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RESUMEN

El lobo marino de California es considerado como modelo potencial para el estudio de la
carcinogénesis debido a que presenta una alta e inusual prevalencia de cancer. Al ser
una especie silvestre, proporciona informacion sobre las complejas interacciones entre
la genética, las infecciones y el medio ambiente. El carcinoma urogenital presenta una
prevalencia que fluctia entre el 18-23% de los varamientos totales en las costas de
California. Se ha asociado a la infeccién por dos virus con potencial oncogénico, factores
genéticos, y altos niveles de contaminantes organoclorados. Las diferencias ecoldgicas
a lo largo de la distribucion del lobo marino de California, hacen que sea idéneo para el
estudio del sistema inmunitario y su relacion con los factores ambientales posiblemente
asociados con el cancer. El principal objetivo de esta tesis fue evaluar el pefrfil
transcripcional de genes clave involucrados en procesos antivirales y antitumorales a
nivel del epitelio genital del lobo marino de California. En el primer capitulo se investigd
el perfil transcripcional de linfocitos del epitelio genital de hembras adultas de lobos
marinos de California en libertad, y evaluamos la expresion de 10 genes involucrados en
respuestas antivirales y antitumorales (KIR, Ly49, perforina, granzima B, STAT-1, eomes,
Thx21, GATA-3, STAT-6 y FOXp3) con el objetivo de buscar diferencias de acuerdo a
los afios de muestreo, a diferencias regionales, a la infeccién por dos virus oncogénicos,
el gammaherpesvirus otarino (OtHV-1) y el papillomavirus otarino (ZcPV-1) y a la
transformacion pre oncogénica. Debido las diferencias en la prevalencia del carcinoma
urogenital en las distintas poblaciones del lobo marino en aguas mexicanas y las que
habitan las costas de California, fueron evaluados los cambios morfolégicos celulares
gue se presentan en las hembras adultas con carcinoma urogenital para identificar los
cambios morfoldgicos celulares sugestivos a neoplasias intraepiteliales, y determinar si
existe una concordancia diagnostica entre los cambios morfoldégicos que se dan en las
lesiones cervicales obtenidas mediante estudios citolégicos con las lesiones
macroscopicas halladas a la necropsia de hembras varadas en las costas de California
E.E.U.U., ademas de buscar fenotipos celulares caracteristicos de infeccion por
papilomavirus. Se encontraron diferencias en los niveles de expresion relativa de varios

genes entre los afios de muestreo, lo cual tiene relacion a la variabilidad de importantes



factores ambientales como elevada temperatura del agua y escasez de alimento que
estan directamente relacionadas a alteraciones de respuestas inmunitarias. También se
observaron diferencias regionales en la expresion de genes relacionados a respuestas
citotoxicas y a respuestas de tipo Thl y patrones de regulacién a la baja en CSL
infectados con OtHV-1 en comparacion con CSL no infectados o infectados con
papilomavirus. Se observaron cambios morfologicos celulares indicativos de displasia
leve, y la presencia de coilocitos, pero no fueron evidentes cambios sugestivos a
displasia grave o cancer. Este estudio generé conocimiento para comprender la
influencia de virus potencialmente oncogénicos y la displasia celular leve en los
principales efectores inmunoldgicos en CSL a nivel del epitelio genital, ademas de tener
una mejor integracion de la informacion existente sobre la competencia inmunolégica en

el contexto del carcinoma urogenital en CSL.
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ABSTRACT

The California sea lion is considered a potential model for the study of carcinogenesis
due to its high and unusual prevalence of cancer. Being a wild species, it provides insight
into the complex interactions between genetics, infection, and the environment.
Urogenital carcinoma has a prevalence that fluctuates between 18-23% of total
strandings on the California coast. It has been associated with infection by two viruses
with oncogenic potential, genetic factors, and high levels of organochlorine contaminants.
Ecological differences throughout the distribution of the California sea lion make it ideal
for studying the immune system and its relationship to environmental factors possibly
associated with cancer. The main objective of this thesis was to evaluate the
transcriptional profile of key genes involved in antiviral and antitumor processes at the
level of the genital epithelium of the California sea lion. In the first chapter, the
transcriptional profile of lymphocytes from the genital epithelium of adult female California
sea lions in the wild was investigated, and we evaluated the expression of 10 genes
involved in antiviral and antitumor responses (KIR, Ly49, perforin, granzyme B, STAT- 1,
eomes, Tbx21, GATA-3, STAT-6 and FOXp3) with the aim of looking for differences
according to sampling years, regional differences, infection by two oncogenic viruses,
otarino gammaherpesvirus (OtHV-1) and otarino papillomavirus (ZcPV-1) and pre-
oncogenic transformation. Due to the differences in the prevalence of urogenital
carcinoma in the different sea lion populations in Mexican waters and those that inhabit
the coasts of California, the cellular morphological changes that occur in adult females
with urogenital carcinoma were evaluated to identify cellular morphological changes.
suggestive of intraepithelial neoplasias, and to determine if there is a diagnostic
concordance between the morphological changes that occur in the cervical lesions
obtained by cytological studies with the macroscopic lesions found at necropsy of females
stranded on the coast of California, USA. in addition to looking for cellular phenotypes
characteristic of papillomavirus infection. Differences were found in the relative
expression levels of several genes between the sampling years, which is related to the
variability of important environmental factors such as highwater temperature and food

scarcity that are directly related to alterations in immune responses. Regional differences



in the expression of genes related to cytotoxic responses and Thl-like responses and
downregulation patterns were also observed in OtHV-1l-infected CSL compared to
uninfected or papillomavirus-infected CSL. Cellular morphological changes indicative of
mild dysplasia and the presence of koilocytes were observed, but no changes suggestive
of severe dysplasia or cancer were evident. This study generated knowledge to
understand the influence of potentially oncogenic viruses and mild cell dysplasia on the
main immunological effectors in CSL at the genital epithelial level, in addition to having a
better integration of existing information on immunological competence in the context of

urogenital carcinoma. in CSL.
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INTRODUCCION

El cancer es uno de los principales problemas de salud a nivel mundial en la poblacion
humana. Su aparicion se debe a una combinacion de factores extrinsecos e intrinsecos,
gue incluyen alteraciones genéticas y epigenéticas que llevan a cambios en la expresion
génica (Ponder, 2001). Estas alteraciones causan inestabilidad del genoma que lleva a
la activacion de oncogenes y al silenciamiento de genes supresores tumorales que
juegan un papel muy importante en el control de la proliferacion y transformacion celular
(Cheung et al., 2009).

Lamentablemente, el estudio del cancer en el humano es complicado por la gran
cantidad de factores de confusion, como variaciones en la dieta, en la microbiota, en los
farmacos utilizados, en el estado de inflamacion crénico y las enfermedades crénico
degenerativas concomitantes, entre otros factores, que dificultan comprender la
importancia de los factores que pueden dar lugar a la transformacion maligna celular. Por
eso, el estudio del cancer en modelos no humanos aporta informacion importante sobre
aspectos bioldgicos, genéticos y ecoldgicos, lo que permite tener un enfoque sistémico
y objetivo de la compleja naturaleza de esta enfermedad (Effron et al., 1977).

El lobo marino de California, Zalophus californianus, (en adelante, CSL) es
considerado como un modelo para el estudio de la carcinogénesis debido a que presenta
una alta e inusual prevalencia de cancer, y al ser una especie silvestre, proporciona
informacion sobre las complejas interacciones entre la genética, las infecciones y el
medio ambiente, sin otros factores de confusion (Browning et al., 2015). Ademas, el tipo
de céncer, carcinoma urogenital, desarrollado por esta especie pinnipeda, presenta
ciertos paralelismos epidemiolégicos con el cancer cervicouterino de las mujeres, por lo
gue su estudio puede llevar a comprender mejor los factores causales mas importantes

para esta transformacion cancerigena en el humano (Browning et al., 2015).

El carcinoma urogenital presenta una prevalencia que fluctia entre el 18 y el 23%
de los varamientos totales en las costas de California, una inusual prevalencia para una

especie en vida libre (Gulland et al., 2020). Al igual que otros tipos de cancer, el



carcinoma urogenital tiene un origen multifactorial. La infeccion por virus oncogénicos es
uno de los factores mayormente asociado a la enfermedad, en particular, se ha asociado
correlativamente la presencia del gammaherpesvirus otarino (OtHV-1) a la ocurrencia de
cancer urogenital (Lipscomb et al., 2000; King et al., 2002; Gulland et al., 2020), mientras
gue se ha propuesto que el papillomavirus otarino (ZcPV-1) podria estar asociado a la
pre-transformacion cancerigena del epitelio cervical (Barragan-Vargas et al., 2016).
Ademas, se han relacionado estadisticamente diversos factores con la ocurrencia del
carcinoma urogenital. Por ejemplo, factores genéticos, como bajos niveles de
heterocigosidad (Acevedo et al., 2003), variantes alélicas de algunos microsatélites
(Browning et al., 2018) y genes especificos del complejo mayor de histocompatibilidad
(MHC de clase Il) (Bowen et al., 2005), pérdida de receptores de estrogenos (Colegrove
et al., 2009), y altas concentraciones de agentes contaminantes, como organoclorados,

el PCBs y DDT, en la grasa y sangre de los lobos marinos (Ylitalo et al., 2005).

Curiosamente, hasta el dia de hoy no hay evidencia de carcinoma urogenital en
lobos marinos de California que habitan aguas mexicanas, es decir en las islas del Golfo
de California y del Pacifico Norte Mexicano, y Unicamente se han observado casos de
transformaciones pre-oncogénicas del epitelio genital en el grado de displasia
intraepitelial leve (Barragan-Vargas et al., 2015). Una posible explicacion a la diferencia
en la ocurrencia de este fendbmeno patolégico son las marcadas diferencias en las
concentraciones de organoclorados reportadas en la grasa de lobos marinos de las
costas de California en comparacion con la de individuos del Golfo de California y
Pacifico Mexicano. Se ha observado que los niveles de organoclorados siguen un
gradiente hacia el sur de California, disminuyendo su concentracion, siendo dos a tres
ordenes de magnitud mas altos en California que en los animales del Pacifico mexicano
y que en el Golfo de California (Ylitalo et al., 2005; Del Toro et al., 2006; Nifio-Torres et
al., 2009). Altas concentraciones de organoclorados y otros pesticidas pueden ocasionar
cambios en la inmunomodulacion de los individuos, lo que fue propuesto para explicar
diferencias en la expresion de genes de subpoblaciones de linfocitos circulantes
encargados de la oncogivilancia en el contexto de la carcinogenesis en el CSL (Peiiin et
al., 2018).



A la fecha, se desconoce el perfil de expresion genético del epitelio genital de los
lobos marinos, ni su relevancia para la pre-transformacion oncogénica. El objetivo del
presente trabajo fue evaluar la expresion del epitelio genital de genes clave para las
respuestas inmunitarias, particularmente en respuestas antivirales y antitumorales
mediadas por células NK, linfocitos T CD8* y CD4+ vy linfocitos T reguladores,
involucrados en lainmunomodulacion en el contexto de la transformacion pre oncogénica
y de acuerdo a las infecciones por virus oncogénicos. Ademas, se busca comprender el
papel del sistema inmunitario a nivel local en el control del carcinoma urogenital en

etapas iniciales.



Il. ANTECEDENTES

2.1 Generalidades del cancer

El cancer es uno de los principales problemas de salud a nivel mundial en la poblacién
humana, fue descrita en la antigiedad como un grupo de “enfermedades raras” y con
base en los reportes médicos de la época, puede verse que su incidencia incrementé
gradualmente desde el siglo XVIII; desde entonces, a pesar de los esfuerzos realizados
por combatirlo, es una de las principales causas de muerte en el mundo (Capasso, 2005;
Salaverry, 2013). El término ‘cancer’ engloba a un conjunto de patologias que se
caracterizan por presentar la proliferacion clonal descontrolada de células que forman un
tejido (OMS, 2019). Ademés de la proliferacion celular desmedida, el término cancer
involucra una transformacion maligna, es decir, las células pierden las caracteristicas de
una célula normal y adquieren otras que promueven el desarrollo de un proceso
neoplasico (Hanahan & Weinberg, 2000). Se conoce también como neoplasia al
crecimiento excesivo y sin control de masas celulares que se desarrollan en cualquier
tipo de tejido solido, con rasgos funcionales diferentes a las de un tejido normal (Ouchen,
2008). Por el contrario, puede haber crecimiento excesivo sin malignizacién, como serian

los casos de hiperplasia, que no tienen que volverse un cancer.

El desarrollo del cancer se conoce como oncogénesis 0 carcinogénesis y es un
proceso complicado, pues hasta hace unas pocas décadas se ignoraba el cémo una
célula era capaz de iniciar esta transformacion y desencadenar cancer. Actualmente se
sabe, gracias a los avances en estudios moleculares y al desarrollo de herramientas de
secuenciacion genodmica, que el cancer es un desorden genético esporadico, que inicia
debido a una acumulacién de alteraciones genéticas y epigenéticas, que como
consecuencia llevan a alteraciones en la expresion génica (Ponder, 2001; Sharma et al.,
2010).

En esencia, el cancer se desarrolla por la alteracion en la expresién de ciertos
genes que participan activamente en la regulacion del ciclo celular, particularmente

genes que controlan la division mitotica y la apoptosis, ademas de alteraciones en genes



implicados en los mecanismos de reparacion del ADN, al menos en las primeras etapas
de su desarrollo (Ponder, 2001).

Todas las células eucariotas siguen una serie de pasos escritos en su programa
genético que les ayuda a llevar un adecuado crecimiento y proliferacion, y para esto, se
necesita la expresion de un conjunto de genes que codifican para proteinas especificas
que “controlan” la transicion de cada una de las fases (Fotedar & Fotedar, 1995). La
importancia de la expresion de estos genes radica en que las proteinas para las que
codifican ejercen su funcion solamente en una “ventana”’ de tiempo durante el ciclo
celular, la cual es muy precisa y es dependiente de sefales internas y externas
(Hulleman, 2001; Fragoso et al., 2004). Existen diversas proteinas implicadas en la
regulacion del ciclo celular. Las ciclinas, por ejemplo, son proteinas que tienden a
aparecer y desaparecer a lo largo del ciclo, controlando la transicion de una fase a otra
(Nigg, 1995). Las ciclinas tienen un complemento, y estas son las quinasas dependientes
de ciclinas (CDKs), juntas forman una macromolécula funcional con actividad de cinasa
(Gao & Zelenka, 1997). Existen diferentes complejos ciclina/CDK, y sus diversas
combinaciones ejercen diferentes funciones, por ejemplo, la ciclina E/CDK2 esta
implicada en la transicion entre las fases G1 a S; otras combinaciones diferentes ejercen
otras funciones, como la de regular diferentes procesos celulares mediante la
fosforilacién de proteinas que activan a genes que participan en la sintesis del ADN (Koff
et al.,, 1992; Garcia-Foncillas et al.,, 2001). En el cuadro 1 se enlistan las ciclinas

activadoras de las CDKs y su funcién.

El ciclo celular tiene un papel extremadamente significativo en el desarrollo del
cancer. Es un proceso de varios eventos, donde el objetivo es el crecimiento y la division
de las células de forma controlada; este proceso se divide en 4 fases: La fase G1 o de
crecimiento 1, la fase S de sintesis, la fase G2 o de crecimiento 2 y la fase M 0 mitosis
(Fragoso et al., 2004). La primera fase, G1, inicia en una célula que concluyé su division.
En esta fase, la célula crece y produce diversas proteinas necesarias para la siguiente
fase, la S. En la fase S se duplica el ADN; al terminar esta fase, el nucleo tiene el doble
de ADN y de proteinas nucleares y la célula esta lista para entrar a la siguiente fase, la
G2. En esta fase se continua con la sintesis de ARN y la produccion de proteinas y demas



organelos, por lo que la célula aumenta de tamafo (Israels & Israels, 2000). A este
periodo entre las dos mitosis, G1, S y G2 se denomina interfase (Garcia-Foncillas et al.,
2001). Existe otra fase llamada GO, en donde la célula no produce ni sintetiza ADN,
Gnicamente se mantiene en quiescencia. La fase de mitosis llega so6lo cuando la célula
es estimulada para hacerlo, por ejemplo, al haber una sobreexpresion de factores de
transcripcion (sefal intracelular) o por la estimulacion generada por factores de
crecimiento, hormonas, o mitdgenos (sefiales enddcrinas o paracrinas) (Fragoso et al.,
2004).

Cuadro 1 Familia de ciclinas y CDKs en mamiferos
CDK Principales ciclinas Funcion en la célula
activadoras
CDK1 Al, A2, B1, B2 Ciclo celular (G2 — M)
CDK?2 Al, A2, E1, E2 Ciclo celular (G1 - S)
CDK3 E1, E2, A1, A2, C Ciclo celular (GO-G1-195)
CDK4 D1, D2, D3 Ciclo celular (G1 - S)
CDK5 p35, p39 Desarrollo cerebral y migracion neuronal
CDK6 D1, D2, D3 Ciclo celular (G1 - S)
CDK7 H Transcripcion
CDK8 C Transcripcion
CDK9 T1, T2, K Transcripcion
CDK10 Desconocido Transcripcion, ciclo celular (G2 — M)
CDK11 L1, L2 Transcripcion, ciclo celular (M)

(Malumbres & Barbacid, 2005).

La progresion del ciclo celular es un proceso critico y es por eso que es
sumamente regulada. Para lograr esto, existen puntos de control, que evitan la
progresion del ciclo en caso de que el ADN esté dafiado (Lagunas Cruz et al., 2015).
Estos puntos de control se encuentran activos en sitios importantes de ciclo, por ejemplo,
el punto de control de restriccion R, que tiene su participacion al final de la fase G1, en
donde se asegura que las condiciones intracelulares (tamafio celular apropiado,
presencia de nutrientes) y extracelulares (presencia de factores de crecimiento) sean las

apropiadas para progresar a la fase S (Garcia-Foncillas et al., 2001).



Los diversos complejos ciclina/CDKs participan activamente en los puntos de
control, su ensamblaje y activacion son importantes para progresar en el ciclo celular
(Diaz et al., 2003). La integridad de los puntos de control es esencial para el buen
funcionamiento del ciclo celular y para mantener la integridad del genoma, debido a que
su inestabilidad conduce a ciclo celulares alterados y por consecuencia hacia la

carcinogénesis (Hartwell & Weinert, 1989; Nishitani, & Lygerou, 2002).

2.1.1 Transformacion neopléasica

Pero entonces, ¢Cudl es el origen de la desregulacion de la expresion de genes? El
proceso de la carcinogénesis implica una serie de pasos; generalmente hay un primer
suceso, un proceso que da inicio y que es el responsable de la alteracion de la
homeostasis celular y un proceso que promueve el desarrollo de la neoplasia (Kobets et
al., 2019). El primer paso, que es el inicio de la conversion neoplasica, se da con la
alteracion gendmica de una célula normal, y puede ser mediante diferentes mecanismos,
principalmente originados por mutaciones puntuales o alteraciones cromosomicas, que
pueden llevar a translocaciones, deleciones, amplificaciones y aneuploidia de
cromosomas completos, haciendo que una célula se vuelva susceptible al proceso
neoplasico (Loeb & Loeb, 2000).

Las mutaciones son cambios en la secuencia del ADN de células sométicas o
germinales, que ocurren durante el copiado del genoma, por errores de la enzima
polimerasa (Garcia-Foncillas et al., 2001). Esos errores generan cambios con respecto
al fenotipo original y pueden incrementar en frecuencia como resultado de la exposiciéon
a agentes externos con potencial mutagénico (Garcia-Foncillas et al., 2001). Por eso, un
agente “mutageno” es aquel capaz de dafar el ADN, y que la célula en su intento de
repararlo, lo procesa en una mutacion (Shaughnessy & DeMarini, 2009). Los agentes
carcindgenos son aquellos que por su ingestion, inhalacidon o penetracion cutanea son
capaces de producir dafios en el ADN de un individuo, por ejemplo, dafios fisico-quimicos
gue distorsionen las moléculas del ADN, la oxidacion y la fragmentacion de bases o la

rotura de las hebras que lo conforman (Barnes et al., 2018).



Estos agentes pueden dafiar el ADN de manera directa, es decir que no necesitan
ninguna modificacion molecular ni activacion para causar dafio, como por ejemplo las
nitrosaminas, los agentes alquilantes e intercalantes, las radiaciones UV y algunos otros
destacados por su capacidad de interactuar de manera directa con el ADN (Cohen &
Arnold, 2011). También existen agentes que dafian el ADN de manera indirecta, pues
son compuestos que necesitan que la célula los transforme en metabolitos que funcionan
como intermediarios para ocasionar diferentes tipos de dafios, por ejemplo, las aminas
aromaticas heterociclicas (HAA), las micotoxinas o los hidrocarburos aromaticos
policiclicos (HAP) (Smith et al., 2016; Cohen & Arnold, 2011). Se sabe que existe una
gran diversidad de sustancias con actividad cancerigena tanto para humanos como para
animales, con diferentes mecanismos que aumentan la probabilidad de desarrollar

neoplasias (Kobets et al., 2019).

Los agentes carcindgenos actualmente descritos tienen en comun distintas
propiedades las cuales sirven como mecanismos para inducir cancer. El Centro
Internacional de Investigaciones sobre el Cancer (IARC) por sus siglas en inglés, enlista
los diversos agentes con potencial de causar cancer en los humanos, asi como también
ha identificado algunas de las propiedades de estos agentes que son clave para inducir
carcinogénesis y que pueden clasificarse con base en su mecanismo de accion (Cuadro
2).

Otra forma en la que pueden surgir dafios en el ADN es mediante procesos
metabdlicos enddgenos, en donde se generan radicales libres de oxigeno (RLO) y
nitrdgeno (RLN) que son capaces de alterar las bases y ser la causa de la aparicion de
mutaciones espontadneas (Tafurt Cardona & Marin Morales, 2014). El mecanismo de
desaminacion es uno de los dafios espontaneos que aparece con frecuencia, y consiste
en la pérdida de grupos amino en las bases nitrogenadas, haciendo que las citocinas se
conviertan en uracilos, o la depurinizacion, que es la pérdida del enlace N-glucosidico
gue se da entre la base y el azicar desoxirribosa y que causa la pérdida de purinas
causando un dafo genético importante (Enriquez et al., 2011; Shigenaga et al., 1989).



En el proceso de replicaciéon también pueden ocurrir errores endégenos, en donde
la ADN polimerasa agrega nucleétidos errbneos no complementarios y esto ocurre con
frecuencia a lo largo de la vida de un individuo (Garcia-Foncillas et al., 2001; Imran et al.,
2017). Alrededor de 10° errores espontaneos suceden a diario en el proceso de

replicacion del ADN en las células humanas (Tafurt Cardona & Marin Morales, 2014).

Cuadro 2. Propiedades de los agentes carcinogénicos causantes de dafio al ADN
Propiedad carcinogénica Mecanismo de dafio
Electrofilico Formacion de aductos de ADN
Genotoxicidad Rotura de las cadenas del ADN,
entrecruzamiento, mutaciones genéticas etc.
Alteracion de los mecanismos de Falla en los mecanismos que reparan el dafio
reparacion del ADN al ADN (Topoisomerasa ll, escision de bases o
reparacion de rotura de doble hebra)
Altera la epigenética Metilacion del ADN, modificacion de histonas,
expresion de microARN
Induce a estrés oxidativo Dafio mediante radicales libres de oxigeno a
macromoléculas
Induce a inflamacioén crénica Tormenta de citocinas y leucocitos elevados
Inmunosupresor Disminuye inmunovigilancia, alteracion en la
funcién del sistema inmunolégico

Sin embargo, la induccion del dafio al ADN, ya sea por agentes carcinogénicos o
errores enddgenos, suele activar los mecanismos de reparacion de dafios, que son
mecanismos de complejos enziméticos que son capaces de reconocer el dafio al ADN,
de removerlo y repararlo, por lo que su buen funcionamiento garantiza la integridad del
genoma (Tafurt Cardona & Marin Morales, 2014) Es por esto que la generacion
endogena de mutaciones, y la exposicion a un mutdgeno o a un compuesto genotdxico

no siempre ocasiona la carcinogénesis.

