de su sistema entérico.
Porotra parte, una limitacion del presente estudio fue el desconocimiento del linaje
celular del que se obtuvo el ARN dentro de las muestras de mucosas entéricas, futuros
estudios pueden inspeccionar mediante inmunohistoquimica o el uso de marcadores
celulares la variabilidad de la expresion de este gen en un tipo celular en especifico. Sin
embargo, este estudio dio la pauta para conocer una de las vias mas importantes en relacién

al reconocimiento de bacterias comensales en el intestino de una especie silvestre, el
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elefante marino del Norte, un grupo de mamiferos marinos auténticos en su tipo, dada su
resiliencia, su patrén dimorfico y su genuina historia de vida. Proximos estudios podran
dilucidar si el dimorfismo génico asociado al microbioma es mucho mas robusto de lo que
aqui se pudo observar o si es mucho mas variable en funcién del tiempo, aspecto que no se
pudo corroborar de manera precisa. El alcance de dichos estudios permitird explorar nuevas
formas de regulacidn en las redes homeostaticas en el intestino acorde al sexo, el estado

de desarrollo neonatal y/o las perturbaciones ambientales que puedan acontecer.
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CONCLUSION

Este estudio tuvo la oportunidad de entender la dinamica de un gen relevante en el
reconocimiento de bacterias Gram negativas en el epitelio entérico de un mamifero
silvestre. Ademads, se asocio la actividad de la via TLR4/LPS en un contexto de historia de
vida recabando datos morfolégicos y sanguineos para la trazabilidad de esta especie.

Se discutieron las posibles causas ambientales, hormonales y genéticas que podrian
estar implicadas en estos resultados, ademas de analizar la dinamica del receptor TLR4
desde una perspectiva matematica y datos experimentales. Este  trabajo generd
conocimiento que permitird entender mejor los sistemas moleculares de la tolerancia
inmune entérica en el desarrollo neonatal de una especie semi-acuatica, el elefante marino

del Norte, Mirounga angustirostris.
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Figura 51.- Histograma de la distribucion de los datos asociados a la longitud (cm) de las

crias de elefante marino muestreadas en la temporada reproductiva del 2019.
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Figura 52.- Distribucion de los datos asociados a la capa de grasa (mm) de las crias de

elefante marino muestreadas en la temporada reproductiva del 2019.
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Figura 53.- Estimacion de la masa (kg) de las crias de elefante marino en el destete

temprano, temporada reproductiva 2019. ns= no significativo
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Figura 54.- Estimacion de la masa (kg) de las crias de elefante marino en el destete tardio,

temporada reproductiva 2019. ns= no significativo
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ANEXO Il

Melt Curve
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Figura 55.- Pruebas de gradiente de temperatura para determinar la hibridaciéon de los

primers en el gen TLR4.
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Figura 56.- Pruebas de gradiente para determinar el pico de amplificacién del gen TLR4.
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Cullen and Frey graph
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Figura 57.- Distribucién beta de los datos de expresidon temprana del receptor TLR4, los

datos se permutaron 1000 veces para conocer su tipo de distribucién.
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Figura 58.- Distribucidn beta de los datos de expresidn tardia del receptor TLR4, los datos

se permutaron 1000 veces para conocer su tipo de distribucion.
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Figura 59.- Matriz de correlacién de variables morfométricas y de expresién génica. Se
excluyeron los datos sanguineos por escasez de informacion en el primer
muestreo. (Método Spearman, funcién cor() en RStudio). LT= Longitud, C_G
=Capa de grasa, X.delta.Ct = el valor de delta Ct durante la etapa de destete

temprano (1), etapa de destete tardio (2). Avg Ct = Promedio de Ct para cada

gen.
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Figura 60.- Concentraciones esteroidales en sangre de crias de NES en ng/ml (Sherman-

Cooney-et al. 2005).
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