BENEMERITA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE PUEBLA

FACULTAD DE BIOLOGIA

EFECTO DEL ACIDO PERFLUOROOCTANOICO EN LA
CALIDAD ESPERMATICAY COMPORTAMIENTO DE
Poecilia reticulata

Tesis que para obtener el titulo de
LICENCIADO EN BIOLOGIA

PRESENTA:

Edwin Jesus Paleta Jiménez

DIRECTORA: Rosalina Reyes Luna.
CODIRECTORA: Palestina Guevara Fiore
Marzo 2025




Contenido

4o T LW T o o3 oY T 1
Antecedentes..... ... e 4
JUSTHIFICACION ... 15
[ [T 03 =3 £SO 16
L0 ] o= €Yo X3P 16
Material y MmEtodos..........ooi i nnnnnan 17
ReSUIAdOS.......coeeeeeeii i 27
[ 1T o1 L= oY T 42
L0 o 4 1o 11 =3 T ] o T 49
[T =] =Y 3 o - T 50
Divulgacion de resultados............cccciiiiiiiinninnninn s 72



Dedicatoria

Quiero empezar dedicando este trabajo a mi familia, especialmente mis tias, mi
tio, mi abuela, mi prima y mi madre por siempre estar alli y apoyarme para poder
integrarme a una disciplina que he ido amando y descubriendo con los afios y que
es un camino para poder ser participe de la generacion de conocimiento, misma
busqueda que he mantenido desde nifio. Asi también quisiera incluir a mi padre en

la dedicatoria por su comprension y cercania.

Aprovecho este espacio para dedicar unas palabras a la memoria de Juan Israel
Sanchez quien no pudo ver concluido este trabajo, alla donde estés, te mando un

abrazo y te agradezco por también creer en mi.



Agradecimientos

Atodas esas personas que han estado durante el viaje y quienes ya no estan, quiero
agradecer a mis amistades cercanas como Alan, Viridiana, Fernando, Lisset, Naomi,
Luis Nafio, mis amigos de la preparatoria como Lorelai, Pablo, Teresa, Pedro, Jonas,

Emmanuel, Amairani, entre otros.

Mando agradecimientos a todo el equipo de los laboratorios que me acogieron, por
parte del laboratorio de Biologia de la reproduccion, me gustaria agradecer
especialmente a la Dra. Rosalina Reyes Luna por su férrea determinacion a formar
alumnos, a Zaira cuya labor hizo posible muchos de los experimentos aqui
descritos, a mis companeras Analy, Alma, Evelin, Estrella, Lupita, y demas. Mando
también un saludo a las Profesoras/Investigadoras Biol. Judith Méndez Pacio, Dra.

Lourdes Guerrero Ontiveros y M.C. Montserrat Vazquez Balbuena.

Al equipo del laboratorio de ecologia evolutiva le agradezco por el espacio para
alojar mis experimentos, asi como el consejo y apoyo de la Dra. Palestina Guevara
Fiore, una mentora excelente en lo referente a Guppies. Quiero agradecer al equipo,
Tanya, Ximena, Eduardo, Deyanira, Alba, Tadeo, Amy, Angel, y al resto del

numeroso equipo de entusiastas del lab.

También quiero agradecer a amigos que, aunque no conviva mucho con ellos siguen
guardando un lugar especial, como Hazel Alejandra, Melissa, Ailin, Yarey, Andrea

Coba, Jain, José Maria, Alberto, Jaky entre muchos otros.

Ademas, quiero agradecer a mi novia Marijose por haberme apoyado en aquellos

momentos de flaqueza.