El proceso de carcinogénesis comienza cuando el dafio genético ocurre en genes
criticos, como por ejemplo, genes que codifican para ADN polimerasas o para proteinas
reparadoras del ADN, porque puede ocasionar fallas en el copiado del genoma o
reparaciones defectuosas en caso de dafio; mismas que pueden ocurrir cuando la
estructura de la cromatina es compacta, haciendo inaccesible la entrada de cualquier

molécula; por lo que es muy factible que muchas de las lesiones y mutaciones escapen



de los mecanismos reparadores (Shaughnessy & DeMarini, 2009; Loeb & Loeb, 2000).
Si las lesiones no son reparadas correctamente, se produce una cascada de mutaciones
gue son heredadas a las células que resultan de la mitosis y, con el paso del tiempo,
llegan a acumularse hasta presentar una gran cantidad de ellas (Loeb & Loeb, 2000). La
acumulacion de mutaciones en el genoma de la célula causa una inestabilidad del
genoma, ocasionando la alteracion de genes criticos para la progresion del ciclo celular,
genes que vigilan el buen funcionamiento y que participan en puntos de control, en los
mecanismos de reparacion del ADN, encargados de la apoptosis, e incluso aquellos que
participan en la adhesion celular. Esta inestabilidad promueve el desarrollo de una
neoplasia, alterando el funcionamiento normal de la célula y afectando la sintesis de

proteinas criticas para su funcién (Meza-Junco et al., 2006).

2.1.2 Alteraciones de gananciay pérdida de funcion

De manera general, las alteraciones genéticas que se encuentran implicadas en el
proceso de la carcinogénesis pueden ser de dos tipos: 1) alteraciones de ganancia de
funcién que implica la activacién de oncogenes y 2) alteraciones de pérdida de funcién
gue se relaciona con los genes supresores tumorales (Teh & Fearon, 2020). A los genes
que participan en el crecimiento de una célula normal se les conoce como
protooncogenes, y estos favorecen la progresion de la proliferacion de forma regulada.
Los oncogenes son estos mismos genes, pero alterados por mutaciones, activados por
algun promotor o por la presencia de algin gen viral que enciende su transcripcion, o
presentes de forma atipica en virus transductores. Normalmente, los protooncogenes se
expresan Uunicamente en etapas clave del ciclo celular, sélo cuando la célula necesite
crecer y dividirse, y el que estén activos o reprimidos también dependera de la etapa de
desarrollo en la que se encuentre el organismo, por ejemplo, etapa embriogénica, fetal o
adulta (Kontomanolis et al., 2020). Algunos de los protooncogenes dirigen la produccién
de proteinas como las ciclinas, otros son receptores los cuales su activacion promueve

la proliferacion y otros son factores de crecimiento (Imran et al., 2017).

Los cambios estructurales en los protooncogenes hacen que se altere su funcion,
convirtiéndolos en oncogenes que se expresan fuera de tiempo. Los productos génicos

de los oncogenes (ver Cuadro 3) pueden dividirse en seis grupos, factores de
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transcripcion, remodeladores de la cromatina, receptores, factores de crecimiento,
transductores de sefales, receptores nucleares y reguladores de la apoptosis, de manera
que al perder estos el control de la regulacién, contribuyen a un crecimiento y a una
proliferacion aumentada (Croce, 2008). La activacion de los oncogenes puede suceder
por diferentes mecanismos; por ejemplo, mutaciones puntuales, deleciones,
translocaciones, insercion de fragmentos de ADN, amplificacion génica, o sobre

expresion génica (Bacardi & Castellanos, 2013).

Resulta importante no perder de vista que la evolucion de la multicelularidad, que
requiere de un control estricto y separacion de funciones dio pie al desarroll6 y seleccion
de diferentes mecanismos que ayudan a evitar la proliferacion descontrolada y la
tumorogénesis (Casas-Selves & DeGregori, 2011). Como ya sabemos, los puntos de
control en el ciclo celular evitan que una célula se divida mas de lo normal o incluso que
sobreviva mas de lo que deberia; estos puntos de control estan regulados por los genes
supresores tumorales, los cuales codifican proteinas que regulan negativamente el ciclo
celular e inducen la apoptosis, en pocas palabras, son los responsables de mantener la
integridad gendmica para que la célula funcione con normalidad, por lo que una
inactivacion o alteracion de estos genes conllevaria a la carcinogénesis (Imran et al.,
2017).
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Cuadro 3 Clasificacion funcional de los genes asociados al cancer

Categoria I. Genes que inducen la proliferacion celular (oncogenes)
Factores de crecimiento:
sis Una forma del factor de crecimiento derivado de

plaguetas (PDGF)
Receptores de factores de
crecimiento:
fms Receptor para factor estimulante de colonias 1 (CSF-1)
erbB Receptor para factor de crecimiento epidérmico (EGF)
erbA Receptor para hormona tiroides
neu Proteina (HER?2) relacionada con el receptor de RGF
Transductores de sefiales
scr Tirosina cinasa
abl Tirosina cinasa
Ha-ras Proteina de union a GTP con actividad de GTPasas
N-ras Proteina de union a GTP con actividad de GTPasas
K-ras Proteina de unién a GTP con actividad de GTPasas
Factores de transcripciéon
jun Componente del factor de transcripcion AP1
fos Componente del factor de transcripcion AP1
myc Proteina de unién al DNA
Categoria Il. Genes que inhiben la proliferacion celular (supresores tumorales)
Rb Supresor de retinoblastoma
TP53 Fosfoproteina nuclear
DCC Supresor de carcinoma de colon
APC Supresor de poliposis adenomatosa
NF1 Supresor de neurofibromatosis
WT1 Supresor de tumor de Wilms
Categoria lll. Genes que regulan apoptosis

Bcl-2 Supresor de apoptosis
Bcl- XL Supresor de apoptosis
Bax Supresor de apoptosis
Bim Supresor de apoptosis
Puma Supresor de apoptosis

(Owen et al., 2014)

2.1.3 Papel de los virus en el desarrollo de cancer

Los virus son agentes que pueden causar diversas enfermedades, incluyendo el cancer,
de forma directa o indirecta (es decir, debido a las respuestas inmunes del hospedero).
Aproximadamente el 20% de los canceres humanos tienen una contribucion viral (Akram
et al.,, 2017). Estos microorganismos se caracterizan por ser parasitos intracelulares
obligados; es decir, requieren la maquinaria de una célula huésped para poder llevar a

cabo su replicacion y para expresar sus proteinas; y son subcelulares, lo que significa
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gue son moléculas complejas que se componen por material genético (ADN o ARN), una
cubierta proteica llamada capside que rodea y protege al material genético y, en algunos

virus, una membrana lipidica llamada envoltura viral (Lagunas-Rangel, 2018).

Los oncogenes se identificaron por primera vez en los retrovirus, y aflos mas tarde
se supo que la historia evolutiva de los virus tiene una relacion estrecha con sus
huéspedes vertebrados (Bishop, 1985). En 1960, Howard Temin desarroll6 un ensayo in
vitro en donde los fibroblastos de embriones de pollos eran infectados por el virus del
sarcoma de Rous (familia Retroviridae) y observé que las células eran alteradas
morfoldégicamente. Afios después se identificaron algunos genes virales especificos
causantes de la transformacion celular, uno de ellos es el gen src con funciones
relacionadas al control del crecimiento y proliferacion celular, que cuando se activan de
manera inapropiada por diversos mecanismos resulta en una trasformacion maligna de
la célula (Martin, 2001). Existen diversos mecanismos por los que un virus es capaz de
inducir carcinogénesis. Uno de ellos es la inserciébn de un oncogén viral al genoma
celular, este mecanismo llamado mutagénesis insercional, consiste en la adicion al azar
de secuencias virales en varios sitios del genoma del huésped, de tal manera que puede
regular la expresion de oncogenes y genes supresores tumorales (Lagunas-Rangel,
2018).

El virus del sarcoma de Rous fue el primer virus oncogénico utilizado para el
estudio del desarrollo molecular del cancer (Temin, 1960). Hoy en dia, se han identificado
diferentes virus con la capacidad de causar cancer en humanos y otros animales,
algunos de ellos son transductores (tienen oncogenes) y otros no transductores (tienen
genes que inactivan a genes supresores de tumores). El virus del papiloma humano,
relacionado con el desarrollo del cancer de cérvix y anogenital, el virus de la hepatitis B
y C, asociados al carcinoma hepatocelular, y el herpesvirus humano 4 (virus de Epstein
Barr) asociado a linfoma de Burkitt y carcinoma nasofaringeo, son algunos ejemplos de
virus que infectan a humanos que pueden provocar cancer (Walboomers et al., 1999;
Ringehan et al., 2017; Farrell, 2019).

Un aspecto importante respecto a los virus que estan asociados con el cancer (de

ahora en adelante, oncovirus) es que se sabe que pueden ser necesarios para inducir
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cancer, pero no son estrictamente suficientes para hacerlo, es decir, debe haber una
combinacion de diferentes factores para que un individuo sea susceptible a la
carcinogeénesis, incluso estando infectado por el virus (Alonio et al., 1997). La inflamacion
cronica, la exposicion a mutadgenos ambientales y la inmunosupresion son los principales
cofactores para que la oncogénesis por virus sea mas probable (Akram et al., 2017). La
carcinogénesis por virus ocurre cuando hay una persistencia de infecciones crénicas
virales y la interaccion con el sistema inmunitario resulta no ser la adecuada para el

organismo hospedero (Hausen, 2009).

2.1.4 Caracteristicas distintivas del cancer

La inestabilidad en el genoma de una célula soméatica con alteraciones genéticas y
epigenéticas puede romper la base de la cooperacion intercelular de los animales
multicelulares, que se basa en la comunicacion, la adhesion, y la regulacion estricta, y a
buscar ventajas reproductivas y de supervivencia para una sola célula clonal, mas que
para el organismo multicelular en si mismo (Caulin & Maley, 2011). El éxito del cancer
estd intimamente relacionado con la adquisicion de caracteristicas bioquimicas vy
morfologicas que le permiten a la célula sobrevivir, tener una ventaja sobre las otras

células no transformadas, y eso lleva al estado de patogénesis tumoral (Ponder, 2001).

Hanahan & Weinberg (2011) han identificado ciertas caracteristicas bioldgicas que
distinguen a todos los tipos de cancer y que son necesarias para el desarrollo tumoral y
la metastasis. La primera y mas fundamental de las caracteristicas distintivas es sin duda
la proliferacion celular aumentada, consecuencia de la desregulacion del ciclo celular. La
produccion de ligandos de factores de crecimiento por parte de células del estroma y la
sobre expresion membranal de los receptores afines en las células cancerosas hacen
gue éstas se vuelvan mas sensibles a cantidades limitantes de factores de crecimiento,
lo que hace que se mantenga una proliferacion persistente (Bhowmick et al., 2004;
Witsch et al., 2010). Las tensiones fisioldgicas y de estrés celular, como ocurre durante
el dafio al ADN o una hiperproliferacion celular desregulada, normalmente desencadenan
apoptosis, una proteccion natural que evita que las células se vuelvan cancerigenas al

inducir el ‘suicidio’ de la célula alterada (Ponder, 2001). Sin embargo, las células
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cancerigenas también desarrollan la capacidad de resistirse a la apoptosis, evadiendo
sefales de senescencia para convertirse, en pocas palabras, en células inmortales. A su
vez, estas alteraciones provocan cambios en el metabolismo celular, se estimula la
formacion de nuevos vasos sanguineos, proceso conocido como angiogénesis, se
incrementa el uso de glucosa y se disminuye el consumo de oxigeno, comienza la
invasion hacia otros tejidos y se estimulan las respuestas proinflamatorias cronicas, que

a su vez son promotoras de tumores (Hanahan & Weinberg, 2011).

Otro atributo no menos importante es la evasidon de células del sistema
inmunolégico que tienen funciones de oncovigilancia. Estudios en ratones
inmunosuprimidos han evaluado el desarrollo de tumores inducidos por carcinégenos y
han observado que el desarrollo de tumores es significativamente mas frecuente y mas
rapido que en ratones inmunocompetentes; particularmente las deficiencias en linfocitos
T citotoxicos (CTL) CD8* y de linfocitos T cooperadores (Thl) CD4+ y de células
asesinas naturales (NK) conducen a una mayor incidencia de tumores (Teng et al.,
2008). Por otro lado, también se ha observado que los tumores de colon y ovario que
presentan una mayor infiltracion de células citotoxicas como NK y CTL tienen un mejor
prondstico en comparacion con aquellos que carecen de estas células (Nelson, 2008;
Pages et al., 2010; Barnes & Amir, 2017). Dada la presion selectiva que ejercen estos
efectores inmunes sobre las células cancerosas, aquellas que desarrollaron la capacidad
de evadir las respuestas de estas células inmunitarias, como la inhabilitacion de ciertos
componentes para evitar su destruccion, tienen una ventaja evolutiva; por ejemplo, las
células cancerosas son capaces de evadir a los CTL y NK al secretar TGF-3, que ejerce
una supresion inmunitaria sistémica y por lo tanto, inhibe la inmunovigilancia y la
erradicacion (Yang et al., 2010). Otros mecanismos de inmunosupresion caracteristico
de muchas células cancerosas son la activacién de células T reguladoras (Tregs) y
células supresoras derivadas de mieloides (MDSC), que son capaces de suprimir las
respuestas anti-cancer de los linfocitos citotdxicos (Ostrand-Rosenberg & Sinha, 2009;
Mougiakakos et al., 2010; Barnes & Amir, 2017)

Estas capacidades bioldgicas, llamadas comunmente “caracteristicas distintivas

del cancer” se adquieren de manera progresiva provocando una alta diversidad genética
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en las células transformadas, que acelera el desarrollo (Hanahan & Weinberg, 2000).
Cabe mencionar la importancia de estos sellos distintivos, pues un tumor cancerigeno
en desarrollo no estd conformado por una misma poblacion celular, es decir, no son
homogéneos, existen diferentes subpoblaciones, cada una con caracteristicas biol6gicas
diferentes, algunas presentan el rasgo de la proliferacion aumentada, otras pueden tener
la capacidad de migrar a otros tejidos y otras cuantas ser capaces de estimular la
angiogeénesis, esto hace que los tumores cancerigenos sean heterogéneos. Un tumor
mas heterogéneo, con diferentes subpoblaciones celulares que presenten diversas
caracteristicas biolégicas, presenta mas probabilidades evolutivas para alcanzar la

patogénesis tumoral (West et al., 2016; Kotler & Brown, 2020).

2.2 Papel de sistema inmunitario en el desarrollo del cancer

El sistema inmunitario puede eliminar a los tumores en desarrollo e incluso es capaz de
controlarlos en etapas avanzadas mediante la activacion de respuestas efectoras
(Swann & Smyth, 2007). La vigilancia constante por parte de células inmunitarias es
primordial para proteger al organismo contra infecciones, células dafiadas y en
transformacion maligna. Este proceso llamado inmunovigilancia, propuesto hace mas de
un siglo por Paul Ehrlich y retomado por Burnet en la década de 1950°s nos dice que las
poblaciones de linfocitos T son capaces de reconocer y eliminar de manera constante
células cancerosas y pre cancerosas antes de que se ocasione dafio al organismo
(Ehrlich, 1908; Burnet, 1957; Burnet, 1970). Desde entonces, diversos estudios han
demostrado que las células inmunitarias participan activamente en la eliminacion de
tumores y que el buen funcionamiento de éste es primordial para evitar la carcinogénesis
(Kaplan et al., 1996; Smyth et al., 2000; Dunn et al., 2006;). No obstante, debido a que
los tumores son capaces de aparecer en individuos con un sistema inmunitario funcional,
se ha propuesto una nueva teoria que va mas alla de sélo la inmunovigilancia tumoral,
llamada inmunoedicion, en donde se ha propuesto que mediante la interaccion con el
sistema inmunitario las células tumorales pueden dar lugar a la “escultura” de nuevos
fenotipos tumorales, con menor inmunogenicidad, que incrementan la evasion

inmunitaria (Shankaran et al., 2001; Dunn et al., 2006).
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La inmunoedicién del cancer, propuesta por Dunn y Schreiber, se refiere a un
proceso dinamico que se compone por tres fases: la eliminacion de las células
transformadas, equivalente a lo que logra la inmunovigilancia, en donde las células NK
y los linfocitos T CD4*y CD8* eliminan de manera eficaz a las células tumorales; la fase
de equilibrio, un balance entre las células tumorales e inmunitarias; y la fase de escape,
en dénde la tumorogénesis tiene éxito al poder evadir al sistema inmunitario (Dunn et al.,
2002). Estas fases comunmente son llamadas “las tres Es de la inmunoedicion del
cancer” (Dunn et al., 2002), y es analogo a lo que ocurre a nivel poblacional entre presas

y depredadores: la seleccion natural operando a nivel celular.
Fase de eliminacion

En esta primera etapa, el sistema inmunitario innato y el adaptativo trabajan en conjunto
para montar respuestas eficientes que eliminen a las células tumorales. La respuesta
inmunitaria adaptativa se produce frente a antigenos tumorales y a cambios en el
microambiente tumoral, y se logra mediante la activacion inicial de respuestas innatas
por parte de las células NK, los macrofagos y las células dendriticas (CD) que
desencadenan acciones de los linfocitos B, linfocitos T citotoxicos CD8" y T
cooperadores (Th) CD4*(Silva et al., 2021). Existen cambios en el microambiente tumoral
como la remodelacion del estroma que, junto con células tumorales, secretan diversas
moléculas que son expresadas en la membrana y que funcionan como ligandos
especificos para activar o reprimir respuestas inmunitarias, promoviendo la secrecién de
mediadores pro inflamatorios y citocinas que hacen que las células inflamatorias migren

al sitio de la neoplasia (Rao et al., 2019; Silva et al., 2021).
Fase de equilibrio

La fase de equilibrio es la mas larga de las fases de la inmunoedicién, llegando a persistir

por varios afos o durante toda la vida de un individuo (Silva et al., 2021)

El equilibrio se refiere a la fase en la que las células tumorales sobreviven a la
fase de eliminacién y entran en un estado de equilibrio con el sistema inmunitario, en
pocas palabras, entran en estado de latencia (Rao etal., 2019). Este estado es

promovido por el sistema inmunitario, al no eliminar la totalidad de las células tumorales,
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pero logrando evitar que continten su desarrollo (Disis, 2010). En esta etapa es donde
puede ocurrir la “edicion” de las células tumorales, y el proceso se asemeja al proceso
de seleccién darwiniana, donde hay una seleccion de las variantes neoplasicas mas
resistentes y menos inmunogénicas que permitan la progresion del cancer, y la evasion
de la inmunidad es fundamental para este proceso. Por lo tanto, las células tumorales se
ven bajo una presion selectiva por parte del sistema inmunitario, y deben de someterse

a una inmunoedicion para poder sobrevivir (Rao et al., 2019).
Fase de escape

Las células tumorales en estado de latencia pueden “escapar” y crecer incluso en
presencia del sistema inmunitario (Tu et al., 2017). La reduccion de la inmunogenicidad
de estas células puede ser por varios factores, por ejemplo, un microambiente tumoral
inmunodeprimido o el reclutamiento de células que regulan las respuestas antitumorales,
como las T reguladoras (Tregs) o células supresoras de origen mieloide (Chow et al.,
2012). La exposicion persistente a antigenos tumorales también perjudica la respuesta
antitumoral. El mecanismo de agotamiento esta bien descrito en las infecciones virales
cronicas, por ejemplo, durante las infecciones por hepatitis C se ha observado que ocurre
agotamiento inmune, y este reduce el dafio colateral (inmunopatologia) que puede sufrir
el tejido del hospedero. En el caso del cancer, las infecciones crénicas y el agotamiento
inmune por estimulacién antigénica constante también pueden socavar la inmunidad
efectiva (Wherry & Kurachi, 2015).

2.2.1 Sistema inmunitario innato

Las células NK constituyen la primera linea de defensa, son células mononucleares
formadas en la medula 6sea, a partir de células madre linfoides (Gross et al., 2013). Las
células NK forman del 5 al 10% de los linfocitos totales en sangre periférica (Debska-
Zielkowska et al., 2021); ademas de circular en la sangre, se localizan en los ganglios
linfaticos, el bazo y la médula 0sea, y pueden migrar hacia los sitios donde hay
mediadores de la inflamacion (Robertson, 2002). Esta bien documentando el papel de
las células NK en los procesos antitumorales, ya que participan activamente en el

reconocimiento de células en transformacién, ademas de ejercer mecanismos de accién
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litica que eliminan a las células transformadas e infectadas por virus (Guerra et al., 2008).
Fenotipicamente se caracterizan por expresar en su membrana las moléculas CD16 y
CD56, y basandose en su expresiéon se han dividido en dos subpoblaciones, las
CD16Low/CD56Hi que representan el 10% de las NK totales en sangre, caracterizadas
por producir grades cantidades de quimiocinas y citocinas como el IFN-y, ademas de
presentar receptores altamente afines para interleucina 12 (IL-12) y su actividad
citotoxica antitumoral es baja; la otra subpoblacion es la CD16Hi/CD56Low, que
representa el 90% de las células NK de sangre periférica, producen poco IFN-y pero sus
respuestas citotoxicas son potentes, ademas participan en el proceso de citotoxicidad

mediada por anticuerpos (ADCC) (Mavilio et al., 2005).

Dado que los mecanismos liticos de las células NK suelen ser espontaneos, es
decir, sin alguna activacion previa, es importante que los mecanismos estén bien
regulados para evitar el ataque a células sanas, es por eso que expresan diversos
receptores en la superficie celular, y la respuesta dependera de la interaccion entre estos
receptores y la célula blanco (Vivier et al., 2008). Las células NK reconocen a las células
tumorales mediante la accién de varios receptores activadores e inhibidores en su
superficie (Bottino etal., 2004). Cuando domina en la interaccién la sefial de los
receptores inhibidores, no hay activaciéon de las NK, pero si, por el contrario, en la
interaccion predomina la sefial de los receptores activadores, se elimina a la célula
blanco (Backstrom et al., 2004).

Un conjunto de receptores inhibidores en las células NK reconocen motivos
especificos de moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad de clase I, por sus
siglas en inglés, (Major Histocompatibility Complex) MHC I, que resulta en una inhibicién
o activacion de los mecanismos efectores, por lo que la regulacion esta dada mediante
un balance entre ambas sefiales (Parham, 2005). Los receptores inhibidores especificos
del MHC | incluyen los receptores tipo inmunoglobulina, por sus siglas en inglés, (Killer
Immunoglobulin-like Receptor) (KIR) en humanos, los dimeros Ly49 similares a lectina

en ratones y los heterodimeros CD94-NKG2 similares a lectina (Woo et al., 2015).

Los receptores tipo inmunoglobulina (KIR) son glicoproteinas transmembranales

con dos o tres dominios similares a Ig en la porcion extracelular y una porcion
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transmembrana no polar, ademas de una cola intracitoplasmica (Bottino et al., 2004). La
descripcion en la nomenclatura incluye el niumero de dominios similares a Ig, que es '2D'
para dos dominios o '3D' para tres dominios, y la longitud de la cola citoplasmatica, que
es 'S' para corto o 'L' para largo (Debska-Zielkowska et al., 2021). Segun la longitud de
la cola intracitoplasmatica (S o L) son activadores o inhibidores, respectivamente
(Moreno Fernandez et al., 2007). Los receptores inhibidores KIR se activan mediante los
dominios ITIM (inmunoreceptores con motivos inhibitorios de tirosina), los cuales reclutan
y activan fosfatasas de tirosina citoplasmaticas (SHP-1 y SHP-2), que inactivan
moléculas de sefializacion de las vias de activacion de las células NK (Backstrom et al.,
2004).

La familia de receptores Ly49 similar a la lectina de raton tiene una funcién
homologa a los KIR en humanos, reconociendo MHC | en células diana potenciales (Tu
et al., 2017). Una observaciéon crucial para el entendimiento de las funciones de las
células NK fue que las células que expresan niveles normales de MHC | propios anclados
a su membrana son reconocidas como “normales” para las NK, por lo que la expresion
de moléculas propias del MHC representa una caracteristica protectora que evita el
ataque de las NK, segun la hipétesis del “yo perdido” (Ljunggren & Karre, 1990). En pocas
palabras, la expresién adecuada de MHC-I transmite una sefial inhibidora a la célula NK
mediante sus receptores inhibidores, por otro lado, una falta de sefal inhibidora por la
pérdida aberrante de la expresion de MHC-I en la superficie de la célula diana transmite
una sefal activadora, fendmeno conocido como reconocimiento de "ausencia de si
mismo" (Tu et al., 2017). El motivo por el cual las células cancerosas mantienen bajos
sus niveles de MHC | es debido a que lo utilizan como mecanismo para evadir la

deteccién por parte de los linfocitos T citotéxicos (Lanier, 2005).

Los receptores CD94/NKG2 se expresan tanto en células NK humanas como de
ratbn. De CD94/NKG2 existen isoformas inhibidoras y activadoras (Wada et al.,
2004). Las isoformas inhibidoras NKG2A/CD94 y NKG2B/CD94, de manera similar a los
KIR, presentan residuos intracitoplasmaticos largos con dominios ITIM, que inhiben
sefales de accion litica por parte de las NK. Sus ligandos son MHC | no clasica
(Backstrom et al., 2004).
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Las células NK también tienen receptores activadores que reconocen moléculas
distintas al MHC I, como la molécula NKG2D, perteneciente a la familia de los receptores
NKG2/CD94 (Moreno Fernandez et al., 2007). NKG2D es una isoforma activadora que
forma homodimeros capaces de reconocer ligandos inducidos por estrés, que son
proteinas autocodificadas con homologia estructural con las MHC. (Raulet, 2003). Los
ligandos de la familia de proteinas A (MICA) y B (MICB), y la familia de proteinas de
unién a UL16 (ULBP), también conocida como transcrito temprano del acido retinoico 1
(RAET1) sirven como ligandos de activacion via NKG2D (Cosman et al., 2001; Bacon
et al., 2004). La expresion de RAE-1 esta directamente ligada a la proliferacion celular,
por lo tanto, en la hiper proliferacion del cancer, ésta aumenta su expresion (Jung et al.,
2012). Se ha observado en ratones que la deficiencia de NKG2D lleva a una mayor
incidencia de cancer y una progresion tumoral acelerada (Guerra et al., 2008). Otros
receptores activadores son Nkp30, Nkp44 y Nkp46 (Disis, 2010), y finalmente, las células
NK expresan el receptor CD16 de Fc de baja afinidad, el cual permite reconocer células

tumorales cubiertas de anticuerpos y mediar ADCC (Moreno Fernandez et al., 2007).

Las funciones efectoras de las NK pueden ser por mecanismos liticos y no liticos
(Robertson, 2002). Dentro de los mecanismos liticos se incluye la eliminacion directa de
la célula diana, mediante la liberacién de perforinas y granzimas y mediante la ADCC
(Robertson, 2002). La perforina es una proteina monomérica y oligomérica que forma
poros en la membrana de la célula diana, provoca lisis osmatica de la célula y ademas,
permite la entrada de granzimas, que inducen la apoptosis a través de la activacion de
caspasas (Vivier et al., 2008). La lisis de la célula diana libera antigenos tumorales que
pueden ser captados por las células dendriticas, lo cual induce su activacion y
maduracion (Zamai et al., 2007). El mecanismo no litico corresponde a la produccion de
diversas citocinas que regulan diferentes eventos y respuestas inmunes (Moreno
Fernandez et al., 2007). La granzima B puede seguir diferentes vias para la induccion de
la apoptosis celular, puede promover la liberacion de deoxirribonucleasa activada por
caspasas (CAD), la cual es una enzima fragmentadora del ADN, o puede romper la
procaspasa para activar a la caspasa 3 y se dé la apoptosis, o también activando la
proteina proapoptotica BID, que migra a la mitocondria y libera el citocromo C, molécula
gue también activa la via de las caspasas (Abbas & Lichtman, 2003). Las células NK
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producen citoquinas como IFN-y, TNF- a, IL-1 B, IL-4, IL-13, GM-CSF, TGF- 8 1,
RANTES (CCL5), MIP-1 a (CCL3) y MIP-1 3 (CCL4) que participan en la modulacion de

diversas respuestas inmunitarias (Moreno Fernandez et al., 2007).

El IFN-y secretado por las NK promueve el reclutamiento de mas células
inmunitarias, como los macrofagos, que a su vez liberan IL-12, lo que induce el
reclutamiento de células NK, promoviendo un sistema de retroalimentacion positiva (Silva
et al., 2021). El IFN-y derivado de células NK, por lo tanto, promueve la liberacion de
citocinas que a su vez generan respuestas inmunitarias mediadas por diversas células
protectoras (lkeda et al., 2002). Entre ellas, las CD son activadas por citocinas, por
interaccion con NK o mediante la captacion de antigenos productos de lisis celular. Son
las células presentadoras de antigeno mas potentes y las que vinculan el sistema
inmunitario innato y el adquirido mediante la produccion de IL-15, inductor de actividad
de linfocitos T CD8* y T CD4" (Strioga et al., 2013).

2.2.2 Sistema inmunitario adquirido

Presenta respuestas que requieren del reconocimiento de antigenos y la generacion de
células de memoria. Estas respuestas se dan por las células T CD8"* citotdxicas (CTL) y
células T CD4* Los CTL CD8" y los T CD4* montan una respuesta inmunitaria posterior
a la captaciéon de un antigeno presentado a través del MHC clase | y clase I,
respectivamente. El MHC Il se expresa de manera restringida en la membrana de las
células presentadoras de antigeno (APC), que son células dendriticas, macréfagos y
células B, las cuales captan el antigeno y lo fagocitan para presentarlo mediante MHC I
a los linfocitos T CD4* (Haabeth et al., 2014). Los linfocitos T CD4* secretan citocinas
gue se ven implicadas en regular la respuesta inflamatoria, por ejemplo, producen IL-2
gue, en asociacion con IL-15 estimulan la proliferacion de CTL, ademas de ayudar a las
células B con la produccion de anticuerpos, por lo que se denominan linfocitos T
cooperadores (Th) (Disis, 2010). Los CTL son las células principalmente efectivas en las
respuestas inmunitarias antitumorales, son capaces de destruir células transformadas,
pues también producen proteinas como la perforina y la granzima B, eficientes para

activar la lisis celular (Disis, 2010).
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Los Th presentan varios fenotipos: los Thl secretan citocinas como (IFN-y), FNT-
a e IL-2, promueven el desarrollo de macréfagos y ayudan a las CTL a la destruccion,
promoviendo un ambiente pro inflamatorio (Ruffell etal., 2010). ElI IFN-y juega un
importante papel en el desarrollo de Thl, mejorando la sintesis de IL-12, aumentando
hasta 50 veces mas su produccion en las CPA asegurando un adecuado suministro para
impulsar el desarrollo de células Thl. También juega un papel critico en asegurar la
capacidad de respuesta de IL-12 en el desarrollo de T CD4* (Ikeda et al., 2002).

Los Th2 secretan citocinas como la IL-10, IL-4 e IL-5, promueven las respuestas
mediadas por anticuerpos y limitan la proliferacién de CTL, ademas los Th2 se asocian
a menudo con la promocion tumoral. Se ha observado que una relacion Th2:Thl mas
alta se relaciona con mal prondstico en los pacientes con cancer (Ruffell et al., 2010).

El desarrollo de Thl depende de dos principales factores de transcripcion que se
activan después de la union de los ligandos a los receptores de IFN-y e IL-12, STAT-1y
STAT-4, respectivamente. Por el contrario, la IL-4 es la principal citocina que promueve
el desarrollo de las células Th2 (Murphy et al., 2000). El desarrollo de Th2 depende de
uno de los principales factores de transcripcion que se activan con la estimulacion del
receptor de IL-4, STAT-6 y GATAS3 (Zheng &Favell, 1997; Murphy et al., 2000).

Por otro lado, los factores de transcripcion de la familia T-box, Tbx21 y
eomesodermina (eomes) son necesarios para la diferenciacion de linfocitos T CD8" y
CD4* (Pearce et al., 2003). La deficiencia de T-bet y eomes en las células T de ratén
manifiestan una actividad citolitica deficiente y son incapaces de combatir infecciones

virales (Intlekofer et al., 2008)

La manera en que lo linfocitos T reconocen antigenos es mediante sus receptores
TCR (T cell receptors) por sus siglas en inglés, en el contexto de los MHC | y Il en las
células presentadoras de antigeno (CPA). Existen dos mecanismos por los cuales se
procesan los antigenos tumorales: la via endogena en donde las células tumorales
degradan péptidos que son expuestos en el MHC | anclados en la superficie celular, y
presentados a los TL y la via exdgena, en donde las CPA fagocitan y fragmentan
antigenos que son expuestos en MHC Il en la superficie celular y presentados a los

linfocitos T CD4* (Hwang, 2016). Los linfocitos T CD4* virgenes o ingenuas (es decir,
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aun no estimuladas) se unen a los complejos péptido-MHC Il de la CPA y promueven la
sintesis y maduracion de los T CD4* (Thl, Th2, Th1l7 y Treg), comienza la produccion
de anticuerpos mediante las células B y la inflamacion tumoral (Disis, 2010). Los CTL
ejercen su accion citotdéxica reconociendo el complejo péptido-MHC | y producen lisis

celular mediante la via perforina- granzimaB (Swann & Smyth, 2007).

Las células Tregs secretan IL-10 y TGF-3, que amortiguan las respuestas
inmunitarias, su principal factor de transcripciéon es FOXP3 (Sallusto & Lanzavecchia,
2009). La funcién de las células Treg es suprimir la actividad antitumoral para prevenir la
autoinmunidad y el dafio a los propios tejidos que pueden ocurrir a través de respuestas

demasiados exhaustivas (Ruffell et al., 2010).

2.2.3 Respuestas inmunitarias en epitelios mucosales

El mantenimiento de los epitelios mucosales (tejidos de barrera) es crucial para una
buena salud y supervivencia de los mamiferos. Gran parte de los microorganismos
patdgenos entran a través de las superficies mucosales, como el tracto gastrointestinal,
respiratorio y urogenital. Por lo tanto, los tejidos de barrera presentan un sistema
complejo de defensa inmunitaria que protege al huésped y mantiene una coexistencia
pacifica con la microbiota local (Belkaid & Artis, 2013). La especializacién inmune
especifica de tejido integra un conjunto de respuestas tanto innatas como adaptativas,
ademas de la proteccion dada por capas de células epiteliales que forman una barrera
fisica que limita la exposicion a patégenos y al medio externo (Saenz et al., 2008; Belkaid
& Artis, 2013). Dado que los tejidos de barrera estan expuestos al medio externo, los
agentes patdégenos deben ser controlados rapida y eficazmente por parte de las
respuestas inmunitarias del tejido, sin embargo, las respuestas adaptativas por parte de
las células T depende de respuestas primarias generadas en los ganglios linfaticos, lo

gue implica que sea una respuesta tardada (Mueller et al., 2013).

Recientemente se ha descubierto un nuevo subtipo de células T, llamadas células
T de memoria residentes de tejidos (T rm) caracterizadas por estar en tejidos por largos
periodos de tiempo con el objetivo de almacenar memoria inmunitaria que les permite

reconocer y eliminar rapida y eficazmente patdgenos de infecciones previas (Ordovas-
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Montanes et al., 2020). A diferencia de las células T de memoria central circulantes (Tcm)
y las células T de memoria efectoras (Tem), las células T rm persisten en los tejidos y no

recirculan en la sangre (Wu et al., 2018).

Las células T RM se encuentran en diversos érganos periféricos como la piel, el
intestino, pulmones, glandulas salivales y aparato reproductor femenino (Sun et al., 2019)
También se ha identificado la existencia de células NK residentes de tejido (trNK) y se
han encontrado en utero, piel, rifidn, tejido adiposo y glandulas salivales (Sun et al.,
2019). Presentan un fenotipo Unico; CD103 y CD69 son dos marcadores de superficie

comunes para distinguir las células T rm de otras células T de memoria (Wu et al., 2018)

El principal objetivo de las células T rm y trNK es montar una respuesta inmune
rapida al encontrarse con un patdégeno de infeccion previa y de esta manera restringir la
infeccion dentro del tejido local (Schenkel et al., 2014). Esta propiedad de las células T
rRM ha sido demostrada a través de estudios en animales y humanos (Gebhardt et al.,
2009; Gebhardt et al., 2011; Srivastava et al., 2018). Los factores transcripcionales
involucrados en la regulacion de la diferenciacion T rm incluyen Hobit, Blimp-1, KLF2,
Eomes y T-bet. (Mackay et al., 2013).

Después de la activacion de células T rm, éstas secretan rapidamente diversas
citocinas pro inflamatorias como como IFN-y, TNF-a e IL-12, y un reclutamiento local de
células inmunitarias innatas y adaptativas. La secrecion de IFN-y por las células T rm €n
el tracto reproductivo del raton lleva a un reclutamiento de células T, células B y células
NK, mientras que la secreciéon de TNF-a por las células T rm conduce a la maduracion
de APC. Las células T rv también ejercen su funcién citotoxica mediante la lisis de las

células infectadas por virus (Sun et al., 2019)

Las células T rm también estan involucradas en la inmunovigilancia tumoral
(Gebhardt et al., 2018). Se han descrito linfocitos T CD8* humanos asociados a tumores
con un fenotipo CD69+ CD103 en pacientes que padecian una variedad de canceres
incluidos el cancer urotelial, de ovario, de endometrio, de cuello uterino, entre otros.
(Cresswell etal.,, 2001; Masson etal.,, 2007; Boddupalli etal., 2016). Ademas, se

correlaciona una elevada acumulaciéon de T rm con una supervivencia prolongada en
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pacientes humanos e incluso se sabe que es un mejor marcador de prondstico que los T
CD8* totales (Gebhardt et al., 2018).

En general, las células T rv desempeiian un papel protector en la inmunidad viral
y antitumoral al brindar respuestas inmunitarias mas fuertes y rapidas contra los

patdgenos invasores.

2.3 Cancer en animales silvestres

El cancer es una patologia caracteristica de la multicelularidad, por lo que la
carcinogénesis es un proceso que podria considerarse inevitable en los metazoarios
(Aktipis et al., 2015), aunque algunas especies parecen particularmente resistentes al
desarrollo del cancer y otras, mas susceptibles. El estudio del cancer en modelos no
humanos aporta informacion importante sobre aspectos biologicos, genéticos vy
ecoldgicos, lo que permite tener un enfoque sistémico y objetivo de la compleja
naturaleza de esta enfermedad (Effron et al., 1977).

Se ha observado diversos tipos de cancer en la mayoria de vertebrados, si bien,
los factores que determinan su desarrollo estan perfectamente estudiados en humanos
y animales de laboratorio, el estudio de cancer espontaneo en animales de vida libre
suele ser complicado (Effron et al., 1977). A pesar de esto se sabe que algunas especies
silvestres presentan cancer recurrente; el caso del Demonio de Tasmania (Sacrophilus

harisii) con el desarrollo de tumores faciales contagioso es uno de los mas documentados

(Murchison et al., 2010)

Debido al aumento de monitoreo de la salud en mamiferos marinos en los ultimos
30 afios, se han identificado distintos tipos de neoplasia (Newman & Smith, 2006;
McAloose & Newton, 2009). Un ejemplo conocido es el de las ballenas beluga
(Delphinapterus leucas) que habitan en el estero de San Lorenzo, Canada, un ambiente
acuatico con altos niveles de contaminantes, y en donde la especie ha desarrollado una
alta incidencia de distintos tumores (Guise et al., 1994). El otro ejemplo es el del lobo
marino de California (Zalophus californianus), especie en la que puede ocurrir carcinoma

urogenital (CUG), actualmente con alta prevalencia en animales adultos, lo que ha
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llevado a que la especie sea propuesta como modelo no tradicional para el estudio de la

carcinogénesis (Browning et al., 2015).

2.4 Carcinoma Urogenital del lobo marino de California

Cada afio, en las costas de California E.E.U.U se varan cientos de lobos marinos debido
a multiples causas, siendo las mas comunes la intoxicacion por acido domaico,
infecciones por Leptospira spp., malnutricion, trauma y carcinoma urogenital (Greig et
al., 2005).

A pesar de que los animales varados no son una muestra representativa de la
poblacién normal sana, brindan una excelente oportunidad para investigar e identificar
diferentes enfermedades. Desde principios de los afos 80’s se reportd cancer
metastasico de origen indeterminado en los animales varados de California (Brown et al.,
1980; Joseph et al., 1986). Tiempo después, entre 1979 y 1994 se calculé que el
carcinoma metastasico, de probable origen de células transicionales, tenia una
prevalencia del 18% en las costas del Norte de California (Gulland et al., 1996). En The
Marine Mammal Center (TMMC) en Sausalito, California, un centro de investigacion y
rehabilitacion de mamiferos marinos, se estima actualmente que los lobos marinos con
carcinoma urogenital varados en las costas de California representan alrededor del 18-
23% de los varamientos totales, una inusual prevalencia para una especie en vida libre
(Gulland et al., 2020).

El CUG afecta a hembras y machos adultos y sub adultos en edad reproductiva y
en menor medida en juveniles, afectando el cuello uterino y la vagina de las hembras y
el pene y prepucio de los machos (Deming et al., 2018). Estas neoplasias son de origen
intraepiteliales (IEN), con una histologia y epidemiologia similares a las del carcinoma
cervicouterino en mujeres (Lipscomb et al., 2000). El cuadro se puede observar como
displasia epitelial leve en animales sin metastasis hasta carcinoma in situ en animales
con metdstasis (Lipscomb et al., 2000). La metastasis suele ser frecuente, se expande a
ganglios linfaticos sublumbares, uréteres, rifiones, higado, linfonodos pélvicos vy
abdominales, y esporadicamente a bazo y pulmones (Gulland et al., 1996). Los hallazgos

a la necropsia se describen como grandes masas caseosas de color canela, diseminadas
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por toda la cavidad, y ocasionalmente hidronefrosis e hidrouréter a causa de la
compresion por parte de masas tumorales localizadas alrededor de los uréteres. Las
lesiones en el tracto reproductivo suelen ser nddulos de color canela y consistencia firme
en el epitelio del cérvix y la vagina; los machos presentan placas de color canela,
irregulares y delimitadas en el pene y el prepucio (Gulland et al., 1996).

Los signos clinicos en etapas avanzadas de la enfermedad incluyen anorexia y
emaciacion, pardalisis de aletas posteriores, hinchazén y edema genital y prolapso uterino
o peneano (Deming et al., 2018). El cancer metastasico provoca la muerte del 95% de

los animales (Deming et al., 2018).

Con base en estudios inmunohistoquimicos, han identificado que las células
neoplasicas presentan un origen epitelial, y que, debido a la morfologia tumoral, es
posible que el tumor primario comience su desarrollo en el tracto urinario (Gulland et al.,
1996). Sin embargo, un estudio méas reciente realizado por Lipscomb y colaboradores,
identificaron por histopatologia que las lesiones neoplasicas que dan lugar a los
carcinomas metastasicos presentan un origen epitelial genital, debido a que observaron
en 10 lobos marinos, lesiones genitales con similitud a los carcinomas epiteliales
(Lipscomb et al., 2000). Ademas, observaron que se trataba de lesiones celulares no
invasivas (LEl) pero que pueden desarrollarse a carcinoma invasivo. Colegrove y
colaboradores (2009) usaron la clasificacion de las neoplasias cervicales usadas en
humanos, clasificando en lesiones intraepiteliales de bajo grado (LGIL) como nivel 1 si
presentaban displasia leve y si la proliferacion se limitaba al tercio inferior del epitelio, y
lesiones intraepiteliales de alto grado (HGIL) como nivel 2 si presentaban displasia de
moderada a marcada y si la proliferacion de células atipicas iba mas alla de un tercio o
todo el espesor del epitelio, similar a (CIN 1-2 y 3) respectivamente en lesiones
escamosas en mujeres, segun Kurman y colaboradores (1990). Barragan-Vargas y
colaboradores (2015) utilizaron el protocolo de Papanicolaou con algunas modificaciones
para la tincion de citologia cervical de hembras adultas del Golfo de California con el
objetivo de realizar un diagndstico citolégico tomando en cuenta la terminologia del
Sistema Bethesda 2001, y han observado la presencia de cambios morfolégicos

sugestivos a cambios pre neoplasicos pero sin encontrar lesiones indicativas de
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carcinoma in situ. Ademas, han observado la presencia de coilocitos en citologias con
lesiones de bajo grado, indicativas de infeccion por el virus del papiloma, sin embargo,
este virus no ha sido asociado a la transformacidbn oncogénica en animales

diagnosticados con CUG en California (Barragan-Vargas et al., 2015).

2.4.1 Cambios morfologicos celulares en el epitelio genital en la transformacion
oncogeénicay su clasificacion

El cérvix es un 6rgano de forma tubular que se encuentra en la parte inferior del
Utero y la parte superior de la vagina (Hilario, 2007). Se divide en dos partes, una parte
interna, el endocérvix, y una parte externa, el exocérvix, el cual comunica con la vagina
(Fig. 1) (Botero et al., 2004). EIl endocérvix conforma la porcién tubular o el canal, que
separa la vagina del Utero. Presenta dos orificios, el orificio cervical interno comunica con
el atero y el orifico cervical externo comunica con el exocérvix y con la vagina (Hilario,
2007). El endocérvix esta conformado por un epitelio columnar simple, con células
epiteliales productoras de moco (Cardinal et al., 2008).

UTery
L ENDOCERMIX

(GLANDULAR. CEUS)

ENDOCERVICAL
CANAL

CERVIK

ECTOCERVIX ——
(SeuAmous cel S)

VAGINA

Figural. Anatomia del cérvix. El endocérvix, la porcién interna que forma parte del cuello uterino,
y la salida de este, el exocérvix, en donde se encuentra la zona de transformacion (Wasserman,
2022).

Comunmente, en frotis citolégicos, se pueden observar células endocervicales en
grupos, formando hileras o conglomeradas; su aspecto depende de la perspectiva de

observacion, cuando son vistas desde arriba se observan redondas y generalmente con
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disposicion de tipo “panal de abejas” y cuando se observan lateralmente presentan forma
cilindrica (Fig. 2a) (Pelea & Gonzalez, 2003). En el exocérvix las células comienzan a
cambiar su morfologia, ocurre un cambio metaplasico del epitelio columnar a un epitelio
escamoso estratificado que reviste la vagina y el exoceérvix (Martinez-Giron, 2017). En la
metaplasia escamosa, las células de reserva que se encuentran debajo de las células
columnares comienzan a dividirse formando capas de células indiferenciadas, con
formas irregulares o poligonales, con apariencia de estrellas (Fig. 2b) (Botero et al.,
2004). En el progreso del proceso metaplasico, las células de reserva se transforman a
células escamosas inmaduras (metaplasia inmadura) para posteriormente madurar para
formar estratos celulares de epitelio metaplasico estratificado maduro (metaplasia
madura). La zona en donde el epitelio columnar se convierte en epitelio escamoso es la
unién escamo-columnar o también es llamada zona de transformacion (Botero et al.,
2004).

LY

Figura 2. Células endocervicales a) en tipo panel de abejas, vista desde arriba. Abajo, células
endocervicales, vista lateralmente, con estructura cilindrica y nicleo en posicion basal. b)
Células metaplasicas, con proyecciones que dan la apariencia de estrellas. (Botero et al., 2004).

De acuerdo al patron de maduracion, que responde de forma ciclica a las
hormonas sexuales, se puede observar mediante histologia, diferentes capas de células
(Fig. 3) (Martinez-Giron, 2017). La capa mas profunda es la capa basal, se compone por

células basales que se caracterizan por ser células pequefias, con formas circulares y
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ovales, ndcleos prominentes de cromatina finamente granulada, y con relacion

nucleo/citoplasma reducido (Fig.4a) (Pelea & Gonzalez, 2003).
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Figura 3. Histologia del exocérvix. Estratos celulares que

lo conforman (Martinez-Giron, 2017).

Generalmente, las células basales no se descaman, a excepcion de cuando se
realiza una exfoliacion del epitelio atrofiado. A partir de las células basales y parabasales,
debido a estimulos estrogénicos, el epitelio comienza a madurar (Pelea & Gonzélez,
2003). La siguiente capa es la parabasal; son células similares a las basales, tienen
grandes nucleos, mayor tamafio y su forma es circular u oval, el citoplasma es denso y
es mayor que en las células basales (Fig. 4b). Generalmente no se encuentran en
muestras de epitelio hormonalmente maduro, por lo que suelen ser comunes antes de la
madurez sexual y en la menopausia, donde se presenta por lo general atrofia celular
debido a ausencia de estimulacion hormonal (Cardinal et al., 2008). Conforme se
secretan las hormonas esteroideas, se va adquiriendo una tercera capa compuesta por
células intermedias, que se caracterizan por presentar formas poligonales con
citoplasmas delgados de diferentes tamafios y nacleos de cromatina finamente granular,
mas pequefios que los nucleos de las células basales y parabasales (Fig. 4 c¢) (Cardinal
et al., 2008). Son las mas frecuentes en la fase post ovulatoria y en el embarazo. Las

células intermedias también suelen presentar citolisis debido a la presencia de los bacilos
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de Doderlein, que forman parte de la microbiota vaginal y son necesarios para la
produccion de acido lactico, importante en disminuir el pH vaginal (Pelea & Gonzalez,
2003). La capa superficial del epitelio contiene células con forma poligonal irregular, con
citoplasmas traslucidos, nucleos picnoéticos y con cromatina condensada y puntiforme
(Fig. 4d); también son muy abundantes en la etapa pre ovulatoria, lo que indica que han
llegado a su maxima maduracién. Se pueden observar granulos de queratohialina en el
citoplasma (Botero et al., 2004). En ocasiones, las células superficiales pueden
observarse como escamas anucleadas, debido a que pierden el nucleo y se vuelven muy

delgadas, lo que caracteriza una hipermaduracion (Pelea & Gonzalez, 2003).