Resumen

El 4acido perfluorooctandico o PFOA es un compuesto quimico sintético parte de la
familia de los compuestos perfluorados, un grupo de sustancias con aplicaciones
variadas en la industria de alimentos, pinturas, aleaciones y electronicos. Se conoce
que el PFOA, asi como otros compuestos perfluorados, causa efectos negativos
sobre la salud humana y animal que se relacionan con la disrupcion endocrina, el
dafo genético, el aumento del estrés oxidativo y efectos neurotoxicos. Se utilizo la
calidad espermatica y el comportamiento sexual como criterios de evaluacién
toxicolégicos para determinar los dafios causados por la posible disrupcion
endocrina provocada por la exposicion a PFOA en machos adultos de Poecilia
reticulata tras 14 dias de exposicion. Se obtuvo un descenso significativo de las
variables de calidad espermatica en el grupo de peces expuestos al contaminante
tras 2 semanas, asi como dafo a la estructura del ADN. Los resultados de las
pruebas de comportamiento evidenciaron un descenso en los intentos de copula y
cortejo de los machos, posiblemente debido a la antiandrogenicidad del PFOA.
Estos hallazgos refuerzan la preocupacién sobre los efectos adversos del PFOA en
organismos acuaticos, destacando su potencial como disruptor endocrino con

implicaciones relevantes para la reproduccion y la conservacion de los peces.



Introduccion

La contaminacion ambiental es una problematica actual ampliamente estudiada,
debido a que en el siglo XX aumento6 notablemente la generacion de contaminantes,
en un momento en el que no se contaba con las regulaciones adecuadas ni con el
conocimiento suficiente sobre los efectos en el medio ambiente y la salud humana
de dichos compuestos (M. Houde et al., 2006; ONU, 2011). Esta problematica ha
suscitado esfuerzos de agencias regulatorias para vigilar y limitar su presencia en
el ambiente, los contaminantes vigilados se encuentran en la lista de contaminantes
organicos persistentes (COPs) establecida por la convencién de Estocolmo en 2001
(Stockholm convention on persistent organic pollutants, [SCPOPs], 2001). Entre los
contaminantes emergentes vigilados, se encuentran los compuestos perfluorados o
CPFs, que fueron incluidos en 2010 en el caso de PFOS y 2019 en el caso del PFOA
(UNEP, 2022).

Desde el punto de vista evolutivo, el dafio mas grave que puede tener un organismo
es no poder reproducirse, lo cual puede ocurrir porque el organismo muere o porque
su fecundidad se ve afectada (Joensen et al., 2009; McNair et al., 2014; Gabrielsen
& Tanrikut, 2016; Di Nisio & Foresta, 2019; Tarapore & Ouyang, 2021). Entre los
quimicos capaces de alterar la salud reproductiva y por consecuencia la fecundidad,
destacan los compuestos perfluorados, los bisfenoles, metales pesados, farmacos
y plaguicidas. Estos han sido identificados como gametotoxicos, disruptores
endocrinos o causantes de estrés oxidativo en los tejidos reproductivos (Schug
et al.,, 2011; Soffker & Tyler, 2012; Bertram et al., 2015; Carnevali et al., 2018),
afectando directamente a la capacidad reproductiva de los seres vivos al modificar
o danar la estructura del ADN de los gametos, impedir la accion y sintesis de las
hormonas sexuales y dafnando la membrana y organelos celulares por medio de la
liberacion de radicales libres (Cooke et al., 2003; Cocuzza et al., 2007; Goetz &
Luch, 2008; Mann et al., 2020). Algunos contaminantes tienden a acumularse y
eliminarse mas lentamente en los machos de algunas especies debido a diferencias
metabdlicas y de excrecion, la mayoria de COPs evidencian esta tendencia en
estudios epidemioldgicos, caracteristica compartida por el PFOA. (Vanden Heuvel
et al., 1992b; Kothari et al., 2010; Joensen et al., 2013; Tarapore & Ouyang, 2021).
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Entre estos contaminantes se encuentran los compuestos perfluorados (CPFs), que
son una familia de mas de 4,000 moléculas caracterizadas por una cadena de
carbonos lineal completamente fluorada e hidrofébica, unida a uno o mas grupos
hidrofilicos (Kissa, 1994; Kissa, 2001; Paul et al., 2009; Lindstrom et al., 2011: Ateia
et al., 2019). Por su estabilidad térmica, su capacidad de resistir la corrosion, la
biodegradacion y el deterioro ambiental, continuan siendo utilizados en Ia
fabricacion de extinguidores, materiales aislantes, aditivos para envases de grado
alimenticio, pinturas, electrénica y, previamente, como componente principal para la
fabricacion de antiadherentes para sartenes como el teflon (Kissa, 1994; Kissa,
2001; Lindstrom et al., 2011; Sara, 2023).