A principios del siglo XX ya se utilizaba el término de carcinoma temprano para
caracterizar los cambios en las lesiones epiteliales que eran adyacentes a carcinomas
cervicales (Rubin, 1910). Afios después se comenz6 a utilizar la definicion de carcinoma
in situ (CIS) para hacer referencia al cuadro clinico (Broders, 1932). Después, gracias a
la progresion de las técnicas de tincion en la citologia, fue cuando se pudo observar que
existen otros cambios epiteliales menos severos que el CIS y ademas ocurren mas
frecuentemente (Buckley, 1982). Los frotis citolégicos e histolégicos ayudan a revelar
lesiones precancerosas, displasias celulares, asi como carcinoma in situ y metaplasico
(Buckley, 1982). La displasia celular se refiere a la combinacion de alteraciones
citolégicas, de maduracion epitelial y de la proliferacion celular en un tejido (Aguirre &
Aguirre, 2008).
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Figura 4. Tipos celulares del epitelio exocervical. a) Células basales, b)
Células parabasales, c) Células intermedias y d) Células superficiales.

Los cambios en el epitelio cervical se pueden dividir en aquellas que por sus
caracteristicas presentan un potencial de riesgo de progresion a carcinoma y aquellas
incapaces de transicionar hacia un carcinoma de tipo invasivo. Estos cambios incluyen
hiperplasia, metaplasia escamosa inmadura y metaplasia escamosa madura que se
consideran cambios de tipo benigno, ya que forman parte de procesos fisioldgicos
normales. En contraste, los cambios que pueden progresar a cancer y que por lo tanto
son anormales, se conocen como displasia (Buckley, 1982). Los cambios sugestivos a
displasia conocidos como lesiones escamosas intraepiteliales (LEI) suelen ser un
conjunto de anormalidades celulares. Los criterios de malignidad a tomar en cuenta es
la binucleacion y multinucleaciéon, pérdida de polaridad nuclear, irregularidad de los
bordes nucleares (pleomorfia nuclear) y citoplasméticos, alteracién de la proporcion
ndcleo/citoplasma, aumento del volumen nuclear, anisonucleosis, distribucién anormal
de la cromatina, hipercromasia nuclear y cambios caracteristicos de infeccion por el virus
del papiloma humano (VPH), que presentan halos claros citoplasmaticos, llamados
coilocitos (Ver Fig. 5) (Nayar & Wilbur, 2017).
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Se debe presentar particular atencion a la proporcién nucleo/ citoplasma (menor
a 50%), bordes nucleares lisos, sin muescas 0 ranuras, y con una cromatina con
distribucion homogénea para las células normales (Nayar & Wilbur, 2017). Un cambio no
neoplasico incluye los cambios queratdsicos (paraqueratosis e hipergueratosis) que se
observan con pequefios nucleos picnoéticos y citoplasma anaranjado a eosinofilico. Sin
embargo, estas células no deben presentar pleomorfismos nucleares, aumento del
tamafio nuclear ni cromasia (paraqueratosis atipica o pleomoérfica). La atrofia celular es
caracteristica de la falta de estimulacion hormonal, normal en el envejecimiento, que
consiste en la falta de maduracion celular. Presenta Unicamente células basales y
parabasales inmaduras, no indicativos de LEI. Otro cambio normal del epitelio son los
cambios reactivos/reparativos, que pueden presentar variaciones, particularmente se
caracteriza un agrandamiento nuclear, nucléolos prominentes, binucleacién por
regeneracion y halos perinucleares, pero sin engrosamiento periférico (Nayar & Wilbur,
2017).

La citologia cervical es considerada una prueba primaria que provee informacion
sobre la morfologia celular y que contribuye al diagndstico de carcinomas (Solomon et
al., 2002). Existe un sistema de terminologia que ofrece un diagnostico descriptivo para
el informe de hallazgos morfolégicos que pueden ser indicativos de presencia de
infecciones, o de lesiones escamosas (Bollmann, 2001; Nayar & Wilbur, 2017). Este
sistema, llamado Bethesda (TBS), el cual tuvo su dltima actualizacion en el afio 2001,
fue desarrollado por el Instituto Nacional de Cancer (NIH) en 1988 con el objetivo de
proveer una terminologia que facilitara el diagnostico de neoplasias cervicales en
humanos y que facilitara la comunicacién entre patélogos vy clinicos (Bergeron, 20083;
Kurman, 2012). Es comunmente utilizado en clinica humana para facilitar los

diagndsticos citoldgicos.
Actualmente, las categorias para informar los resultados son:

Negativo a lesion intraepitelial o malignidad, que incluye aquellas muestras que
carecen de anormalidades celulares, aunque puede existir la presencia de

microorganismos bacterianos (Actinomyces), protozoos (Trichomonas), virales (herpes
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simple VHS) y micoéticos (Candida), alteraciones hormonales y cambios o reactividad
celular asociado a inflamacién y reparacién (Solomon et al., 2002).

Lesiones intraepiteliales escamosas son clasificadas como lesiones
escamosas de bajo grado (LSIL) por sus siglas en inglés (Low-grade Squamous
Intraepithelial Lesion) y lesiones escamosas de alto grado (HSIL) por sus siglas en
inglés (High-grade Squamous Intraepithelial Lesion). Ambas categorias se asocian a la
infeccion por virus oncogénicos de alto riesgo, incluyendo infeccidén por papillomavirus
(VPH). LSIL es interpretada como la presencia transitoria de infeccion por VPH que ha
provocado el desarrollo de una displasia leve (cambios celulares anormales), mientras
que HSIL se interpreta como una infeccion viral persistente que ha provocado el
desarrollo de una displasia moderada-grave y es altamente probable que esa displasia
progrese a carcinoma. En estas categorias se tiene particular énfasis en encontrar o
descartar lesiones intraepiteliales cervicales neoplasicas (Solomon et al., 2002;
Bergeron, 2003; Pelea, 2003; Kurman, 2012).

Otros cambios anormales que se toman en cuentan en la evaluacion citolégica se
pueden clasificar en: células escamosas atipicas (ASC) por sus siglas en inglés
(Atypical Squamous Cells). Esta categoria representa anormalidades celulares que son
mas marcadas que cambios reactivos. ASC presenta dos subtipos, células escamosas
atipicas de significado indeterminado (ASC-US) por sus siglas en inglés (Atypical
Sqguamous Cells of Undetermined Significance) que presenta anomalias mas marcadas
gue simples cambios reactivos y que son sugestivas a lesiones escamosas
intraepiteliales de bajo grado (LSIL) pero debido a la ausencia de caracteristicas
cualitativas y cuantitativas no se puede clasificar como una lesion intraepitelial al
momento de la toma de muestra; la otra categoria es células escamosas atipicas; esta
categoria no puede descartar que se trate de una lesion intraepitelial escamosa de
alto grado (ASC-H) por sus siglas en inglés (Atypical Squamous Cells cannot exclude
HSIL) y son aquellos casos donde hay sospecha de una lesiébn escamosa intraepitelial
de alto grado (HSIL), pero esto no puede ser confirmado debido a la falta de

caracteristicas cualitativas y cuantitativas (Bergeron, 2003; Kurman, 2012).

35



Binucleaciéon

‘.

Pleomorfia nuclear

o

Proporcién nuclear / citoplasmatica 1
X -

x4

Volumen nuclear 1

Anisonucleosis

Figura 5. Caracteristicas de malignidad celular epitelial.
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2.4.2 Factores involucrados en el desarrollo de CUG

Al igual que otros tipos de cancer, el CUG tiene un origen multifactorial, y hasta la fecha,
el factor que mas se ha asociado estadisticamente a la ocurrencia del CUG es la
infeccion por virus oncogénicos. Un virus filogenéticamente parecido al
gammaherpesvirus humano (virus del Sarcoma de Kaposi y de Epstein Barr), el
gammabherpesvirus otarino (OtHV-1), se encontré en el 100% de los animales con CUG
evaluados para estos estudios (Lipscomb et al., 2000; King et al., 2002; Gulland et al.,
2020; Deming et al., 2021), y se cree que se transmite sexualmente (Buckles et al.,
2007). Sin embargo, la potencial asociacion causal de este virus con el cancer y su
posible transmisién sexual es controversial debido a que también se ha identificado la
presencia de OtHV-1 en el epitelio genital de lobos marinos sanos e inclusive en animales
jovenes no maduros sexualmente (Barragan-Vargas et al., 2016). Por otro lado se ha
propuesto que la infeccion por un papilomavirus otarino (ZcPV-1), identificado por
primera vez en el 2012 por Rivera y colaboradores, juega un papel importante en el
desarrollo de la transformacion maligna que puede llevar al CUG, ya que se han
identificado lesiones intracitoplasmaticas caracteristicas de VPH en la citologia de
animales con pre cancer y se ha detectado la presencia de este virus en el epitelio genital
(Barragan-Vargas et al., 2016); sin embargo, también es una asociacion controversial
debido a que el papilomavirus no se ha podido identificar en animales con carcinoma
(Lipscomb etal.,, 2000; Buckles etal., 2006). Otros de los factores asociados
estadisticamente al CUG son bajos niveles de heterocigosidad, en donde se observé que
los animales con CUG eran mas consanguineos a comparacion de los que no tenian
CUG (Acevedo et al., 2003) y se encontrd evidencia independiente de que esto podria
incluir una homocigocidad en un microsatélite en particular, Pv11, encontrado dentro de
un intron del gen Heparanasa 2 (Browning & Acevedo-Whitehouse et al. 2015). Por otro
lado, un gen especifico del MHC 1l del CSL (ZACA-DRB.A) se asocié a un mayor riesgo
de desarrollar cancer (Bowen et al., 2005); otro estudio por Colegrove y colaboradores
(2009), encontré que una sub expresion del receptor de estrégenos alfa (ER alfa) en

lobos marinos con IEN y una ausencia del mismo receptor en animales con metastasis.
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Otro factor importante asociado al desarrollo de cancer tanto en humanos como
en animales es la exposicidn a contaminantes ambientales quimicos, en particular los
hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAH) y organoclorados (OCs) (Metcalfe et al.,
1999; Freeman & Kohles, 2012). Su naturaleza persistente y lipofilica hace que aun se
encuentren en ambientes terrestres y marinos a pesar de que su uso ha sido prohibido
desde la década de 1980 (Freeman & Kohles, 2012). Ademas, son moléculas que se
bioacumulan y se biomagnifican en toda la cadena tréfica, es decir, aumentan su
concentracion conforme aumenta la jerarquia tréfica, siendo mayor en los depredadores
tope (Toft, 2014). Ylitalo y colaboradores (2005) determinaron los niveles de
contaminantes policlorobifenilos (PCB) y de dicloro difenil tricloroetano (DDT) en la grasa
de animales que murieron por CUG y observaron que las concentraciones eran mas altas
en comparacion con animales que habian muerto por otras causas no relacionadas al
CUG. Otro estudio realizado por Randhawa y colaboradores (2015) determinaron las
concentraciones de OCs en la grasa de lobos marinos varados en un periodo de 15 afios,
de 1992-2007, concluyendo que los OCs presentan importantes complicaciones a la
salud de los lobos marinos y aumentan el riesgo a que desarrollen CUG. Esto fue
demostrado in vitro utilizando cultivos de linfocitos de CSL que fueron expuestos a
concentraciones ambientales de diferentes congéneres de PCB, donde se vio que los
linfocitos NK disminuyen su actividad citotoxica en presencia de ciertos congéneres, en
particular del PCB 138 (Pefiin et al. 2018).

Es interesante mencionar que a pesar de que el CUG presenta una alta
prevalencia en los animales de las costas de California, E.E.U.U.A, hasta ahora no hay
evidencia de CUG en animales que habitan aguas mexicanas, especificamente en el
Golfo de California y el Pacifico Norte Mexicano, y Unicamente se han observado
transformaciones pre-oncogénicas del epitelio genital con un grado de displasia
intraepitelial leve (Barragan-Vargas et al., 2015). Una razén plausible de esta diferencia
son las concentraciones de OCs reportadas en la grasa de lobos marinos de las costas
de California en comparacion con la reportada para estos animales en el Pacifico
Mexicano y el Golfo de California. Por ejemplo, Del Toro y colaboradores (2006)
encontraron que las concentraciones de PCB y DDT en la grasa de lobos marinos de

California en el Golfo de California eran significativamente menores a las reportadas por
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Kajiwara y colaboradores (2001) y Kannan y colaboradores (2004) en animales varados
a lo largo de las costas de California, EE.UU. También se sabe que los niveles de OCs
siguen un gradiente hacia el sur de California, disminuyendo su concentracion, y llegando
a ser de dos a tres 6rdenes de magnitud mas altos en California (77,000 ng g* en machos
y 83, 000 ng glen hembras) (Ylitalo et al., 2005) que en los animales del Pacifico
mexicano (2,960 ng g*) (Del Toro et al., 2006) y del Golfo de California (1600 ng g -1 en
machos, 1300 ng g ten hembras) (Nifio-Torres et al., 2009). Esas diferencias en la
concentracion de OCs en la grasa de los animales podria ser la causa de la aparente
ausencia de CUG en lobos marinos de California en aguas mexicanas. La
inmunosupresion inducida por altas concentraciones de algunos tipos de OCs se ha
propuesto para explicar la importancia de la exposicion a diferentes concentraciones de
OCs en las regiones de California, el Pacifico mexicano y el Golfo de California (Pefiin et
al., 2018). De hecho, en concordancia con esto Pefiin y colaboradores (2019)
cuantificaron la expresion de genes con actividades citotoxicas y antitumorales a nivel
sistémico en leucocitos de animales adultos del Golfo de California y observaron
diferencias regionales en la expresién de los genes. El Golfo de California, al tener
caracteristicas oceanograficas diferentes, se regionaliza o se divide segun Szteren y
Aurioles (2011) en region norte, region media, central, sur y por la parte del Pacifico esta
la region del Pacifico norte mexicano. De acuerdo a los perfiles de expresion de los genes
cuantificados por Pefiin y colaboradores (2019) lograron hacer agrupaciones, en donde
se observaron diferencias marcadas de norte a sur, agrupandose la region norte y media
juntas y la otra agrupacién con la region central, sur y la del pacifico mexicano, lo que
podria reflejar variaciones regionales en la cantidad de contaminantes y de otros

estimuladores inmunes.

Otro factor causante de alteraciones del sistema inmunoldgico son las anomalias
climaticas. El aumento de la temperatura superficial del mar (TSM) es una de las
variaciones mas estudiadas debido a las consecuencias desastrosas que conlleva, por
ejemplo, La Oscilacién del Sur (ENSO) con la categoria de El Nifio y La Oscilacion
Decadal del Pacifico (PDO) con patrones de oscilaciones de TSM frias y calidas (Bond
& Harrison, 2000). A finales del afio 2013, comenz6 una anomalia de la TSM (~100 m

superiores) en el Golfo de Alaska, la anomalia de TSM mas alta antes registrada, llamada

39



“The blob”, que fue creciendo por todo el noreste del Océano Pacifico, con una
temperatura que excedié hasta 2-3 desviaciones estandar (Bond et al. 2015). Esta ola
de calor, tuvo una duracién hasta el otofio e invierno del 2015-2016 (Di Lorenzo &
Mantua, 2016).

La TSM elevada tiene efectos negativos en la productividad primaria, lo que causa
una disminucién de la abundancia de presas. Banuet y colaboradores (2017) estudiaron
la competencia inmunoldgica de crias de CSL que nacieron en afios con condiciones
climaticas andmalas. Observaron que la condicion corporal y los niveles de glucosa en
sangre eran mas bajos en afios con TSM elevada, y las respuestas inmunitarias
dependientes de glucosa como las concentraciones séricas de IgG e IgA también se

vieron afectadas.
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II. JUSTIFICACION

El carcinoma urogenital del lobo marino de California tiene una prevalencia que oscila
entre el 18 y el 23% de los animales varados en las costas de California, E.E.U.U. Se
asocia estadisticamente a diferentes factores, pero principalmente a la infeccion por virus
oncogénicos y a la exposicion a altas concentraciones de organoclorados, que impactan
de manera directa la capacidad de ejercer respuestas por parte del sistema inmunitario.
Existen diferencias regionales en la expresion de genes con actividades citotoxicas y
antitumorales a nivel sistémico en animales adultos del Golfo de California, que podrian
estar relacionadas con las diferencias ecoldgicas entre regiones. Sin embargo, aun se
desconoce el papel de estos genes inmunitarios a nivel local en el contexto de la
transformacion celular pre oncogénica y la infeccion por los virus oncogénicos, ni se han
investigado diferencias en los estadios celulares de pretransformacion y transformacion
maligna en animales de las aguas costeras de los Estados Unidos y del Golfo de
California. Evaluar los perfiles transcripcionales de genes clave en el sistema inmune nos
permite entender el papel que juegan los mecanismos inmunitarios en la eliminacion de
células transformadas en sus primeras etapas y su modulacién por parte de virus

oNncogenicos.
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IV. HIPOTESIS

La expresion de genes clave para la vigilancia antiviral y antitumoral varia
temporalmente.

La expresion de genes clave para la vigilancia antiviral y antitumoral es diferente
entre regiones ecoldgicas de la distribucién del lobo marino de California en el Golfo
de California.

La expresion de genes clave para la vigilancia antiviral y antitumoral es diferente a
nivel local que a nivel sistémico.

La expresion de genes clave para la vigilancia antiviral y antitumoral varia entre los
niveles de displasia celular.

La expresion de genes clave para la vigilancia antiviral y antitumoral es influida por
el estatus de infeccion viral.

El perfil transcripcional del epitelio genital del lobo marino de California difiere entre
individuos sanos e individuos con transformacién pre oncogénica.

Los animales con carcinoma urogenital presentan cambios morfologicos celulares
detectables a la evaluacion citologica.

Los cambios morfologicos caracteristicos de infeccion por papilomavirus estan

presentes en citologias con displasia leve.
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V. OBJETIVOS

5.10Dbjetivo general

Evaluar el patron transcripcional de genes clave involucrados en procesos antivirales y
antitumorales a nivel del epitelio genital del lobo marino de California y dilucidar su

papel para la transformacion pre oncogénica.

5.20bjetivos especificos

1. Comparar el perfil transcripcional de genes clave expresados por células NK, T
CD8*, T CD4* y T reguladoras entre los afios 2014, 2016 y 2020.

2. Comparar el perfil transcripcional de genes clave expresados por células NK, T
CD8*, T CD4*y T reguladoras entre las regiones.

3. Comparar el perfil transcripcional de genes clave expresados por células NK, T
CD8*, T CD4*y T reguladoras a nivel sistémico y a nivel local.

4. Evaluar el perfil transcripcional de genes clave expresados por células NK, T
CD8*, T CD4*y T reguladoras en el epitelio genital de hembras adultas en funcién
del nivel de displasia celular.

5. Evaluar el patrén transcripcional de genes clave expresados por células NK, T
CD8*, T CD4*y T reguladoras en el epitelio genital de hembras adultas en funcién
de infeccién por OtHV-1 y papillomavirus.

6. Caracterizar el transcriptoma del epitelio genital del lobo marino de California en
funcién del nivel de transformacion celular y la presencia de virus oncogenicos.

7. ldentificar cambios morfolégicos celulares sugestivos a neoplasias intraepiteliales
en hembras adultas varadas en las costas de California e identificar fenotipos
celulares caracteristicos de infeccion por el papiloma virus

8. Determinar la concordancia diagndéstica entre la interpretacion citolégica y los

hallazgos a la necropsia relacionados al carcinoma urogenital.
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VI.  METODOLOGIA

Este proyecto forma parte de un proyecto de investigacion sobre la Etiologia de la
transformacion epitelial del lobo marino de California, financiado por CONACYT (Ciencia
Basica 2018, proyecto A1-S-16417). Como parte de este proyecto, fueron colectadas
muestras citolégicas y de sangre del epitelio genital de hembras adultas de lobo marino
de California durante una expedicion a las colonias reproductivas en el Golfo de
California en 2020. Previamente, como parte de un proyecto financiado por CONACYT
(Fronteras de la Ciencia 2015, proyecto 446) se habian colectado muestras en otro
crucero cientifico durante el 2016. Estas muestras disponibles se utilizaron para realizar
analisis citologicos del epitelio, para preservar ADN y ARN, y para detectar la presencia
de virus oncogénicos. Este proyecto fue aprobado por el comité de Bioética de la
Facultad de Ciencias Naturales con numero de folio 102FCN2019. La metodologia se
llevd a cabo en el laboratorio de Genética Molecular y Plasticidad Inmune ubicado en
Campus Aeropuerto, UAQ.

Especie de estudio

El lobo marino de California (Zalophus californianus), CSL, pertenece a la familia
Otariidae y es la especie de pinnipedo mas abundante y de distribucién mas amplia que
hay en México (Szteren et al., 2006); Su distribucién abarca desde Columbia Britanica,
en el norte del Océano Pacifico, hasta las costas de Jalisco, México, incluido el Golfo de
California (Schramm et al., 2009). De acuerdo al analisis del ADN mitocondrial, se
identifican poblaciones geograficas distintas: (1) una poblacién que abarca toda la costa
de California hasta la frontera entre E.E.U.U. y México; (2) la poblacién del oeste de Baja
California, que abarca toda la costa occidental de la Peninsula de Baja California, en el
Oceéano Pacifico; (3) el sur del Golfo de California, (4) el centro y (5) el norte del Golfo de
California (5) (Caretta et al., 2016).

En las islas San Miguel, Santa Barbara, San Nicolas y San Clemente en Estados

Unidos se asientan las principales colonias reproductivas de CSL, con una poblacién que
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suma 182,000 animales. En Meéxico, existen 19 colonias principales desde la isla
Coronado hasta la isla Margarita en el Océano Pacifico incluyendo las islas en el Golfo
de California (Schramm et al., 2009), que en total se estiman en 118,000 individuos
(Szteren & Aurioles Gamboa, 2011).

La especie se encuentra por lo general en aguas cercanas a la plataforma continental
y playones, también es posible encontrarlo en islas mar adentro y muy alejadas de la
costa. Frecuentemente se distribuyen en zonas costeras, en bahias y puertos e incluso
en desembocaduras de rios, por lo que es una especie de habitos costeros (Aurioles-
Gamboa & Zavala-Gonzélez, 1994). Ademas, son animales gregarios, que suelen
agruparse en islas o islotes formando loberas que les sirven de refugio contra
depredadores (Peterson, 1967). Estas colonias tienen una zona acuatica que les sirve
para su reproduccion y otra area terrestre en donde también ocurren los apareamientos,

y en donde las hembras paren y pasan su etapa de lactacién y crianza (Peterson, 1967).

El lobo marino de California presenta un grado de dimorfismo sexual muy
marcado: mientras los machos pueden llegar a pesar hasta 250 kg y medir 2.5 metros,
las hembras apenas alcanzan los 100 kg y llegan a medir en promedio 1.8 metros (Perrin
et al., 2009). Este dimorfismo solamente se observa cuando los animales dejan de ser

juveniles y los machos comienzan a desarrollar caracteres sexuales secundarios.

La temporada de reproduccion abarca de junio a agosto, y en el periodo de un afo
sucede el parto, el celo, la prefiez (incluida la diapausa embrionaria y gestacion
placentaria activa) y la lactancia (Greig et al., 2005). El destete suele ser a los 10-12

meses de edad, y la madurez sexual se alcanza a los 5 afios (Heath & Perrin, 2009).

Las hembras adultas presentan una gran fidelidad tanto a sus sitos de nacimiento
como a las zonas de alimentacion, lo cual puede tener un impacto en la estructura social
y genética (Wolf & Trillmich, 2007). Después de la temporada de reproduccion, las
hembras lactantes se quedan en las colonias y suelen alimentarse algunos km a la
redonda de su zona reproductiva, mientras que los machos migran al norte para
alimentarse (Aurioles-Gamboa 2003). Algunas de las especies preferidas como presa
son el calamar comun (Loligo vulgaris), sardina del Pacifico (Sardinops sagax),

anchovetas (Engraulis mordax), pez sapo (Porichthys sp), merluza del Pacifico
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(Merluccius productos), salmon rosado (Oncorhynchus gorbuscha) entre otras. La
alimentacion varia de acuerdo a la region y a las fluctuaciones temporales de la
abundancia de recursos. Los lobos marinos que habitan en el alto Golfo de California
tienen una diversidad de dieta baja, mientras los que habitan en la region de las Grandes
Islas del Golfo de California presentan una diversidad de dieta de baja a media; en el
Golfo central tienen baja diversidad y en la region Sur una alta diversidad (Szteren &
Aurioles-Gamboa, 2011).

Area de estudio

El Golfo de California se encuentra en el noroeste de México, entre la Peninsula de Baja
California y los estados de Sonora y Sinaloa. Es una extension del océano Pacifico, con
una longitud de 1126 km y un rango de 48 a 241 km de ancho. Dentro del golfo de
California hay 13 colonias reproductivas de lobos marinos (Fig. 6), en las cuales se
recolectaron las muestras para esta tesis. La toma de muestras se llevo a cabo en el
verano del 2014, 2016 y 2020. Se muestrearon hembras adultas de diferentes colonias
reproductivas del Golfo de California. Islotes (24°59°N, 110°401"W), San Pedro Nolasco
(27°966°N, 111°378'W), San Pedro Martir (28°380°N, 112°306'W), San Esteban
(28°700°N, 112°576°W), Rasito (28°836°N, 112°998"W), Partido (28°912°N, 113°043'W),
Machos (29°293°N, 113°500°W), Granito (29°564°N, 113°539'W), Cantiles (29°506°N,
113°447°W), Lobos (30°051°N, 114°488°W), San Jorge (31°013°N, 113°244°W), y Rocas
Consag (31°203'N, 114°680°W).

Para términos de conservacion del CSL, el Golfo de California ha sido dividido en
cuatro regiones (Fig. 7) de acuerdo a variables biologicas, ecoldgicas, fisicas y
bioguimicas. El golfo norte o region norte incluye a Isla Lobos, San Jorge y Rocas
Consag, y se caracterizan por presentar una TSM y clorofila alta y una diversidad de
dieta baja. La region Media, también llamada Angel de la Guarda o regién de las Grandes
Islas incluye a Granito, Los Cantiles, Los Machos y El Partido, presentan TSM alta y
concentraciones de clorofila baja, la diversidad de la dieta es de baja a media y presentan
alta incidencia de osteoartritis. La Region Central tiene a las islas San Esteban, San

Pedro Matrtir, Nolasco y El Rasito, la TSM es de media a baja, las concentraciones de
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clorofila de medias a altas, la diversidad de dieta es alta y la incidencia de osteoartritis
es de media a baja. La Region Sur incluye Farallon de San Ignacio y Los Islotes, los
cuales se caracterizan por presentar TSM alta, concentraciones de clorofila bajas, una
alta diversidad de dieta y baja incidencia de osteoartritis (Szteren & Aurioles-Gamboa,
2011).

Islotes

San Pedro Nolasco
San Pedro Martir
San Esteban

Isla Rasito

El Partido

Los Machos

Los Cantiles

1.
2.
3.
4.
5.
6.
7.
8.
9

. Isla Granito

10. Isla Lobos

11. San Jorge

12. Rocas Consag 13. San Benito

Golfo de
California

Figura 6. Colonias reproductivas del lobo marino de California
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Figura 7. Regionalizacion del Golfo de California segun Szteren & Aurioles-Gamboa (2011).

Toma de muestras

Se capturaron 55 hembras adultas mediante redes mariposeras y por contencion fisica.
La toma de muestras de epitelio cervical se realizé con la ayuda de un especulo vaginal
para la visualizacion del cérvix. Se introdujo un cepillo estéril en la cavidad genital hasta
la entrada del cuello uterino, frotando suavemente con movimientos circulares para tomar
la mayor cantidad de células. Se realizaron tres cepillados cervicales por hembra. Con el
primero se realizaron frotis citologicos en laminillas de cristal y se fijaron inmediatamente
con spray Cytofix de acuerdo a las instrucciones del fabricante, se dejaron secar a
temperatura ambiente y se protegieron de la luz solar en una cajilla para laminillas hasta

su tincion. El segundo y el tercer cepillo se guardaron en tubos criovales de 1.5 mililitros,
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uno con una solucion estabilizadora de ARN (RNAlater) para la extraccion de ARN y otro

en etanol al 96% para extraccion de ADN.

Citologia

Se analizaron 12 laminillas del epitelio genital de hembras adultas muestreadas en el
2020. Ya se contaba con el diagnostico citoldgico de las muestras del 2014 y 2016, las

cuales fueron proporcionadas por Barragan-Vargas (Barragan-Vargas et al., 2016). .

Se analizaron 22 laminillas de epitelio genital tomadas de lobos marinos de
California varados en las costas de California E.E.U.U durante los afios 2018 y 2019. Las

laminillas fueron proporcionadas por The Marine Mammal Center.

Para la deteccion de la transformacion celular cervical, las laminillas se tifieron
con la técnica de tincién de Papanicolaou modificada por Barragan-Vargas (2013). La
tincion consta de una tincion nuclear y un contraste citoplasméatico. Se utilizaron 3
colorantes, la hematoxilina de Harris, tifie los nucleos, el colorante Orange G y la Eosina
A 50 para tefiir los citoplasmas de las células. El procedimiento consiste en sumergir las
laminillas en un tren de tinciones que tiene 4 pasos importantes, la fijacion, la tincién de
nacleo con Hematoxilina de Harris, la tincion de citoplasma con Orange G y EA50 y el

aclaramiento.
Procedimiento:

e Se sumergieron las laminillas en etanol al 80% por 30 seg.

e A continuacion, se sumergieron en etanol al 70% por 30 seg.

e Enseguida en etanol al 50% por 30 seg.

e Agua destilada por 30 seg. para enjuagar alcoholes

e Hematoxilina de Harris por 4 minutos con 30 seg. para la tincion de los nucleos.

e Agua destilada por 30 seg.

e Sumergir en acido clorhidrico (HCI) al 0.25% 4 veces continuas para quitar
exceso de colorante.

e Agua corriente por 6 min.

e Agua destilada por 30 seg.
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e Etanol al 50% por 30 seqg.

e Etanol al 70% por 30 seg.

e Etanol al 80% por 30 seqg.

e Sumergir en el colorante OG6 por 90 seg.

e Etanol al 95% por 30 seg. para la fijacion del color.
e Repetir paso anterior

e Sumergir en colorante EA50 por 90 seg.

e Etanol al 95% por 30 seg.(Repetir 3 veces)

e Etanol al 100% por 30 seg.

e Sumergir en una solucion xilol-alcohol (1:1) por 30 seg.
e Sumergir en xilol al 100% por 30 seg.

e Dejar secar a temperatura ambiente

Una vez que estaban secas las laminillas, se montaron en resina sintética a base
de xilol al 60%. Se agreg6 50 pl de resina en la parte central de la laminilla y se cubrid
con un cubreobjetos, haciendo ligera presion con los pulgares para extender la resina
sobre la laminilla, evitando dejar burbujas. Se dejaron secar a temperatura ambiente por

24 horas para su visualizacién al microscopio.

Se observaron las laminillas a un objetivo de 40X y 100X para visualizar las

diferentes caracteristicas celulares que determinan una transformacion celular.

Los fenotipos celulares que se tuvieron en cuenta fueron los criterios de

malignidad descritos previamente en la Figura 5.

Se realiz6 el diagndstico para cada hembra de acuerdo al Sistema Bethesda 2001.
Cada individuo fue colocado en una categoria diagnéstica de la siguiente manera:
negativo para lesion intraepitelial de malignidad (negativo), atipia de células escamosas
(ASC), células escamosas atipicas de significado indeterminado (ASCUS), y lesiones
intraepiteliales escamosas de bajo grado (LSIL) segun la Terminologia del Sistema
Bethesda de 2001. De acuerdo con esta terminologia citolégica, ASCUS incluye células
para las cuales no se puede hacer una interpretacion confiable de las lesiones

intraepiteliales escamosas, aunque contienen caracteristicas que son mas marcadas que
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los cambios meramente reactivos y su diagndéstico no debe ignorarse, ya que a menudo
progresa a lesiones intraepiteliales escamosas o malignidad. LSIL incluye displasia leve
y neoplasia intraepitelial cervical grado I. ASC se refiere a la presencia de células atipicas
gue no tienden a transformarse en un estado maligno y podrian ser causadas por una
infeccion por varios patdégenos. La presencia de leucocitos en los frotis cervicales se
marco con el signo (+) cuando la inflamacion era leve, con (++) cuando era moderada y

con (+++) cuando la inflamacién fue severa.

Se consideré como muestra insatisfactoria aquellas que presentaran:

e Poca celularidad

e Presencia de eritrocitos y células inflamatorias que impidan la correcta
visualizacion y valoracién de mas del 75% de la laminilla.

e Mala fijacién

e Extension gruesa

e Cambios por desecacion y presencia de artefactos

Se solicitaron las historias clinicas y los reportes de necropsia de los animales
muestreados a la Dra. Cara Field y al Dr. Padraig Duignan del The Marine Mammal
Center para su posterior comparacion con las interpretaciones citologicas.
Posteriormente, se procedi6 a buscar en los reportes de necropsia lesiones
macroscopicas asociadas con CUG para posteriormente comparar los resultados con la

citologia cervical.

Extraccion y Purificacién de ADN

Para el diagnostico viral se realizo extraccion de ADN gendmico de los cepillos genitales
preservados en etanol al 96%. Se utilizé el kit de extraccion QlAamp ® DNA mini kit

siguiendo las instrucciones del fabricante. El ADN se cuantifico y se evaluo la calidad en
un espectrofotdmetro NanoDrop (Qiagen).
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Deteccion de ADN de OtHV-1

Se utilizaron las muestras del afio 2020 para detectar la presencia de infeccién por OtHV-
1. Ya se contaba con los diagnésticos de las muestras de 2014 y 2016, que fueron
realizadas por Ignacio Pefiin y Cecilia Barragan-Vargas (Barragan-Vargas, 2015; Peiiin,
2018).

Se amplifico un fragmento de 210 pb del gen de la ADN polimerasa (Dpol) de la
gamma herpesvirus otarino tipo | (OtHV-1) en el ADN extraido de los cepillos genitales
(Dpol 697 5-GCGGGAACGCAACTATATCCT-3 y Dpol 65 5'-
TCTTCGTCCAGTATCATTG-3") (Velez, 2012). Se utiliz6 la técnica de reacciéon en
cadena de la polimerasa (PCR). Todas las reacciones de PCR de 12,5 yl se realizaron
utilizando un sistema de PCR ABI 3100 (Applied Biosystems, Inc.). Las condiciones
fueron 95 ° C durante 15 min, 30 ciclos de 94 ° C durante 40 s, 52 ° C durante 30 sy 72
° C durante 40 s y un paso de extension final a 72 ° C durante 10 min. Los productos
amplificados se sometieron a electroforesis en un gel de agarosa al 1% tefiido con

bromuro de etidio.

Detecciéon de ADN de ZcPV-1

Se amplificé un fragmento de 539 pb del gen L1 (secuencia HQ293213.1) de GenBank
F (5'-ATACAGGACGGGGACATGG-3") y R (6'-TCATATTCCTCAGCGTGCCT-3").. Se
utilizé la técnica de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). Todas las reacciones
de PCR de 12,5 ul se realizaron utilizando un sistema de PCR ABI 3100 (Applied
Biosystems, Inc.). Las condiciones fueron 95 ° C durante 3 min, 35 ciclos de 94 ° C
durante 30 s, 52 ° C durante 30 s, 72 ° C durante 15 s, un paso de extension final a 72 °

C durante 15 min.

Los productos amplificados se sometieron a electroforesis en un gel de agarosa

al 1% tenido con bromuro de etidio.
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Extraccién de ARN total y sintesis de ADNc

El ARN de las células epiteliales cervicales se extrajo de los cepillos preservados en
solucion amortiguadora de ARN RNAlater™ (Invitrogen™). Se utilizé el protocolo Trizol
(Sigma-Aldrich, EE. UU.) Para obtener una mayor cantidad de material, después de
incubar las muestras en Trizol durante 1 hr a temperatura ambiente se utilizaron agujas
de insulina 31Gmm x 6mm para romper las células. La fase de separacion se llevo a
cabo con cloroformo (0.2 ul / pl de trizol utilizado). Al sobrenandante (fase que contiene
el ARN) se le agreg6 acetato de sodio 3M (10% del sobrenandante) y 400 ul de
isopropanol frio. Después de incubar por 12 hrs a -20°C se hicieron lavados con etanol
al 75%, se dejaron secar a temperatura ambiente y se hidrataron con agua libre de
RNAsas. La integridad del ARN se evalué mediante electroforesis en un gel de agarosa
al 1% tefiido con bromuro de etidio y la pureza se determiné mediante espectrofotometria
Nanodrop.

Para la sintesis de ADN complementario (cDNA) se utilizo el kit de transcripcion
reversa QuantiTect (Qiagen, EE. UU.). Utilizando 200 ng de ARN en reacciones de 20
ML. Segun las instrucciones del fabricante, el procedimiento incluyé 2 min incubacion a
42 ° C con tampon de eliminacién de ADNg para garantizar ain mas la eliminacion de la
contaminacion del ADN gendmico. EI cDNA se congeld en alicuotas para evitar ciclos
repetidos de congelacion-descongelacion. Para verificar la sintesis viable de cDNA se
realiz6 un PCR amplificando el gen G3p (gliceraldehido3-fosfato-deshidrogenasa).

Expresion genética
Se seleccionaron 10 genes (Cuadro 4) que juegan un papel importante en las respuestas

inmunitarias relevantes para procesos antivirales y antitumorales y que han sido

amplificadas y estudiadas anteriormente en sangre de esta especie (Pefiin et al. 2019).

Se evaluo¢ la cuantificacion de la expresion relativa de estos genes mediante PCR

cuantitativa en tiempo real (RT-gPCR) en un sistema de deteccion de secuencias CFX
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Connect™ (BioRad, EE. UU.) con los cebadores (ver Cuadro 4) previamente optimizados
por Pefiin et al. (2019).

Para evaluar la funcién de las células NK y su actividad citotoxica se midio la
transcripcion de los genes KIR, Ly49, perforina y granzima B, se sabe que son genes
funcionales en el CSL (Hammond et al., 2009). La evaluacion de la actividad de los
linfocitos CD4* (Th1) se midi6 mediante la expresion del factor de transcripcion STAT-1,
responsable de mediar la respuesta celular a los interferones (IFN) (Nguyen et al., 2000);
eomes que se considera un marcador de activacion de T CD8* (Pearce et al., 2003), y
Thx21, responsable de regular la diferenciacion de células Th ingenuas a Thl (Zhu et al.,
2012). Para los fenotipos de Th2 se evaluaron los genes GATAS3, y STAT-6 y la actividad

de las células T reguladoras se evalué mediante los niveles de transcripcion de FoxP3.

Las reacciones de RT-gPCR contenian contenian 4 uL de cDNA, 0.5 pL de cada
cebador, 5 pL de QuantiTect SYBR® Green RT-PCR Kit (QIAGEN), 10 yL de volumen

final. Las reacciones se sometieron segun el siguiente protocolo:
95 ° C durante 15 min
40 ciclos de

e 95°Cporil5s
e 55°Cpor60s
e 72°Cpor60s.

95 ° C durante 15 s

y un paso final para la curva de fusion a 60 a 90 ° C (aumento de 0.5°Cy 15s

de medicion de la longitud de onda para cada temperatura).

Las reacciones de cada gen se realizaron por duplicado y se utilizaron controles de
mezcla sin muestra para controlar la contaminacion. El umbral se establecio
manualmente después del despegue de la amplificacion. Se utilizaron los datos que
tuvieron una diferencia entre replicas inferior a un ciclo. Si fallaba la fiabilidad de los
genes de referencia, las muestras se volvian a analizar para todos los pares de

cebadores de una placa.
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Cuadro 4. Genes con funciones marcadoras de citotoxicidad NK y CD8+, respuesta tipo

Gen

Th2 e inmunomodulacion.

Proteina codificada y funcién

Oligonucleoétidos (5'-3")

Ly49

Granzima B

Perforina

Eomes

STAT-1

Thx21

GATA-3

FoxP3

Receptor inhibidor de células NK. Se
une a MHC | en células normales y
alteradas.

Proteasa proapoptética dependiente
de perforina. Ejerce respuestas
antivirales y antitumorales.

Crea poros o canales a través de la
membrana celular de las células
diana mediante el cual, entran
proteinas citoliticas.

También llamada T-box brain protein
(Tbr2) (proteina T-box cerebral 2).
Coadifica para el factor de
transcripciéon Eomesodermina,
importante durante el desarrollo y en
la diferenciacion de células T CD8+
durante la respuesta inmune
regulando la expresion de genes
efectores liticos.

Transductor de sefiales y activador de
la transcripcion que media la
respuesta celular a los interferones
(IFN).

Coadifica para el factor de
transcripcion (Tbet). Define el linaje
que inicia el desarrollo del linaje Thl a
partir de células precursoras Th
ingenuas activando los programas
genéticos Thly reprimiendo los
programas genéticos Th2 y Th17.

Induce la secrecion de citocinas
antiinflamatorias por las células
Th2; inhibe la expresion de
IFNy; suprime la diferenciacion de
células Th ingenuas a las células Thl.

Factor de transcripcion que media la
funcion antiinflamatoria y
antiapoptética. Moldea la tolerancia
inmunoldgica.
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F. TGTCAGAGAGGAAATGAAGGCA
R. TGGCAAGTCTGTTTACATCCGT

F. CACTCTGCAAGTAGTGAGGCT
R. CAGCTGAATGGTGTGGTCGTA

F. CCTGCTGCAGTTCTTCCAAC
R. CTGGCACTGACCGACTGG

F. TCAGTCCTTCTCCCGGAGC
R. GGTTGACCACCTTTCGTTCTG

F. GGTGAACTGGACCCCAGTCT
R. CTATGGGACCGCACCTTCAA

F. GAGGCTGAGTTTCGAGCAGT
R. AGTAGGACATGGTGGGTCCG

F. CATGACACGCTGGAGGACTT
R. AGGGAGGTCATGTGTCTGGA

F. TGCAGTCTCTGGAACAGCAG
R. TTTGGTCAGGGCCATCTTCC



Para normalizar la expresion de cada gen de interés se seleccionaron dos genes
de referencia, expresados constitutivamente en los tejidos del organismo a evaluar,
HPRT y RPS5.

La estrategia utilizada para medir la expresién fue la cuantificacion relativa,
restando los valores del ciclo umbral Ct de los genes de referencia de los valores Ct de

los genes objetivo para obtener ACt.
ACt = Ct gen de interés — Ct de genes de referencia

Debido a que los valores mas bajos de ACt representan niveles mas altos de expresion,

se transformaron las variables respuesta a valores negativos (—log ACt).

Analisis estadistico

Se utilizé la expresion relativa de genes representativos de las respuestas relevantes
para este estudio: (i) actividad y diferenciacion de NK y CD 8* (Ly49, perforina, granzima
B, STAT-1, Tbx21 y eomes), (ii) Th2 y modulacion inmune (GATA3 y FoxP3).

La distribucién de las variables respuestas se examindé mediante la prueba de Shapiro
Wilks para determinar la normalidad de los datos. Para la visualizacion de la distribucion
de los datos se realizaron graficos de g-q plot. A continuacién, se realizaron graficos

Cullen y Frey para identificar el tipo de distribucién a la que méas se asemejaban (Anexo
).

Se utilizaron modelos lineales generalizados (GLM), modelo que nos permite tener
una distribucion no normal de los datos. Se realizaron GLM para cada uno de los genes
de interés, y en cada modelo se incluyeron las siguientes variables explicativas: afio de
muestreo, region, estado citolégico (LSIL, ASC, N) y la infeccibn por virus
oncogénicos. Se realizd6 un GLM independientes para examinar si el nivel de
transcripcion de cada gen se vio afectados por la presencia de OtHV-1, ZcPV-1 o la

infeccion simultanea por ambos virus en el epitelio genital, y si los niveles de transcripcion
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de genes fueron influenciados por el nivel de displasia celular. En todos los casos, los
resultados se consideraron estadisticamente significativos si el valor de p era inferior a
0,05. Se realizaron modelos de regresion lineal simple (Im) para saber si la expresion a

nivel local impactaba en la expresion a nivel sistémico para cada uno de los genes.

Todos los analisis estadisticos se realizaron en R v3.4.2 (RStudio Team, 2021) y se utilizé

Tableau v22.1 para la realizacion de las gréficas.
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VIl.  RESULTADOS

Se incluyeron 53 muestras de hembras adultas del lobo marino de California para realizar
este estudio. Para verificar si tenian una distribucion normal, los datos de expresion se
sometieron a la prueba de Shapiro-Wilk, en donde se obtuvieron los siguientes valores
de p: KIR (p = 0.241), Ly49 (p = 0.052), perforina (p = 0.060), granzima B (p = 0.001),
STAT-1 (p = 0.021), eomes (p = 7.895e-05), Tbx21 (p = 0.008), GATA-3 (p = 7.365e-05),
FoxP3 (p = 0.01367) y STAT-6 (P = 0.000). KIR, Ly49 y perforina mostraron una
distribucion normal, mientras el resto de los genes no presento evidencia de normalidad.
Para la visualizacidn de las distribuciones se realizaron graficos g-q plot (Anexo I) y para
obtener el tipo de distribucién a la que mas se ajustaban se realizaron graficos de Cullen
& Frey (Anexo ll). Para los genes que no tuvieron una distribucion normal, se ajustaron
a una distribucion beta (conversion a valores entre 0 y 1) a excepcion de GATA-3 que
presenté una distribucion lognormal, ajustdndose a una escala logaritmica para su

andlisis. Los GLM se realizaron incluyendo una distribucion cuasibinomial.

Comparar el perfil transcripcional de genes clave expresados por células NK, T
CD8*, T CD4*y T reguladoras entre los aflos 2014, 2016 y 2020.

KIR

En los tres afios del estudio, la expresion de KIR se expreso a niveles menores que los
genes de referencia y solo cuatro individuos presentaron una sobre expresion de KIR.
Sin embargo, los niveles de transcripcion relativa para el gen KIR variaron en los tres
diferentes afos (GLM, F1,40 = 12.91, p= 0.00; Fig. 8), con una mayor expresion relativa

en el 2020 (-1) y menor expresion (-4) en el 2016.
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Figura 8. Transcripcion relativa de KIR en células epiteliales genitales de hembras de lobo

marino de California muestreadas en diferentes afios, 2014, 2016 y 2020.



Ly49

La transcripcion del gen Ly49 no vario de forma detectable entre los afios (GLM, F 1,46 =
1.24, p=0.26; Fig. 9).

Expresion Relativa
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Figura 9. Transcripcion relativa de Ly49 en células epiteliales genitales de hembras de lobo

marino de California muestreadas en diferentes afios, 2014, 2016 y 2020.
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Perforina

La expresion de Perforina fue subexpresada en practicamente todos los individuos, con
la excepcidn de dos animales. La transcripcion del gen perforina no varié entre los afos
(GLM, F 1,22 = 0.27, p= 0.60; Fig. 10). Cabe sefialar que fueron pocas las muestras
analizadas (24 muestras) en comparacion con las muestras disponibles para los deméas

genes.

Perforina  ~ ARoD
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Figura 10. Transcripcion relativa de perforina en células epiteliales genitales de hembras de

lobo marino de California muestreadas en diferentes afios, 2014, 2016 y 2020.
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Granzima B

La expresion de granzima B vari6 entre afios (GLM, X? = 1.57, gl=41, p= 0.01; Fig. 11)
siendo menor (-1.65) para individuos muestreados en el 2016 y mayor (1.84) en el afio
2020. La expresion promedio fue 1.6 veces menor que la expresion de los genes de
referencia en el 2016, a comparacion del 2020, que presentd niveles de expresion por

encima de los genes de referencia.

GranzimaB ~ ARfD
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Figura 11. Transcripcion relativa de granzima B en células epiteliales genitales de hembras de

lobo marino de California muestreadas en diferentes afios, 2014, 2016 y 2020
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STAT-1

La expresion de STAT-1 vari6 entre afios (GLM, X? = 3.63, gl = 46, p= 0.01; Fig. 12) con
niveles mas altos (2.9) en el 2014 en comparacién con los afios 2016 y 2020, que

presentaron 3.5 veces menos expresion.