Los efectos de los CPFs se conocen debido a numerosos estudios en humanos
(Johnson et al., 2014; K. Li et al., 2017; Richter et al., 2018). También existen
investigaciones en otros organismos, en las cuales las especies evaluadas son de
uso comun en el laboratorio, como conejos, ratas, ratones (Xing Han et al., 2005),
organismos acuaticos como pulgas de agua, paramecios, peces pequefos de rio
(Ji et al., 2008), y aquellas especies de importancia comercial, como el cerdo, la
res(Tittlemier et al., 2007; Vestergren et al., 2013), peces de ornamento y de

consumo (Berger et al., 2009).

La contaminacion atmosférica es una de las mas estudiadas por la comunidad
cientifica por su importancia médica (Deng et al., 2016; Di Nisio & Foresta, 2019;
Huang et al., 2020; Lafuente et al., 2016; Radwan et al., 2016). Los efectos de los
contaminantes se estudian menos en ambientes acuaticos pese a que estos
representan uno de los principales destinos de la contaminacion de la atmosfera y
de los desechos industriales y domésticos (Morales-Caselles et al., 2021). Debido
a esta falta de informacion, es necesario utilizar modelos acuaticos ya establecidos
para el estudio de la toxicologia, como lo podrian ser los peces de la familia

Poecilidae (Bayley et al., 1999; B. Georgescu & C. Georgescu, 2012).



En los peces de la familia Poecilidae, los machos invierten una alta energia en la
produccion de gametos, ya que presentan una fuerte competencia espermatica
(Luyten & Liley, 1991; Boschetto et al., 2011; Cosson, 2019). Recientemente, se ha
estudiado el efecto de varios contaminantes sobre la calidad espermatica de peces
de esta familia, como los guppies (Poecilia reticulata). Estos ultimos son un modelo
utilizado en la ecotoxicologia para medir cambios en el comportamiento, asi como
alteraciones fisiologicas (Bayley et al., 1999; B. Georgescu & C. Georgescu, 2012;
McNair et al., 2014; Bertram et al., 2024). Sin embargo, a pesar de la amplia
presencia de los CPFs en la naturaleza, poco se conoce de los efectos que puedan
tener en la reproduccion de peces, sobre todo en la produccidn y calidad de los

gametos.

Poecilia reticulata son pequefos peces viviparos nativos de las islas de Trinidad y
Tobago, de fertilizacién interna y con dimorfismo sexual (Liley, 1966; A. Houde,
1997). Sus dinamicas de cortejo y reproduccion han sido ampliamente estudiadas y
son un modelo para estudiar caracteristicas de historia de vida (Magurran et al.,
1995). Existe una relacién entre la calidad espermatica y los comportamientos
reproductivos, ya que los machos comunican la calidad de su eyaculado a través de
la extension e intensidad de sus patrones de coloracion (A. Houde, 1997; Matthews
etal.,, 1997), realizando el cortejo o despliegue sigmoideo, mismo que es una
caracteristica mediante el cual las hembras realizan su eleccion de pareja (A.
Houde, 1987). Para asegurar su reproduccion, los guppies tienen dos tacticas
reproductivas pudiendo por una parte realizar despliegues de cortejo cuando
adoptan una postura en forma de C para resaltar visualmente sus patrones de
coloracién frente a las hembras; la segunda consiste en forzar las cépulas en
hembras a través de intentos de introducir el gonopodio en las hembras sin previo
cortejo (Liley, 1966; Luyten & Liley, 1985; A. Houde, 1997). Dichos comportamientos,
asi como la produccion, mantenimiento y maduracién de gametos, son regulados
por la testosterona (Tyagi et al., 2017; Husak et al., 2021; Ide, 2023)