STAT-1 ~ Afio
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Figura 12. Transcripcion relativa de STAT-1 en células epiteliales genitales de hembras de lobo

marino de California muestreadas en diferentes afos, 2014, 2016 y 2020.
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EOMES

La expresion epitelial genital de eomes en general fue subexpresada, aunque en el 2020
algunos animales tuvieron una sobreexpresion de este gen. Su transcripcion varié entre
los afios (GLM, X? =0.97, gl= 40, p = 0.00; Fig. 13), siendo hasta 4 veces mas alta en el
2020 con respecto al 2016.
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Figura 13. Transcripcion relativa de eomes en células epiteliales genitales de hembras de lobo

marino de California muestreadas en diferentes afios, 2014, 2016 y 2020.
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Thx21

La expresion de Thx21 no varié entre los afos del estudio (GLM, X? = 0.06, gl= 47, p =
0.28; Fig. 14) y en la mayoria de los individuos muestreados se observo subexpresado

con respecto a los genes de referencia.

Tbx21 ~ Afo
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Figura 14. Transcripcion relativa de Tbx21 en células epiteliales genitales de hembras de lobo

marino de California muestreadas en diferentes afios, 2014, 2016 y 2020.
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GATA-3

Los valores de transcripcion relativa para GATA-3 no variaron entre afios (GLM, X?=2.46,
gl=50, p=0.19; Fig. 15).

GATA-2 ~ Afio
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Figura 15. Transcripcion relativa de GATA-3 en células epiteliales genitales de hembras de lobo

marino de California muestreadas en diferentes afnos, 2014, 2016 y 2020.
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STAT-6

Los niveles de transcripcion de STAT-6 fueron mayores que los genes de referencia con
la excepcion de unos pocos individuos en el afio 2016 y 2020. La expresion relativa de
STAT-6 varié entre afios, mostrando mayores niveles de expresion en el afio 2020 y
menor en el 2016 (GLM, X?= 2.75, gl=33, p= 0.00; Fig. 16).

STAT-6 ~ Afio
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Figura 16. Transcripcion relativa de STAT-6 en células epiteliales genitales de hembras de lobo

marino de California muestreadas en diferentes afos, 2014, 2016 y 2020.
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FOXp-3

La transcripcion relativa de FOXp3 no fue diferente entre los tres afios muestreados
(GLM, X?=0.02, gl= 47, p= 0.13; Fig. 17).

FOXp3 ~ Afio
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Figura 17. Transcripcion relativa de FOXp3 en células epiteliales genitales de hembras de lobo

marino de California muestreadas en diferentes afios, 2014, 2016 y 2020.
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Comparar el perfil transcripcional de genes clave expresados por células NK, T

CD8*, T CD4*y T reguladoras entre las regiones.

KIR

La expresion relativa de KIR se observé regulada a la baja con respecto a los genes de

referencia y no fue diferente entre las regiones muestreadas (GLM, F4,37 =1.91, p=0.12;

Fig. 18).

Expresion Relativa

o

KIR ~ Reqgidn

Figura 18. Transcripcion relativa de KIR en células epiteliales genitales de hembras de lobo

marino de California muestreadas en diferentes regiones del Golfo de California y Pacifico

Mexicano.
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Ly49

Ly49 no presenta variacion en su expresion entre regiones (GLM, Fas, 43 = 0.47, p= 0.75;
Fig. 19).

Ly49 ~ Reqidn
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Figura 19. Transcripcion relativa de Ly49 en células epiteliales genitales de hembras de lobo
marino de California muestreadas en diferentes regiones del Golfo de California y Pacifico

Mexicano.
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Perforina

La expresion de perforina varié entre regiones (GLM, F 4,19 = 2.96, p = 0.04; Fig. 20)

siendo mas alta (-1.8) en la region central y menor (-5.8) en la region Sur.
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Figura 20. Transcripcion relativa de perforina en células epiteliales genitales de hembras de
lobo marino de California muestreadas en diferentes regiones del Golfo de California y Pacifico

Mexicano.
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Granzima B

Los niveles de expresion relativa de granzima B no variaron entre regiones (GLM, X? =
1.74, gl =38, p=0.94; Fig. 21). Los individuos presentaron niveles de transcripcion bajos,
algunos individuos mostrando hasta 4 veces menos que la expresion de los genes de
referencia (en promedio, 0.6 veces menos). Sin embargo, algunos individuos presentaron
niveles de transcripcibn muy elevados en el epitelio genital, hasta mas de 6 veces los

niveles de los genes de referencia.

GranzimaB ~ Regidn
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Figura 21. Transcripcion relativa de granzima B en células epiteliales genitales de hembras de
lobo marino de California muestreadas en diferentes regiones del Golfo de California y Pacifico

Mexicano.
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STAT-1

El perfil de transcripcion relativa para STAT-1 varié entre regiones (GLM, X?= 2.41, gl=
43, p=0.000; Fig. 22) siendo mayor (3.1) para animales del Pacifico norte y menor (-0.9)
para animales de la region media. STAT-1 mayormente se sobreexpreso en las regiones

norte, central, sur y Pacifico norte, y se subexpreso en la region media.

STAT-1 ~ Regidn
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Figura 22. Transcripcion relativa de STAT-1 en células epiteliales genitales de hembras de lobo
marino de California muestreadas en diferentes regiones del Golfo de California y Pacifico

Mexicano.
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Eomes

Eomes no vari6 en sus niveles de transcripcién entre regiones, (GLM, X?= 1.29, gl =37,
p= 0.68; Fig. 23)
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Figura 23. Transcripcion relativa de eomes en células epiteliales genitales de hembras de lobo
marino de California muestreadas en diferentes regiones del Golfo de California y Pacifico

Mexicano.
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Thx21

La expresion relativa de Tbx21 no varié entre regiones (GLM, X? = 0.05, gl= 44, p= 0.20;
Fig. 24).

Tbx21l ~ Reqidn

[#a]

Expresion Relativa
[

[#e]

Lentra 2Ur FaciTico Norte

1]
r|;'
1
o
I

Figura 24. Transcripcion relativa de Tbx21 en células epiteliales genitales de hembras de lobo
marino de California muestreadas en diferentes regiones del Golfo de California y Pacifico

Mexicano.
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GATA-3

La transcripcion de GATA-3 no fue diferente entre regiones (GLM, X2 = 2.44, gl= 47, p=
0.73; Fig. 25).
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Figura 25. Transcripcion relativa de GATA-3 en células epiteliales genitales de hembras de lobo
marino de California muestreadas en diferentes regiones del Golfo de California y Pacifico

Mexicano.
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STAT-6

La expresion de STAT-6 no varié entre regiones (GLM, X? = 3.69, gl=30, p = 0.63; Fig.
26). En todas las regiones, a excepcion de unos cuantos individuos, se sobreexpreso

con respecto a los genes de referencia, en algunos animales hasta 5 veces mas.
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Figura 26. Transcripcion relativa de STAT-6 en células epiteliales genitales de hembras de lobo
marino de California muestreadas en diferentes regiones del Golfo de California y Pacifico

Mexicano.
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FOXp3

El gen FOXp3 no vario sus los niveles de expresion en el tejido genital entre regiones
ecoldgicas (GLM, X2 = 0.02, gl= 44, p= 0.45; Fig. 27). En la mayoria de los individuos, la

expresion fue menor que la de los genes de referencia, hasta mas de 5 veces.
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Figura 27. Transcripcion relativa de FOXp3 en células epiteliales genitales de hembras de lobo
marino de California muestreadas en diferentes regiones del Golfo de California y Pacifico

Mexicano.
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Comparar el perfil transcripcional de genes clave expresados por células NK, T

CD8*, T CD4*y T reguladoras a nivel sistémico y a nivel local.

Pefiin y cols., (2019) analizaron el perfil transcripcional de los genes que participan en la
actividad de las células T citotoxicas, NK y de la actividad inmunomoduladora en
linfocitos sanguineos en CSL. Observaron diferencias regionales en la expresion de
genes, resaltando un patron de expresibn que aumenta de norte a sur en genes
relacionados con respuestas Thl y Th2. Dada la diferencia en la regulacion de
respuestas inmunes sistémicas y mucosales que se ha descrito para el humano y
algunos animales de laboratorio (Nazki et al., 2020; Smith et al., 2021), se planteé el
objetivo de investigar las diferencias entre los perfiles de expresion sistémico
determinados por Pefiin y colaboradores y los perfiles de expresion a nivel del epitelio
genital para los mismos animales. A continuacion, se presenta el perfil transcripcional

entre las regiones estudiadas a nivel local (arriba) y a nivel sistémico (abajo).
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Ly49

La expresion de Ly49 a nivel y sistémico no varié (GLM, F1,33 = 0.00, p= 0.97; Fig. 28).
La expresion de Ly49 a nivel local estuvo subexpresada con respecto a los genes de

referencia hasta 8 veces menos a comparacion de la expresion a nivel sistémico.
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Figura 28. Comparacion de los patrones de expresion a nivel local y sistémico de Ly49 entre las

diferentes regiones.
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Perforina

La expresion de perforina a nivel local es diferente de la expresion de perforina a nivel
sistemico (GLM, Fi19 = 4.94, p= 0.05; Fig. 29). A nivel local y sistémico estaba
subexpresada con respecto a los genes de referencia, sin embargo, a nivel local la

expresion fue de hasta 4 veces menos que la expresion a nivel sistémico.
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Figura 29. Comparacion de los patrones de expresion a nivel local y sistémico de perforina

entre las diferentes regiones.



Granzima B

La expresion de Granzima B a nivel local no difiere de la expresion a nivel sistémico
(GLM, F 127 = 0.00, p= 0.95; Fig. 30). Sin embargo, granzima B se observo
sobreexpresada a nivel sistémico y subexpresada a nivel local con respecto a los genes
de referencia. Algunos animales presentaron sobreexpresion de Granzima B a nivel de

mucosas, hasta 8 veces méas que los genes de referencia.
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Figura 30. Comparacion de los patrones de expresion a nivel local y sistémico de granzima B

entre las diferentes regiones.
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STAT-1

La expresion de STAT-1 a nivel local no varido con respecto a la expresion a nivel
sistémico (GLM, F133=0.42, p = 0.51; Fig. 31). Se sobrexpreso con respecto a los genes
de referencia a nivel local y sistémico, a excepcion de la region Media, mostrando una

misma tendencia entre la expresion de sangre y mucosas.
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Figura 31. Comparacién de los patrones de expresion a nivel local y sistémico de STAT-1 entre

las diferentes regiones.

83



Eomes

La expresion de Eomes a nivel local no difiere de la expresion a nivel sistémico (GLM,
F116 = 0.49, p= 0.49; Fig. 32). Se subexpreso a nivel local con respecto a los genes de
referencia en todas las regiones a excepcion de 7 animales, a diferencia del nivel

sistémico que se sobreexpresoé en la mayoria de las regiones a excepcion de la region

Media y Central.
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Figura 32. Comparacion de los patrones de expresion a nivel local y sistémico de eomes entre

las diferentes regiones.



Thx21

La expresion de Thx21 a nivel local y sistémico no vario (GLM, Fi1,31 =0.24, p = 0.62; Fig.
33).
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Figura 33. Comparacion de los patrones de expresion a nivel local y sistémico de Thx21 entre

las diferentes regiones



GATA-3

La expresion de GATA-3 a nivel local no es diferente de la expresion a nivel sistémico
(GLM, F 1,33 = 0.58, p= 0.44; Fig. 34).
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Figura 34. Comparacion de los patrones de expresion a nivel local y sistémico de GATA-3 entre

las diferentes regiones
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FOXp3

La expresion de Foxp3 a nivel local y a nivel sistémico no varié (GLM, F127 = 0.00, p=
0.98; Figura 35).
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Figura 35. Comparacion de los patrones de expresion a nivel local y sistémico de FOXp3 entre

las diferentes regiones
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Evaluar el perfil transcripcional de genes clave expresados por células NK, T CD8*,
T CD4*y T reguladoras en el epitelio genital de hembras adultas en funcion del

nivel de displasia celular.

Todas las muestras fueron analizadas en busca de transformacion celular segun los

criterios explicados en la metodologia de este estudio.

La expresion de los genes KIR, Ly49, perforina, Granzima B, STAT-1, eomes,
Thx21, GATA-3, FOXp3 y STAT-6 no variaron significativamente de acuerdo al estado
citolégico del epitelio genital de las hembras adultas (en todos los casos p > 0.05, ver

Anexo IlI).

Evaluar el patrén transcripcional de genes clave expresados por células NK, T
CD8*, T CD4*y T reguladoras en el epitelio genital de hembras adultas en funcion

de infeccién por OtHV-1y papillomavirus ZcPV-1.

Se detectd6 OtHV-1 en el 49% de los individuos muestreados (total de muestras
analizadas 53) y ZcPV-1 en el 39% de los individuos (total de muestras analizadas 51).
El 26 % de los individuos presentaron infeccion simultdnea por ambos virus, y el 37% de

los individuos no presentaron infeccién por ninguno de los dos virus.

La expresion de los genes KIR, perforina, Granzima B, STAT-1, GATA-3 y FOXp3
no variaron significativamente de acuerdo al estado de infeccion viral en el epitelio genital

de las hembras adultas (en todos los casos p > 0.05, ver Anexo lll).

Ly49

Los valores de expresion para Ly49 variaron de acuerdo al estatus de infeccion (GLM, F
344 = 4.45, p=0.00; Fig. 36), siendo mayor la expresion en los animales que no
presentaron infeccion por ninguno de los virus. La expresion de los individuos con

infeccion por ZcPV-1 fue mayor en comparacion con los infectados por OtHV-1.
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Figura 36. Niveles de transcripcion de Ly49 segun la ausencia de infeccion (No), la infeccion
por OtHV-1, la infeccién por ZcPV-1y la infeccion por ambos virus oncogénicos,

respectivamente.
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Eomes

La expresion de eomes varié de acuerdo al estatus de infeccion (GLM, X? =1.13, gl= 38,
p=0.03; Fig. 37), siendo mas alta en el epitelio infectado con ZcPV-1 y mas baja cuando

habia una infeccion simultanea.
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Figura 37. Niveles de transcripcion de eomes segun la ausencia de infeccion (No), la infeccion
por OtHV-1, la infeccion por ZcPV-1y la infeccion por ambos virus oncogénicos,

respectivamente.
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Tbhx21

La expresion de Tbx21 varié de acuerdo al estatus de infeccion (GLM, X? = 0.05, gl= 45,
p= 0.03; Fig. 38), siendo la expresion mas alta en individuos con infeccion por ZcPV-1y

la infeccidn mas baja en individuos con infeccion por OtHV-1 e infeccidn simultanea
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Figura 38. Niveles de transcripcion de Tbx21 segun la ausencia de infeccidén (No), la infeccion
por OtHV-1, la infeccion por ZcPV-1y la infeccion por ambos virus oncogénicos,

respectivamente.
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STAT-6

La expresion de STAT-6 varié de acuerdo al estatus de infeccion (GLM, X? = 2.90, gl=
31, p= 0.00; Fig. 39), siendo mas alta en epitelios sin infecciones en comparacion a la

expresion de epitelios con infeccion de OtHV-1y ZcPv-1.
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Figura 39. Niveles de transcripcion de STAT-6 segun la ausencia de infeccién (No), la infeccion
por OtHV-1, la infeccidn por ZcPV-1y la infeccion por ambos virus oncogénicos,

respectivamente.
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Identificar cambios morfoldgicos celulares sugestivos a neoplasias intraepiteliales

en hembras adultas varadas en las costas de California.

Se revisaron laminillas citolégicas del epitelio cervical de 22 hembras adultas varadas en
las costas de California E.E.U.U.Dos laminillas (9%) fueron interpretadas, de acuerdo al
Sistema Bethesda como células escamosas atipicas (ASC); células atipicas de
significado indeterminado (ASC-US) se presentdé en dos laminillas (9%); LSIL se
interpretd en 3 laminillas (15%); nueve laminillas (40%) fueron negativas a lesiones
intraepiteliales debido a la ausencia de cambios morfologicos atipicos y seis (27%) fueron
no satisfactorias para su interpretacion (Fig. 40). Ningun caso fue interpretado como HSIL
ni carcinoma in situ. Se obtuvieron reportes de necropsia de 12 (54%) de los animales

evaluados para la comparacion del diagndstico citolégico con las lesiones observadas a

la necropsia.
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Figura 40. Interpretacion citologica de las laminillas analizadas

Durante el analisis de las muestras citoldgicas se describié la morfologica y los
cambios encontrados y de acuerdo a esto se le asignd una categoria diagnéstica de

acuerdo al Sistema Bethesda (Cuadro 5).
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Cuadro 5. Morfologia observada en la citologia cervical y su interpretacion segun

el sistema Bethesda. NS= No satisfactoria

ID Cambios morfolégicos observados Interpretacion
Atipia celular: Hipercromasia. ASC
CSL-13720 Pleomorfia nuclear. Queratohialina.
Epitelio atréfico. Inflamacion +
CSL-13724 Atipia celular: intermedias binucleadas. ASC
Cambios metaplasicos. Metaplasia escamosa inmadura.
CSL-13881 Disqueratosis. Binucleacién. Pleomorfia nuclear. Inflamacion +++. ASC-US
Epitelio atroéfico.
Atipia celular: binucleacién, hipercromasia leve. Pleomorfia nuclear.
CSL- 13745 Anisonucleosis. Epitelio atréfico. Inflamacién + ASC-US
Atipia celular: Hipercromasia. Pleomorfia nuclear. Pleomorfia de
bordes citoplasméticos. Relacién ndcleo/citoplasma anormal.
CSL-13729 Binucleacion en células intermedias. Cromatina granular. Epitelio LSIL
atrofico. Displasia leve
Atipia celular: Hipercromasia. Pleomorfia nuclear. Anisonucleosis.
CSL-13737 Binucleacion. Coilocitos. Epitelio atréfico. Displasia leve LSIL
Atipia celular: Hipercromasia. Pleomorfia nuclear. Anisonucleosis.

CSL-14128 Coilocitos. Inflamacién +. Epitelio atréfico. Displasia leve LSIL
CSL-13731 Cambios metaplasicos. Metaplasia escamosa inmadura. Inflamacién NEGATIVO
+++
CSL-13615 Sin cambios morfolégicos atipicos. Queratohialina. Epitelio atrofico. NEGATIVO
Inflamacion +
CSL-13721 Sin cambios morfolégicos atipicos. Queratohialina. Epitelio atrofico. NEGATIVO
Inflamacién ++
CSL-728 Sin cambios morfolégicos atipicos. Epitelio atrofico. NEGATIVO

Sin cambios morfolégicos atipicos. Carriorexis. Disqueratosis. Epitelio NEGATIVO

CSL-13749 atréfico Inflamaciéon +++ severa.

CSL-14131 Sin cambios morfolégicos atipicos. Carriorexis. Epitelio atréfico. NEGATIVO
Inflamacion +++.

CSL-13916 Sin cambios morfolégicos atipicos. Inflamacién + NEGATIVO

CSL-13725 Sin cambios morfolégicos atipicos. Epitelio atréfico. Inflamacion +. NEGATIVO

CSL-14158 Presencia de célula endocervicales unicamente. Hiperplasia de células NS
endocervicales

CSL-14149 Cambios por Carriorexis. Inflamacion +++. Poca celularidad. Epitelio NS

atrdfico.

CSL-13723 Mala fijacion. Cambios atréficos. NS

CSL-14039 Poca celularidad. Inflamacion +. NS

CSL-14060 Poca celularidad. Mala fijacién. NS

CSL-14125 Mala fijacion. Cambios atrdficos. Inflamacion+ NS
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Se identificaron cinco tipos celulares indicadores de cambios morfolégicos de
importancia diagnostica, células metaplasicas, binucleadas, pleomorfas, hipercroméaticas

y coilocitos (Fig. 41).

Figura 41. Cambios morfoldgicos celulares encontrados en el tracto genital de hembras de lobo
marino de California. A) Células metaplasicas. B) Células binucleadas. C) Nucleos pleomorficos
e hipercromaticos. D) Coilocito

Identificar fenotipos celulares caracteristicos de infeccién por el papiloma virus.

Se observo la presencia de coilocitos en tres de las muestras citologicas, con el nimero
de ID CSL-13737, CSL-13729, CSL-14128 (Figuras 42-44).

Figura 42. Coilocitos observados en la citologia de CSL-13737.
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Figura 43. Coilocitos observados en la citologia de CSL-13729

Figura 44. Coilocitos observados en la citologia de CSL-14128

Debido a que se observd la presencia de coilocitos en las citologias de CSL, se
contaron estas células por muestra. El individuo CSL-13737 tenia 6 coilocitos, CSL-
13729 10 coilocitos y CSL-14128 15 coilocitos.
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VIIl. DISCUSION

La importancia del conocimiento de los distintos procesos inmunitarios de animales de
vida libre, principalmente aquellos que son centinelas del ecosistema, radica en que nos
permite estudiar de manera integra el estado de salud de los animales y los cambios en
el ecosistema, lo que nos refleja el estado actual del entorno ambiental. En este estudio
se analizaron las diferencias en los niveles de transcripcion relativa de genes expresados
por células inmunes que son relevantes para las respuestas antivirales y antitumorales
en el epitelio genital de hembras de CSL y se investigd su variacion temporal, espacial,
y con respecto a la infeccidon por virus oncogénicos. Debido a la poca informacion
detallada del sistema inmunol6gico en carnivoros acuaticos, los resultados se discuten

de acuerdo a la informacion disponible en humanos y algunos animales de laboratorio.

Comparar el perfil transcripcional de genes clave expresados por células NK, T
CD8*, T CD4*y T reguladoras entre los afios 2014, 2016 y 2020.

El primer objetivo fue comparar los niveles de transcripcion relativa de los 10 genes clave
entre los afios de muestreo 2014, 2016 y 2020, lo que resulta relevante debido a la
variacion de las condiciones ambientales que se sabe que tienen impacto en la salud de
los individuos (Banuet-Martinez et al., 2017). Se observaron diferencias significativas en
la expresion relativa de genes que participan en la actividad de las células NK y en la
citoxicidad, KIR, granzima B, eomes y STAT-6 de acuerdo a los afios de muestreo,

mismas que a continuacion se discutiran.

La familia de receptores KIR esta presente principalmente en las células NK y algunas
T CD8*, es un receptor involucrado en el reconocimiento de MHC | propio y es importante
para la regulacion citotoxica (Tu et al., 2017). Por otro lado, la granzima B es una de las
proteasas mas importantes para ejercer citotoxicidad celular mediante la activacion de la
ruta de las caspasas y ejercer apoptosis en células infectadas por virus o tumorales
(Monserrat Sanz et al., 2013; Della Chiesa et al., 2014). Eomes codifica para el factor de

transcripcion eomesodermina, se expresa en los linfocitos T CD8* activados, regulando
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la diferenciacion en fases efectoras y de memoria. Ademas, regula la expresion de genes
gue codifican proteinas importantes para respuestas inmunitarias como IFN-y, granzima
B y perforina (Shimizu et al., 2019). Se sabe que la deficiencia de eomesodermina resulta
en una falta de diferenciacion de las células T CD8*, por ende, es visto como un gen
regulador clave en la inmunidad mediada por células (Pearce et al., 2003). Las proteinas
transductoras de sefiales y activadoras de la transcripcion (STAT), que desempefian un
papel preponderante en las respuestas inmunitarias, también se vieron diferencialmente
expresadas. STAT-6 participa en diversos procesos, entre ellos en el desarrollo de
células Th2. Las respuestas de tipo Th2 son importantes para el control de parasitos
helmintos y ante las reacciones alérgicas. (Kaplan etal., 1996). Ademas, regula
directamente la expresion de GATA-3, principal regulador de la diferenciacion a células
Th2 (Zheng & Flavell, 1997). Se detectd un patron en la expresion de estos genes, a
excepcion de STAT-1, en dénde la menor expresion se da en los afios 2014 y 2016 a

comparacion del afio 2020, en donde la expresion fue significativamente mayor.

El hecho de que estos genes de relevancia inmune se vean expresados en menor
medida en el afio 2014 y 2016, lleva a pensar en las variaciones climaticas repentinas,
gue impactan directamente en la fisiologia de la flora y fauna marina (Gibson et al., 2007).
Los impactos del cambio climatico en ambientes marinos engloban diversas variaciones
gue incluyen un aumento en la temperatura y el nivel del mar, cambios en la
disponibilidad de presas que afectan la distribucién, asi como cambios en patrones
migratorios y susceptibilidad a enfermedades (Learmonth et al., 2006). El aumento de la
temperatura superficial del mar (TSM) es una de las variaciones mas estudiadas debido
a las consecuencias desastrosas que conlleva, por ejemplo, La Oscilacion del Sur
(ENSO) con la categoria de EIl Nifio y La Oscilacion Decadal del Pacifico (PDO) con

patrones de oscilaciones frias y calidas (Bond & Harrison, 2000).