Antecedentes
El PFOA y su biotoxicidad

Los compuestos perfluorados como el PFOA son sustancias quimicas con una
cadena de hidrocarburos con atomos de fluor que forman el enlace carbono-fluor
(Kissa, 1994; Kissa, 2001). Este es uno de los enlaces mas resistentes conocidos,
que le dota a la molécula del PFOA de su caracteristica resistencia a multiples tipos
de degradacion, lo que les vuelve resistentes a los métodos convencionales de
tratamiento de agua (Appleman et al., 2014; Rahman et al., 2014). Debido a estas
caracteristicas han sido utilizados para la fabricacion de diversos tipos de productos
(Kissa, 2001; Dinglasan et al., 2004; Prevedouros et al., 2006; Richter et al., 2018).

Estructura Quimica del PFOA
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Figura 1 Estructura quimica del PFOA. llustracion de Rodriguez-Jorquera & Toor,
2015

El PFOA fue fabricado por primera vez en 1947 por la empresa 3M. Inicialmente,
fue conocido como C8 en la correspondencia interna de la compafiia debido a la
cantidad de atomos de carbono que posee la molécula (Sara, 2023). En 1951, se
formalizd un contrato de adquisicion de dicho quimico con DuPont, una empresa
dedicada a las pinturas, lo que permiti6 la comercializacion de productos
comercializados bajo el nombre de marca Teflon™, la cual se vendia como una linea

de sartenes y utensilios de cocina antiadherentes (DiGiannantonio, 2022).



A pesar de sus aplicaciones, desde la década de 1960 se identificaron sus efectos
téxicos, incluyendo alteraciones hepaticas, disrupcion endocrina y dafo genético
(Hawthorne, 2003b; Bilott, 2019; DiGiannantonio, 2022). Estudios en humanos y
modelos animales han demostrado su capacidad para bioacumularse, afectando la
funcién hormonal y reproductiva (Foresta et al., 2018; Tarapore & Ouyang, 2021;
Wang et al., 2021). Por ello, ha sido regulado a nivel internacional y prohibido en
varios paises, aunque sigue presente en el ambiente debido a su alta persistencia
(U.S. EPA, 2000; Union europea., 2006).

Por su naturaleza anfipatica, alta solubilidad en el agua, y su resistencia a la
degradacion, asi como la volatilidad de sus subproductos, los hace propensos a
diseminarse mediante la emision de vapores a la atmdsfera (Prevedouros et al.,
2006; Sinclair & Kannan, 2006; Rahman et al., 2014). Se acumulan directamente en
cuerpos de agua y por filtracién, contaminan el suelo y los mantos acuiferos
subterraneos (Munoz et al.,, 2017; Park et al., 2023). Por ello, los ambientes
acuaticos son especialmente propensos a recibir una alta cantidad de
contaminacion de CPFs. Aunado a esto, dadas sus caracteristicas, estos quimicos
tienden a bioacumularse en los seres vivos que estan en contacto o consumen agua
contaminada, dando paso a la biomagnificaciéon a través de los procesos de las
cadenas troficas (Conder et al., 2008; Health Canada, 2018; Lewis et al., 2022).En
los afios 80, DuPont realiz6 los primeros analisis de calidad de agua para medir la
cantidad de PFOA en los rios y lagos cercanos a sus instalaciones en Virginia
Occidental (Hawthorne, 2003a, 2003b; Bartell et al., 2010; Blake, 2015). EIl primer
analisis se llevo a cabo en el rio Ohio, del cual dependian las comunidades rurales
del condado; ahi se encontré una concentracion que superaba de cinco a ocho
veces la cantidad de 1 ppm fijada por la compania como la dosis umbral segura
hipotética (Hawthorne, 2003a; U.S. EPA, 2025). La misma situacion se repitié en los

analisis posteriores realizados en 1988 (Bilott, 2019; DiGiannantonio, 2022).