A finales del afio 2013, comenz6 una anomalia de la TSM (~100 m superiores) en el
Golfo de Alaska, la anomalia de TSM mas alta antes registrada, llamada “The blob”, que
fue creciendo por todo el noreste del Océano Pacifico, con una temperatura que excedio
hasta 2-3 desviaciones estandar (Bond et al., 2015). Esta ola de calor, tuvo una duracion
hasta el otofio e invierno del 2015-2016 (Di Lorenzo & Mantua, 2016).
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Las anomalias de la TSM se registraron en la entrada del Golfo de California en el
verano del 2014, con mas de 4.5 °C (Leising et al., 2015). Se presentaron dos periodos
de calentamiento frente a las costas de Baja California; el primero surgié en mayo del
2014 hasta abril del 2015, relacionado a vientos débiles y, por ende, disminucion de las
surgencias que transportan agua fria; y la segunda, de septiembre a diciembre del 2015,

ocasionada por el Nifio (Robinson, 2016).

Otro fendmeno relevante, la Oscilacion Decadal del Pacifico, comenzé a registrar
valores positivos desde enero del 2014 hasta junio del 2015, lo cual se atribuye a los
cambios célidos de la TSM que iniciaron en el invierno del 2013 en el Pacifico nororiental,
extendiéndose por toda la costa oeste de América del norte hasta Baja California, México
(Bond et al. 2015).

Estos eventos causaron un descenso de la productividad primaria, el fitoplancton, y
como consecuencia un descenso en la abundancia de los huevos de peces pelagicos
costeros, por ejemplo, la sardina, la anchoveta y la merluza, que disminuyeron
notablemente ocasionando que sus depredadores, los pinnipedos, no tuvieran suficiente
alimento o se alimentaran de presas con menor valor nutricional como el pescado rosay
el calamar (Leising et al., 2015). Un estudio observé el como las variaciones en la
disponibilidad de presas y el cambio de la composicion de la dieta de la foca comun
(Phoca vitulina L), se asocia a diferencias en los parametros hematologicos,
principalmente la disminucion en el conteo de eritrocitos y leucocitos (Thompson et al.,
1997). Por otro lado, otro estudio en crias de lobo marino de California, observé que la
condicion corporal y los niveles de glucosa en sangre eran mas bajos durante eventos
de TSM elevada, ademas, también observaron que la capacidad de responder a desafios
inmunitarios se veia severamente afectada (Banuet-Martinez et al., 2019). Y es que se
sabe que el desarrollo, la diferenciacion y la funcién de las células inmunitarias implica
un aumento en el metabolismo energético, principalmente de la disponibilidad de glucosa
(Jacobs et al., 2008). Por lo que esto implica que, si las condiciones anormales de TSM
afectaron negativamente la disponibilidad de recursos para CSL, las hembras
muestreadas en los afios anomalos, 2014 y 2016, presentaran desafios nutricionales y

energéticos que les impidieran desencadenar procesos inmunologicos, lo que podria
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explicar la baja expresion de estos genes relevantes. Ademas, la gestacion y la lactancia
de las hembras CSL es un proceso prioritario de acuerdo a la historia de vida del CSL,
en la que se demanda una gran cantidad de energia y nutrientes, dejando por debajo la
reparticion de recursos al sistema inmunoldgico (Costa, 2007). Aunado a esto, el CSL se
vio frente a diversos factores estresantes, entre ellos, la escases de recursos y la lucha
por mantener la homeostasis en aguas con temperaturas tan elevadas. Las respuestas
al estrés también implican cambios metabdlicos y energéticos y, por ende, cambios
inmunolégicos, endocrinos y conductuales (Tort, 2011). Se sabe que el cortisol estimula
la remocion de las reservas de energia para que la glucosa esté disponible en sangre, y
suprime otras activades fisioldégicas como los procesos inmunitarios (Segerstrom, 2007).
Segun Moberg (2000), cuando el costo bioldgico del mantenimiento de un organismo se
paga con las reservas energéticas, el estrés no tiene impacto en otras funciones
biologicas; sin embargo, cuando el costo biolégico no se puede pagar con las reservas,

los recursos se reasignan y se toma prioridad a otros procesos.

El patréon de expresion de STAT-1 se observd de manera contraria a como se hubiera
esperado. La mayor expresion se dio en el 2014 y fue descendiendo para el 2016 y 2020.
Esta observacion resulto interesante, pues los costos de las respuestas inflamatorias son
potencialmente altos. STAT-1 es un gen inducido por IFN- y responsable de promover
un microambiente pro inflamatorio ante la presencia de patdgenos intracelulares (Abbas
et al., 1996). Es importante comentar que, todos los individuos muestreados en el 2014
pertenecen a la regién del Pacifico norte, region en donde los niveles de STAT-1 se
expresaron mas que en otras regiones. El estudio de Pefin y colaboradores (2019)
encontraron al medir la expresion de genes clave a nivel sistémico, un patrén de
expresion que incrementaba de norte a sur, y se expresaba alin mas en el Pacifico norte.
Ellos sugirieron que los niveles altos de expresion podian relacionarse a la diferencia en

la prevalencia de patégenos entre regiones.

Se sabe que la abundancia de patégenos difiere espacialmente y que esto influye
directamente en las inversiones de las defensas inmunitarias del huésped (Schmid-
Hempel & Ebert 2003). Una posible hipotesis desde un punto de vista eco-inmunoldgico

es que, si la prevalencia de patdégenos difiere entre regiones, es plausible que en donde
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exista mayor abundancia de estos, los hospederos inviertan mas en sus respuestas
inmunitarias. Sin embargo, hacen falta estudios sobre la variacion de la prevalencia de
patdgenos entre regiones, principalmente en el Pacifico norte, y como pueden moldearse

las respuestas inmunitarias de acuerdo a estos factores.

En resumen, fue posible observar que el patron de expresion de genes relacionados
a respuestas citotoxicas ejercidas por parte de las células NK y linfocitos T CD8*, ademas
de los involucrados en respuestas de tipo Th2, difiere entre los afios de muestreo, y que
puede estar relacionado a factores ambientales, principalmente anomalias climéaticas

gue afectan la abundancia de presas del CSL y afectando la capacidad inmunoldgica.

Comparar el perfil transcripcional de genes clave expresados por células NK, T
CD8*, T CD4*y T reguladoras entre las regiones

Existen diferencias oceanogréficas y ecoldgicas a lo largo del Golfo de Californiay el
Pacifico mexicano, por lo que se ha dividido en regiones (norte, media, central, sur y
Pacifico norte mexicano) segun las caracteristicas que presentan principalmente de
surgencias y disponibilidad de fitoplancton (Szteren & Aurioles, 2011). De acuerdo a las
colonias del CSL hay diferencias poblacionales, de estructura genética y de prevalencia
a patégenos (Schramm etal.,, 2009; Avalos-Téllez etal., 2016) por lo que resulta
interesante saber si existen diferencias en la actividad de células NK y linfocitos T C8+

en el epitelio genital de hembras de lobo marino.

Al analizar los perfiles transcripcionales de los genes clave de acuerdo a las 5
regiones (norte, media, central, sury el Pacifico norte) encontramos que la expresion de
los genes KIR, Ly49 y granzima B, indicadores de la actividad de células NK y linfocitos
T CD8* en procesos citotdéxicos no varié entre regiones, Unicamente la expresion de
perforina fue mayor en la regién central con respecto a otras regiones. La perforina
participa en actividades citotéxicas de las NK y T CD8*, principalmente para la
eliminacion de células cancerosas e infectadas por patdogenos intracelulares. Su funcion
es la de formar poros en la membrana de la célula diana, ayudando a la entrada de

granzimas que inducen apoptosis mediante varias vias (Vivier et al., 2008). Nuevamente,
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es plausible que la mayor expresion de perforina en el tracto genital esta ligada a una

diferencia espacial en la prevalencia de patégenos intracelulares (Pefiin et al., 2019).

Perforina y granzima B son toxinas que se acumulan en granulos secretores,
listos para ser liberados tras la activacion de la célula y en la sinapsis inmunitaria entre
el CTL/NK — célula diana (Hoves et al., 2010). Por lo tanto, ambos genes se inducen de
manera progresiva y se esperaria una expresion simultanea de acuerdo a los niveles de
transcripcion; sin embargo, la expresion de granzima B fue mayor en todas las regiones
a comparacion de los niveles de transcripcion de perforina. Ambos genes se regularon a
la baja, pero la expresion de perforina se mantuvo muy por debajo de los genes de
referencias, hasta por 5 niveles. En cambio, la Granzima B se expreso ligeramente por
debajo de los genes de referencia, menos de 2 niveles. Un estudio in vitro con células
clones de raton, demostré que existe una expresion diferencial de perforina y diferentes
tipos de granzimas en células T CD8*, sugiriendo que cada gen se regula diferente y a
diferentes tiempos a nivel de una sola célula (Kelso et al., 2002), lo cual podria explicar
los niveles de transcripcion tan diferentes entre perforina y granzima B. Aunque los
niveles de ambos genes no fueron similares, si se observé que el patrén de expresion

entre las regiones fue igual.

De los genes gue participan en respuestas de tipo Thl, Unicamente STAT-1 vario
entre las regiones; se observé una mayor expresion en la region del Pacifico norte y una
menor expresion en la region media, ademas de regularse al alza en la mayoria de las
regiones, lo que podria indicar una elevada carga de patdgenos en la regién del Pacifico
norte. Los niveles de ARNm para eomes y Tbx21 no varidé entre regiones, pero si se
observo que los niveles y el patron de expresion fueron similares entre ambos genes. La
funcibn de ambos genes es dirigir el desarrollo, la maduracién, la funcion y la
diferenciacion de linfocitos T CD8". Las citocinas pro inflamatorias como IFN- vy, IL-12,
15y 18, promueven la regulacion positiva de Tbx21 y eomes, por lo que se correlacionan
positivamente (Simonetta et al.,, 2016). Por otro lado, al comparar los perfiles de
expresion entre Tbhx21 y GATA-3 observamos que también se comportaban de la misma
manera. La proteina Thet regula la funcion de GATA-3, y las citocinas de tipo Th2

estimuladas por GATA-3 bloquean la diferenciacion a Thl, por lo que ambos genes se
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regulan entre si (Jenner et al., 2009). La expresion de GATA-3 y FOXp3 no fue diferente

entre regiones.

Se observaron niveles transcripcionales constantes de acuerdo al conjunto de genes
relacionados funcionalmente, pero sin diferencias contrastantes intrarregionales, lo que
sugiere que cada region estéd expuesta a desafios inmunitarios diferentes posiblemente
a una diferencia en la prevalencia de patdgenos.

Comparar el perfil transcripcional de genes clave expresados por células NK, T

CD8*, T CD4*y T reguladoras a nivel sistémico y a nivel local.

En el perfil transcripcional de linfocitos circulantes de hembras adultas de CSL mostr6 un
patrén de variacion regional en donde la expresién incrementd de norte a sury el Pacifico
norte (Pefiin et al., 2019). Resulta relevante comparar estos resultados a nivel del epitelio
genital y a nivel sistémico. Al analizar los niveles de expresion de todos los genes se
observo que los linfocitos circulantes presentaron niveles mas altos en comparacion con
los niveles de expresion del tracto genital, que tuvieron una regulacion a la baja, con

excepcion del gen STAT-1.

La proteccion de tejidos de barrera contra patégenos resulta fundamental. El tracto
genital inferior compuesto por el exocérvix y la vagina, esta expuesto al medio ambiente
externo, por lo que actlia como una barrera que protege la entrada a patégenos. La zona
de transformacion es, inmunolégicamente, la zona mas activa en términos de la
presencia de linfocitos, y aumentan aun mas en estados de inflamacion (Pudney et al.,
2005). Existen diversas subpoblaciones de células T fenotipicamente diferentes que
estdn especializadas a diferentes tejidos con el objetivo de montar respuestas
inmunitarias rapidas ante infecciones y crecimientos tumorales sin necesidad de migrar
(Wira et al., 2005). Por ejemplo, en el tracto urogenital las células T residentes se adaptan
a un microambiente Unico y combaten infecciones potenciales y el cancer (Parga-Vidal
et al., 2022). Estudios basados en humanos y animales de laboratorio han encontrado
gue las actividades inmunitarias locales y sistémicas son diferentes en cuanto a la
intensidad de las respuestas, los efectores involucrados y la duracion y regulacion de las

respuestas (Cerutti et al., 2011). También se sabe que las células residentes de la zona
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cervicovaginal en mujeres fenotipicamente diferentes de otros subconjuntos de células,
tienen caracteristicas migratorias y transcripcionales diferentes que involucran
respuestas citotoxicas e inflamatorias mas especializadas, lo que podria explicar la
diferencia en los niveles de expresion entre sangre y los niveles del tracto genital en este
estudio. Los niveles de STAT-1, al contrario de los demas genes, se regularon al alza en
las regiones norte, central, sur y Pacifico norte, Unicamente en la regibn media tuvo una
regulacion a la baja. Los niveles de transcripcion fueron mas elevados en el tracto genital
que en la sangre de CSL, lo que sugiere una importante presencia de células T en este
tejido y que predomina un perfil hacia las respuestas de tipo Thl en el tracto genital de

los animales muestreados.

A pesar de que se sabe que existen diferencias ecologicas y de prevalencia de
patégenos entre regiones, no fue posible detectar un patron de expresion que agrupara
a las regiones, ni que aumentara de norte a sur como los observados a nivel sistémico
en el estudio de Pefiin y colaboradores (2009) debido posiblemente a las diferencias que

existen en la modulacion inmunolégica a nivel sistémico y local.

Evaluar el perfil transcripcional de genes clave expresados por células NK, T CD8*,
T CD4* y T reguladoras en el epitelio genital de hembras adultas en funcién del

nivel de displasia celular.

Debido a la similitud del carcinoma urogenital del CSL y el cancer cervicouterino en
la mujer, seran discutidos estos hallazgos en relacion a los estudios en humanos.
Ninguno de los genes analizados presenté diferencias en su expresion de acuerdo a la
presencia de displasia leve y la categoria ASC. La expresion de los individuos que no
presentaron indicios de transformacion oncogénica fue similar a los que si presentaron

indicios de transformacion epitelial (ASC, LSIL).

Los resultados aqui obtenidos no concuerdan con la hipoétesis inicial ya que se
esperaba que la expresion de ciertos genes con funciones antitumorales se viera
diferencialmente expresada entre individuos sanos sin transformacion y aquellos que
estuvieran iniciando un proceso neoplasico por la presencia de células atipicas

indicativas de displasia leve. Esto debido a que estudios de cancer cervicouterino en la
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mujer, han observado que las diferentes etapas de la progresion del cancer se
caracterizan por presentar cambios en las respuestas inmunitarias locales, algunas de
ellas relacionadas con la regresion tumoral. Por ejemplo, Komdeur y colaboradores
(2017) observaron que los linfocitos T citotoxicos CD8* se mantienen bajos en tejidos
epiteliales normales y presentan un constante aumento en etapas sucesivas de la
transformacion, llegando a ser significativamente mas altos en displasias celulares
graves (HSIL) y al continuar la progresion a carcinoma in situ, la poblacion celular
citotoxica suele decrecer, probablemente por la capacidad del tumor para disminuir su
inmunogenicidad y volverse tolerogénico. Ademas, Patel & Chiplunkar (2009) también
relacionaron una mayor cantidad de células T CD4* con la regresion de las lesiones

cervicales.

Respecto a las respuestas de tipo Th2, Feng y colaboradores (2013) observaron
un cambio de las respuestas de tipo Th1 hacia respuestas tipo Th2 en la progresion del
carcinoma, aumentado la gravedad de las lesiones cervicales pues promueven un
microambiente inmunosupresor. Por otro lado, la participacion de las células Treg en el
cancer también ha sido reportado. Las Treg suprimen las funciones de las células T
citotoxicas por lo que contribuyen al desarrollo y la progresion del cancer. La expresion
de la proteina FOXp3 se regula al alza dentro de un microambiente tumoral y se relaciona
con un mal prondstico en varios tipos de cancer (Saleh & Elkord, 2020). Kojima y
colaboradores (2013) observaron que las células Treg funcionan como supresores

directos de la regresion de las lesiones intraepiteliales.

Un estudio midié la expresion diferencial de diversos genes, incluidos aquellos
gue son clave en la inmunovigilancia y la inmunosupresion en las diferentes etapas de
progresion del carcinoma de células escamosa (CCS), y descubrieron que los genes
regulados al alza sélo fueron significativos en etapas HSIL y de CCS y no en etapas de
LSIL. También observaron que la cantidad de células T fue significativamente mas baja
en epitelios normales y LSIL y hubo una mayor infiltracion en HSIL, concluyendo que la
activacion de respuestas antitumorales y la inmunosupresiéon suceden en las diferentes
etapas de progresion del cancer, siendo la etapa de HSIL un punto de inflexion entre la

activacion y la inmunosupresion (Wang et al.,, 2021). Esto respalda los hallazgos
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obtenidos en este estudio, debido a que se incluyd sélo una etapa de la progresion del
cancer. Los CSL del golfo de California y del Pacifico mexicano Uunicamente presentan
displasia leve (LSIL) del epitelio genital, considerada la primera etapa en la oncogénesis.
Se cree que las diferencias entre el desarrollo de este tipo de cancer en las poblaciones
mexicanas y las de las costas de California es explicado por los niveles de contaminantes
organoclorados en la grasa de los animales, pues difieren de 2-3 6érdenes de magnitud,

siendo mas altas en animales de las costas de California.

Seria idoneo la inclusién de etapas avanzadas en la carcinogénesis, desde la
normalidad hasta el desarrollo del carcinoma in situ y metastasis para obtener un

panorama inmunoldgico integral en la progresion del CUG.

Evaluar el patron transcripcional de genes clave expresados por células NK, T
CD8*, T CD4*y T reguladoras en el epitelio genital de hembras adultas en funcion

de infecciéon por OtHV-1y papillomavirus ZcPV-1.

Al analizar la transcripcion relativa en funcion del estado de infeccion pudimos
observar un patron contrastante entre virus. La expresion de los individuos infectados
por papiloma fue similar a la expresion de los no infectados. Por el contrario, los
infectados con OtHV-1 presentaron expresiones mas bajas con respecto a las otras
variables. Unicamente cuatro genes fueron diferentes entre las variables respuesta,
Ly49, Tbx21, eomesy STAT-6.

Esta bien documentado que la familia de los herpesvirus humanos persisten en el
tejido de los huéspedes por largos periodos de tiempo, y lo logran gracias a que han
desarrollado diversas estrategias de evasion inmune, por ejemplo, pueden limitar la
expresion de sus propias proteinas virales mediante procesos epigenéticos,
principalmente mediante microARNs (De Pelsmaeker et al., 2018; Cohen, 2020). El
OtHV-1 es semejante a los gammaherpesvirus que infectan a los humanos,
principalmente al virus de Epstein Barr (EBV) por lo que se discutiran los hallazgos a la

luz de lo que se sabe sobre este virus. Al igual que otros herpesvirus, el virus de Epstein-
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Barr (EBV) es capaz de persistir en individuos inmunocompetentes mediante un control
entre la replicacion viral y la inmunidad del huésped, es decir, con estrategias
inmunomoduladoras e inmunosupresoras que ha logrado adquirir a lo largo de su

evolucion (Rezaee et al., 2006).

En la infeccion aguda, EBV produce proteinas liticas que interfieren directamente con
factores de transcripcion que promueven la expresion de los IFN de tipo |, ya que estos
son muy importantes en inducir un estado antiviral. Por ejemplo, BZLF1 se sabe que
interactia con IRF7 (IRF familia reguladora de interferones) e inhibe su actividad
transcripcional para prevenir la induccion de un ambiente antiviral (Hahn et al., 2005).
Ademas, BZLF1 también inhibe la transcripcion de NF-kB que juega un papel importante
en la regulacién de las respuestas innatas y adaptativas debido a que es el factor clave
gue regula al alza genes implicados en el desarrollo, la maduracion y la proliferacion de
linfocitos (Ressing et al., 2015). Por otro lado, BZLF1 también regula a la baja los
receptores de TNFa e IFNy y la sefializacion de JAK/STAT de manera que reduce la
capacidad de respuesta (Bristol et al., 2010). Otro de los mecanismos de evasion inmune
del EBV es la produccién de una interleucina viral (vIL-10), homdloga en un 80% a IL-10
de humanos (Liu et al., 1997). El hecho de que el virus produzca viL-10 se debe a que
IL-10 es la citocina inmunosupresora por excelencia e inhibe también la sintesis de TNFa
e IFNy, IL-2 y MHC I. Proteinas virales como BILF1, BILF2 y BNLF2a regulan a la baja
la expresion de MHC | en las células infectadas y hay una activacion reducida de células
T CD8*. También han desollado mecanismos de evasion para respuestas adaptativas
por parte de las células T CD4* y B que involucran el bloqueo de las interacciones entre
MHC Il y TCR (Ressing et al., 2015).

La evasion inmunitaria por parte de los gammaherpesvirus también se puede dar de
manera pasiva, es decir, tienen la capacidad de entrar a un estado de latencia al
minimizar la expresion de productos génicos virales lo que reduce la cantidad de
antigenos disponibles para el sistema inmunitario. La latencia de los herpesvirus es clave
para establecer una infeccion persistente y exitosa sin que el sistema inmunitario lo
elimine. Para lograr esto, el ADN viral se establece en el nucleo de la célula huésped en

forma de episomas circulares, y al entrar en mitosis, los herpesvirus expresan proteinas
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gue hacen que el genoma viral se una a los cromosomas, de tal manera que los episomas
se dividen también, sin la produccion de virus infecciosos (De Leo et al., 2020). Para
mantener la latencia y minimizar la expresion de proteinas virales, los herpesvirus
mantienen mecanismos epigenéticos, se asocian con proteinas histonas celulares y
mediante metilaciones, los genes liticos son ensamblados en heterocromatina
transcripcionalmente represiva. Se sabe que uno de los responsables principales en el
mantenimiento de latencia de los herpesvirus es el silenciamiento mediado por
Polycomb, un complejo de proteinas capaces de remodelar la cromatina, el cual se
ensambla al genoma viral (Dochnal et al., 2021). En gammaherpesvirus humanos se ha
observado que la trimetilacién en la lisina 27 de la histona 3 (H3K27) se encuentra
enriquecida en promotores de genes liticos en etapas latentes, esta marca epigenética
es caracteristica de la heterocromatina facultativa (Dochnal et al., 2021). Al formarse la
heterocromatina facultativa, la expresion de genes virales queda silenciada, asi como el
reconocimiento de antigenos por parte del sistema inmunolégico. La reactivacion viral
suele suceder entre periodos de tiempo intercalados con latencia, lo que garantiza la
transmision viral entre individuos y la supervivencia por grandes periodos de tiempo. La
reactivacion es inducida comunmente ante la inmunosupresion y la pérdida de vigilancia
por parte de los linfocitos T (Cohen, 2020). Ademas, se sabe que la reactivacion de los
herpesvirus ocurre con mayor frecuencia en personas con edad avanzada, segun
Ressing y colaboradores (2015) que observaron mayor carga de ADN de EBV en el

plasma y orina de personas senescentes.

Los resultados obtenidos permiten inferir que los lobos marinos infectados por OtHV-
1 no estan activando respuestas antivirales sino, por el contrario, decrementan la
expresion de genes implicados en mecanismos antivirales en comparacion con los lobos
marinos no infectados. La patogenia de los OtHV-1 actualmente no se ha descrito, pero
podemos especular que las infecciones por OtHV-1 de los individuos muestreados
pueden ser cronicas y que se esté manteniendo un estado de latencia. Si asi fuese, las
actividades antivirales serian indetectables. Un estudio realizado por Deming y
colaboradores (2021) observaron que los CSL con CUG presentaron mayor expresion
génica y carga viral de OtHV-1 (mediana = 6,704,760 copias virales/ng de ADN) en
contraste con la expresion génica y carga viral que presentaron los CSL con epitelio
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cervical normal (mediana = 11,551 copias virales/ng de ADN). Se cree que el CUG es
mas frecuente en CSL senescentes, lo que podria implicar que, si los herpesvirus se
reactivan con mas frecuencia en edades avanzadas, el aumento de la carga viral de
OtHV-1 tenga una importancia significativa con el desarrollo del CUG, esto sumado a
otros factores relevantes como estresores ambientales y las altas concentraciones de

compuestos organoclorados.

Extrafiamente, la expresion baja de OthV-1 fue similar en individuos con una infeccion
simultdnea de ambos virus. Tal parece que la infeccion por OtHV-1 es necesaria para
apagar las respuestas antivirales, lo que implicaria un ambiente ventajoso para la
infeccion por papiloma y haria que el huésped se vuelva mas susceptible ante la
transformacion celular promovida por papilomavirus y OtHV-1. Por otro lado, la variacién
de expresion de los genes Ly49, Tbx21, EOMES y STAT-6 mostré un patron en donde
papiloma se mantuvo expresado por arriba o igual a la expresion de los no infectados,

STAT-6 fue la excepcién a dicho patron.

Eomes y Thx21 juegan un papel importante en respuestas de tipo Thl y también en
la diferenciacion de linfocitos T CD8* citotoxicos. STAT-1 regula la transcripcion de Thx21
y este a su vez promueve las respuestas mediadas por T CD8*. Las citocinas pro
inflamatorias como IFN- vy, IL-12, 15 y 18, promueven la regulacién positiva de Tbx21 y
eomes (Simonetta et al., 2016). Dado que observamos una mayor expresion en infeccion
por papiloma podriamos pensar que se estan ejerciendo mecanismos antivirales
mediados por respuestas de tipo de Thl para la eliminacién viral, lo que concuerda con
infeccion en humanos por el VPH, en donde el sistema inmune monta respuestas
eficaces y logra eliminarlo del organismo (Zhou etal., 2019). Sin embargo, también
observamos que la expresion de Ly49 y eomes se mantuvo a niveles similares de los
individuos no infectados y es que se sabe que las oncoproteinas de papilomavirus
también puede evadir ciertos mecanismos del sistema inmunitario al bloquear la
expresion génica y las vias de sefializacion, asi como la maquinaria de presentacion de
antigenos en los queratinocitos infectados, lo que podria estar regulando a la baja la

expresion de estos genes, incluidos STAT-6 (Zhou et al., 2019).
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Se debe tener presente que las respuestas ante patdogenos también pueden estar
influenciadas por otros factores ambientales, y las diferencias observadas entre las
infecciones virales puede reflejar caracteristicas especificas de la respuesta del huésped

y su interaccion con los patégenos.

Identificar cambios morfoldgicos celulares sugestivos a neoplasias intraepiteliales
y fenotipos celulares caracteristicos de infeccidn por el papilomavirus en hembras

adultas varadas en las costas de California.

Se observaron cambios morfolégicos celulares del epitelio genital del CSL indicativos de
transformacion oncogénica en tres laminillas, las cuales presentaron una interpretacion
de LSIL, de acuerdo al Sistema Bethesda, que es sugestivo a displasia leve. Cuatro
laminillas tuvieron una interpretacion de ASC, ASC-US sugestivos a cambios
morfologicos neoplasicos (LSIL) pero que cuantitativamente como cualitativamente no
pueden ser considerados dentro de una interpretacion de displasia. La mayoria de las
laminillas analizadas se interpret6 como negativo a lesion intraepitelial debido a la

escases 0 ausencia de cambios que nos indicaran la presencia de una displasia.

La presencia de metaplasia no se tomé en cuenta como un cambio displasico
debido a la ausencia de cambios atipicos. La metaplasia escamosa es considerada como
un hallazgo no neoplasico, que consiste en el reemplazo fisiol6gico del epitelio cilindrico
glandular evertido al exocérvix en epitelio escamoso neoformado por células de reserva,
subyacentes a las cilindricas, las cuales se desarrollan hacia células escamosas en un
epitelio estratificado que forman al tejido del exocérvix (Jacobson etal., 2000). La
eversion del endocérvix hacia el exocérvix se da cuando la pared muscular aumenta de
volumen debido a la influencia de las hormonas reproductivas, estrogeno y progesterona
elevadas, y se da una expansion del endocérvix hacia abajo, sobre el exocérvix (Botero
et al., 2004). De manera natural, el pH acido de la vagina y el exocérvix promueve la
aparicion de células de reserva debido a que se destruye la accion amortiguadora del
moco que protege a las células cilindricas glandulares, haciendo que las células de

reserva proliferen y se desarrolle un epitelio delgado, comiunmente llamada metaplasia
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inmadura, debido a que no se encuentra completamente estratificado, y metaplasia
madura cuando se desarrollan los cuatro estratos celulares (Jacobson et al., 2000). Los
cambios metaplasicos fisiologicamente normales ocurren por elevacion hormonal,
generalmente en la pubertad y el embarazo, es por eso que se considera normal la
presencia de células metaplasicas en los frotis cervicales en estas etapas (Martinez-
Girén, 2017). Sin embargo, se debe tener especial cuidado ya que existen otros cambios
metaplasicos atipicos, generalmente asociados con la metaplasia inmadura, provocados
por otros factores como la inflamacion, los traumatismos y las infecciones (Jacobson
et al., 2000).

Se observaron dos casos de metaplasia escamosa inmadura en los frotis
cervicales con numero de ID CSL-13881 y CSL-13731 con interpretacion citolégica de
ASC-US y negativo a lesion, respectivamente. Ambos casos presentaron cambios
inflamatorios severos, lo que sugiere que los cambios metaplasicos inmaduros se deban

a la inflamacion.

Se observo la presencia de coilocitos en muestras que fueron interpretadas como
displasia leve (LSIL), los cuales se consideran una lesion patognomonica de la infeccion
por el virus del papiloma, aunque no necesaria, para el diagnostico de LSIL. Se
caracterizan por presentar una cavitacion perinuclear ademas de las caracteristicas
nucleares de LSIL como el agrandamiento nuclear, la cromatina gruesa granular y las
membranas nucleares irregulares. La apariencia del halo intracitoplasmatico esta dada
por la presencia de un borde citoplasméatico condensado que rodea la cavitacion
perinuclear (Krause et al., 2022). Esté bien documentado la asociacion de coilocitos con
el carcinoma de células escamosas de cuello uterino. Ademas de la zona cervicouterina,
la presencia de coilocitos también se relaciona con la aparicion de lesiones malignas y

pre malignas en el area genital externa en hombres y mujeres (Rios-Yuil et al., 2012).

Se ha observado la presencia de coilocitos en laminillas citolégicas de CSL con pre
cancer en el Golfo de California, pero nunca antes ha sido reportado en CSL que habitan
las aguas costeras de California E.E.U.U. Resulta interesante el hecho de haber
encontrado la presencia de coilocitos debido a la contrariedad entorno a si es 0 no

considerado como factor causante del carcinoma urogenital del CSL, debido a que el
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papel de los papilomavirus en el CUG ha sido subvalorado en los lobos marinos de
California (Buckles et al. 2006). Sin embargo, demostramos la presencia de lesiones
celulares caracteristicas de la infeccion por papiloma en individuos que presentaron una
displasia leve por lo que consideramos que es importante plantearse su participacion en

el contexto del desarrollo del CUG

Otra interesante observacion fue encontrar que el 94% de las laminillas
observadas presentaron cambios atréficos, es decir, Gnicamente se observaron células
basales y parabasales en su mayoria, algunas con pocas células intermedias, pero
ninguna con células superficiales. Los cambios en el cérvix durante las diversas etapas
como la pubertad, el periodo fértil y la menopausia en mujeres, estan intimamente
relacionados con la actividad hormonal, las células presentan una maduracion progresiva
desde la capa basal hasta la mas superficial por estimulo estrogénico. Por lo tanto, en
ausencia de estimulos, el epitelio del exocérvix suele dejar de madurar, y presenta un
aspecto similar en todos los estratos que lo conforman, generalmente células basales y
parabasales. Esto sucede porque la fertilidad y el éxito reproductivo en la mayoria de las
especies disminuyen con la edad, por lo que la estimulaciéon hormonal que induce el
recambio del epitelio en tracto genital disminuye o se agota. La ausencia de células
intermedias y superficiales en los epitelios de las CSL muestreadas sugiere que eran
animales senescentes, lo que resulta interesante debido a que todas vararon en las

costas de California segun los reportes de necropsia proporcionados.

El dltimo de los objetivos fue determinar la concordancia diagndstica entre la
interpretacion citolégica y los hallazgos a la necropsia de individuos con transformacion
oncogénica. Para lograr esto se analizaron reportes de necropsia de los CSL varados
proporcionados por TMMC después de haber realizado las interpretaciones citologicas.

Se obtuvieron los reportes del 54% de los individuos muestreados (11 reportes)
debido a que los restantes fueron liberados. De acuerdo a los reportes de necropsia
analizados, la intoxicacién por acido domoico fue la principal causa de muerte y
eutanasia (81%) de CSL y sélo una hembra presento lesiones macroscopicas sugestivas
a CUG (CSL-14149). Las lesiones encontradas fueron masas nodulares de 6 mm de

diametro en el area cervical, uterina y cuernos uterinos, ademas de vulva edematosa y
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protuberante. Desafortunadamente, la muestra citologica de CSL-14149 no fue
satisfactoria para su interpretacion debido a que presento6 poca celularidad y los cambios

observados fueron por cariorexis, mala fijacion e inflamacion severa.

Los resultados citolégicos no arrojaron ninguna muestra que presentara displasia
severa, Unicamente se observo transformacion pre oncogénica, interpretada como LSIL.
Dos de las tres muestras LSIL tuvieron reporte de necropsia. Ambos presentaron
lesiones urogenitales, aunque las causas de muerte fueron distintas, infeccion por
leptospirosis e intoxicacion por acido domoico, y las lesiones urogenitales consistieron
en calcificaciones multifocales del parénquima renal junto con la mucosa hiperémica y
edematosa de la vejiga y cérvix moderadamente inflamada, respectivamente. Segun
Gulland y colaboradores (1996), los hallazgos a la necropsia de hembras con CUG se
describen como grandes masas caseosas de color canela, diseminadas por toda la
cavidad, y ocasionalmente hidronefrosis e hidrouréter a causa de la compresién por parte
de masas tumorales localizadas alrededor de los uréteres. Las lesiones en el tracto
reproductivo suelen ser nédulos de color canela y consistencia firme en el epitelio del
cérvix y la vagina. Los hallazgos macroscoépicos en mujeres con LSIL generalmente no
pueden ser observados sin ayuda de técnicas de coloracion, debido a que LSIL es la
primera etapa de transformacion pre oncogénica, es por eso que se utilizan técnicas
como la aplicacién de &cido acético al 5% para identificar zonas blanquecinas indicativas
de metaplasia y displasia, o la aplicacion de solucion yodoyodurada de lugol al 10% en
donde se pueden observar cambios de pigmentacion en epitelios que carecen de
glucégeno, ya que los epitelios carentes de glucoégeno son los metaplasicos atipicos,
displasicos y con transformacion oncogénica (Kamaté et al., 2008). Dado esto, no se
esperaria tener hallazgos macroscopicos sugestivos a CUG en hembras con inicios de

transformacién pre oncogénica LSIL.

En conclusion, los resultados citologicos no determinan la presencia de carcinoma
urogenital en ninguna de las hembras, lo que concuerda con los reportes de necropsia
pertenecientes a los individuos. La integracion de muestras citoldgicas pertenecientes a

CSL que si presenten carcinoma urogenital seria lo ideal en posibles estudios a futuro.
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IX.

CONCLUSIONES

Con la realizacion de este estudio es posible concluir que:

La marcada diferencia en la expresion de genes asociados a respuestas
antivirales y antitumorales en hembras de CSL puede estar asociada a los
cambios ambientales observados en los afios de muestreo, lo que indicaria que
los estresores como el aumento de temperatura y la escasez de alimento afectan
en la funcion de las respuestas inmunitarias citotdxicas y las mediadas por Thly
Th2. Seria idéneo la integracién de parametros de TSM y nutricionales como
variables respuesta para una completa integracion.

Se observaron niveles transcripcionales constantes de acuerdo al conjunto de
genes relacionados funcionalmente, pero sin diferencias contrastantes
intrarregionales, lo que sugiere que cada region esta expuesta a desafios
inmunitarios diferentes posiblemente a una diferencia en la prevalencia de
patégenos.

Los niveles de expresion relativa fueron diferentes en linfocitos circulantes que en
linfocitos del tracto genital. Los linfocitos circulantes tienen una mayor expresion
de genes que participan en la citotoxicidad que los linfocitos del tracto genital.

La expresion de genes con actividades antitumorales en CSL con inicios de
transformacion pre oncogénica no fue diferente a la expresion de genes en CSL
sin transformacion. Los niveles en categorias LSIL y ASC no determinan cambios
en la activacibn o inmunosupresion de respuestas implicadas en la
inmunovigilancia.

Las infecciones por OtHV-1 y ZcPV-1 pueden alterar la expresion de genes
antivirales principalmente aquellos a cargo de las respuestas citotéxicas y de tipo
Thl. La infeccién simultanea de ambos patdgenos pueden alterar la capacidad
para enfrentar desafios inmunitarios y volver al CSL susceptible a la

transformacion celular.
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Se detectd la presencia de cambios morfoldgicos sugestivos a displasia cervical
leve en tres de las laminillas de animales provenientes de los Estados Unidos que
fueron analizadas en esta tesis y se identificd la presencia de coilocitos, lo que
sugiere que los CSL presentaban infeccion por papilomavirus.

No se observo la presencia de cambios morfolégicos celulares que fueran
indicativos de displasias graves o de carcinomas, lo que concuerda con los
reportes de necropsia de cada uno de los individuos en donde no se reportaron

lesiones macroscopicas de carcinomas urogenital.
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Figura 45. Q-Q plot para la visualizacion de la distribucion de los datos de KIR.
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Figura 46. Q-Q plot para la visualizacién de la distribucién de los datos de Ly49.
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Figura 47. Q-Q plot para la visualizacion de la distribucion de los datos de perforina.
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GranzimaB
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Figura 48. Q-Q plot para la visualizacion de la distribucion de los datos de Granzima B.
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Figura 49. Q-Q plot para la visualizacién de la distribucion de los datos de STAT-1.
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Figura 50. Q-Q plot para la visualizacion de la distribucion de los datos de eomes
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Figura 51. Q-Q plot para la visualizacion de la distribucion de los datos de Thx21.
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Figura 52. Q-Q plot para la visualizacion de la distribucion de los datos de GATA-3.
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Figura 53. Q-Q plot para la visualizacion de la distribucion de los datos de FOXp3.
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Figura 54. Q-Q plot para la visualizacion de la distribucion de los datos de STAT-6.
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Figura 55. Grafico de Cullen & Frey para la visualizacion del mejor ajuste de los datos
de KIR.
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Figura 56. Grafico de Cullen & Frey para la visualizacion del mejor ajuste de los datos
de Ly49
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Figura 57. Grafico de Cullen & Frey para la visualizacion del mejor ajuste de los datos
de perforina.
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Figura 58. Grafico de Cullen & Frey para la visualizacion del mejor ajuste de los datos
de granzima B.
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Figura 59. Grafico de Cullen & Frey para la visualizacion del mejor ajuste de los datos
de STAT-1.
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Figura 60. Grafico de Cullen & Frey para la visualizacidon del mejor ajuste de los datos
de eomes.
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Figura 61. Gréfico de Cullen & Frey para la visualizacién del mejor ajuste de los datos
de Thx21
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Figura 62. Grafico de Cullen & Frey para la visualizacion del mejor ajuste de los datos
de GATA-3
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Figura 63

. Gréfico de Cullen & Frey para la visualizacion del mejor ajuste de los datos
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de FOXp3.
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de STAT-6.
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KIR

La expresion de KIR no vari6 entre el estado citolégico (GLM, F2,33 = 0.59, p = 0.55; Fig.
65).
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Figura 65. Niveles de expresion de KIR de acuerdo al estado citolégico (LSIL, ASC, N).
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Ly49

La expresion no varié de forma detectable entre el estado citologico (GLM, F2,3s =0.2, p=
0.75; Fig. 66).
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Figura 66. Niveles de expresion de Ly49 de acuerdo al estado citolégico (LSIL, ASC, N).
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Perforina

La expresion de perforina no varié entre los estados citologicos (GLM, F2,17 = 1.08, p=
0.36; Figura 67).
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Figura 67. Niveles de expresion de perforina de acuerdo al estado citolégico (LSIL, ASC, N).
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Granzima B

La expresion de Granzima B no fue diferente entre los estados citolégicos (GLM, X? =
1.70, gl= 36, p=0.90; Fig. 68).
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Figura 68. Niveles de expresion de granzima B de acuerdo al estado citoldgico (LSIL, ASC, N).
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STAT-1

La transcripcién de STAT-1 no vari6 entre los estados citolégicos (GLM, X2 = 3.78, gl=
37, p= 0.95; Fig. 69).
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Figura 69. Niveles de expresion de STAT-1 de acuerdo al estado citoldgico (LSIL, ASC, N).
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Eomes

Los valores de transcripcion relativa para el gen eomes no variaron de acuerdo al
estatus citolégico (GLM, X? = 0.10, gl= 34, p= 0.13; Fig. 70).
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Figura 70. Niveles de expresion de eomes de acuerdo al estado citolégico (LSIL, ASC, N).
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Thx21

Los valores de expresion de Thx21 no varié entre los estados citolégicos (GLM, X?
=0.05, gl= 38, p = 0.10; Fig. 71).
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Figura 71. Niveles de expresion de Thx21 de acuerdo al estado citologico (LSIL, ASC, N).
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GATA-3

La expresion de GATA-3 tampoco fue diferentes entre los estados citoldgicos (GLM,
X?=2.28, gl= 41, p= 0.16; Fig. 72).
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Figura 72. Niveles de expresion de GATA-3 de acuerdo al estado citologico (LSIL, ASC, N).
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STAT-6

La expresion de STAT-6 no varié entre el estado citolégico (GLM, X?= 3.12, gl= 27, p=
0.20; Fig. 73).
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Figura 73. Niveles de expresion de STAT-6 de acuerdo al estado citoldgico (LSIL, ASC, N).
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FOXp3

Los valores de expresion de FOXp3 no varié entre los estados citolégicos (GLM, X?=
0.00, gl= 39, p=0.26; Fig. 74).

FOXp3 ~ Estadocitologico

L]

Expresion Relativa

[5a}

Figura 74. Niveles de expresion de FOXp3 de acuerdo al estado citolégico (LSIL, ASC, N).
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KIR

La expresion relativa de KIR no vario de acuerdo a la presencia o ausencia de infeccion
viral (GLM, Fs3s = 2.09, p= 0.11; Fig. 75).

KIR ~ Infeccién
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Figura 75. Niveles de transcripcion de KIR segun la ausencia de infeccién (No), la infeccion por

OtHV-1, la infeccién por ZcPV-1y la infeccion por ambos virus oncogénicos, respectivamente.

153



Perforina

La expresion relativa de perforina no varié de acuerdo al estatus de infeccion (GLM, F3,20
=0.02, p=0.99; Fig. 76).
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Figura 76. Niveles de transcripcion de perforina segun la ausencia de infeccion (No), la
infeccion por OtHV-1, la infeccion por ZcPV-1y la infeccién por ambos virus oncogénicos,

respectivamente.

154



Granzima B
Los niveles de expresion de granzima B no variaron de acuerdo al estatus de infeccion
(GLM, X2 = 1.58, gl= 39, p= 0.11; Fig. 77).

GranzimaB ~ Infeccidn

[£e]

Expresion Relativa

—
a —'
A —_—'

Figura 77. Niveles de transcripcion de granzima B segun la ausencia de infeccién (No), la
infeccion por OtHV-1, la infeccion por ZcPV-1y la infeccién por ambos virus oncogénicos,

respectivamente.
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STAT-1

La transcripcion relativa para STAT-1 no variaron de acuerdo al estatus de infeccion
(GLM, X? = 1.58, gl=44, p=0.49; Fig. 78).
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Figura 78. Niveles de transcripcion de STAT-1 segun la ausencia de infeccién (No), la infeccion
por OtHV-1, la infeccidn por ZcPV-1y la infeccion por ambos virus oncogénicos,

respectivamente.
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GATA-3

La expresion relativa de GATA-3 no varié de acuerdo al estatus de infeccion (GLM, X?=
2.41, gl= 48, p= 0.43; Fig. 79).
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Figura 79. Niveles de transcripcion de GATA-3 segun la ausencia de infeccién (No), la infeccién
por OtHV-1, la infeccion por ZcPV-1y la infeccion por ambos virus oncogénicos,

respectivamente.
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FOXp3

Los niveles de expresion relativa de FOXp3 no variaron de acuerdo al estatus de
infeccion (GLM, X2 = 0.02, gl= 45, p= 0.60; Fig. 80).
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Figura 80. Niveles de transcripcion de FOXp-3 segun la ausencia de infeccion (No), la infeccion

por OtHV-1, la infeccidn por ZcPV-1y la infeccion por ambos virus oncogénicos,

158



	Universidad Autónoma de Querétaro
	Universidad Autónoma de Querétaro (1)
	RESUMEN
	ABSTRACT
	DEDICATORIAS
	AGRADECIMIENTOS
	DECLARATORIA DE AUTORÍA Y ÉTICA PROFESIONAL
	ÍNDICE
	ÍNDICE DE FIGURAS
	ÍNDICE DE CUADROS
	I. INTRODUCCIÓN
	II. ANTECEDENTES
	2.1 Generalidades del cáncer
	2.1.1 Transformación neoplásica
	2.1.2 Alteraciones de ganancia y pérdida de función
	2.1.3 Papel de los virus en el desarrollo de cáncer
	2.1.4 Características distintivas del cáncer

	2.2 Papel de sistema inmunitario en el desarrollo del cáncer
	2.2.1 Sistema inmunitario innato
	2.2.2 Sistema inmunitario adquirido
	2.2.3 Respuestas inmunitarias en epitelios mucosales

	2.3 Cáncer en animales silvestres
	2.4 Carcinoma Urogenital del lobo marino de California
	2.4.1 Cambios morfológicos celulares en el epitelio genital en la transformación oncogénica y su clasificación
	2.4.2 Factores involucrados en el desarrollo de CUG

	III. JUSTIFICACIÓN
	IV. HIPÓTESIS
	V. OBJETIVOS
	5.1 Objetivo general
	5.2 Objetivos específicos

	VI. METODOLOGÍA
	Especie de estudio
	Área de estudio
	Toma de muestras
	Citología
	Extracción y Purificación de ADN
	Detección de ADN de OtHV-1
	Detección de ADN de ZcPV-1
	Extracción de ARN total y síntesis de ADNc
	Expresión genética
	Análisis estadístico

	VII. RESULTADOS
	Comparar el perfil transcripcional de genes clave expresados por células NK, T CD8+, T CD4+ y T reguladoras entre los años 2014, 2016 y 2020.
	Comparar el perfil transcripcional de genes clave expresados por células NK, T CD8+, T CD4+ y T reguladoras entre las regiones.
	Comparar el perfil transcripcional de genes clave expresados por células NK, T CD8+, T CD4+ y T reguladoras a nivel sistémico y a nivel local.
	Evaluar el perfil transcripcional de genes clave expresados por células NK, T CD8+, T CD4+ y T reguladoras en el epitelio genital de hembras adultas en función del nivel de displasia celular.
	Evaluar el patrón transcripcional de genes clave expresados por células NK, T CD8+, T CD4+ y T reguladoras en el epitelio genital de hembras adultas en función de infección por OtHV-1 y papillomavirus ZcPV-1.
	Identificar cambios morfológicos celulares sugestivos a neoplasias intraepiteliales en hembras adultas varadas en las costas de California.
	Identificar fenotipos celulares característicos de infección por el papiloma virus.

	VIII. DISCUSIÓN
	Comparar el perfil transcripcional de genes clave expresados por células NK, T CD8+, T CD4+ y T reguladoras entre los años 2014, 2016 y 2020.
	Comparar el perfil transcripcional de genes clave expresados por células NK, T CD8+, T CD4+ y T reguladoras entre las regiones
	Comparar el perfil transcripcional de genes clave expresados por células NK, T CD8+, T CD4+ y T reguladoras a nivel sistémico y a nivel local.
	Evaluar el perfil transcripcional de genes clave expresados por células NK, T CD8+, T CD4+ y T reguladoras en el epitelio genital de hembras adultas en función del nivel de displasia celular.
	Evaluar el patrón transcripcional de genes clave expresados por células NK, T CD8+, T CD4+ y T reguladoras en el epitelio genital de hembras adultas en función de infección por OtHV-1 y papillomavirus ZcPV-1.
	Identificar cambios morfológicos celulares sugestivos a neoplasias intraepiteliales y fenotipos celulares característicos de infección por el papilomavirus en hembras adultas varadas en las costas de California.

	IX. CONCLUSIONES
	X. BIBLIOGRAFIA
	XI.  ANEXO I
	XII. ANEXO II
	XIII. ANEXO III