Su ubicuidad en la naturaleza puede comprenderse con el siguiente dato: se han
detectado distintas cantidades de CPFs en la sangre de la mayoria de la poblacién

mundial, con una presencia de hasta 98% - 99% en humanos (Hawthorne, 2003;



Kannan et al., 2004; Olsen et al., 2008; Fromme et al., 2017; Gockener et al., 2020),
asi como en animales domésticos, de granja y silvestres (Guruge et al., 2008;
Vestergren et al., 2013; Blake, 2015). En el caso de los peces, también se reporta
la presencia de estos quimicos, especialmente en especies destinadas al consumo
humano (Tittlemier et al., 2007; Berger et al., 2009; Augustsson et al., 2021).

El PFOA, dentro del organismo, se disemina por medio de la albumina contenida en
el suero sanguineo (Vanden Heuvel, Kuslikis, et al., 1992a; Xing Han et al., 2003,
2005), afectando asi a aquellos 6rganos y sistemas con mayor irrigacion sanguinea,
asi como a los que reciben un mayor flujo hormonal (Shi et al., 2012; Pérez et al.,
2013; lwabuchi et al., 2017). En los seres humanos, entre los principales érganos
afectados destaca el higado, donde se ha hallado en mayor concentracion (Ylinen
& Auriola, 1990). También se ha estudiado su presencia y efectos en testiculos,
bazo, pulmones, rifiones, cerebro, piel, musculo, huesos, intestinos y estobmago
(Vanden Heuvel, Kuslikis, et al., 1992a; Kudo et al., 2007).

Los efectos de la exposicion a PFOA se conocen en humanos y modelos animales
(M. Houde et al., 2006; Lau et al., 2007; Fenton et al., 2021). Las alteraciones a la
salud en humanos incluyen la aparicion de cancer, dafio hepatico, defectos
congénitos y disminucién en la calidad de los gametos (K. Li et al., 2017; Luz et al.,
2019; Fenton et al., 2021). En otros organismos, los efectos son similares, ademas,
en ciertas especies como Rana pipiens, Ursus maritimus Oryzias melastigma y
Danio rerio se han encontrado cambios de comportamiento (Foguth et al., 2020;
Gaballah et al., 2020).

En peces, se han estudiado especies destinadas al consumo humano, silvestres y
de ornamento (Falandysz et al., 2006; Yamada et al., 2014); en estos organismos,
el PFOA tiende a acumularse principalmente en el higado, asi como en la sangre,
los riflones y las gonadas (Shi et al., 2012). Su efecto en la salud reproductiva de
peces ha sido estudiado en especies como Dario rerio, Orizias latipes y Poceilia
reticulata, organismos que han presentado estrogenizacion, defectos de nacimiento,
disminucién de la calidad de los gametos y cambios de comportamiento (W. Zhang
et al., 2016; J. Lee et al., 2017; Gasparini et al., 2024).



El PFOA tiene efectos similares sobre los mismos érganos en modelos animales y
humanos (Johnson et al., 2014; K. Li et al., 2017; Luz et al., 2019; Foguth et al.,
2020), aunque existen diferencias en la cantidad que se acumula y se elimina entre
sexos (Ylinen & Auriola, 1990; Kudo et al., 2001; Olsen et al., 2007). En las hembras,
la eliminacion del PFOA es mas rapida y su acumulacién es menor, lo que se
atribuye a la baja concentracion de testosterona (Xing Han et al., 2003). Los valores
de concentracion encontrados en estos estudios se han utilizado para determinar
los limites de PFOA y generar politicas al respecto (Health Canada, 2018; Cordner
et al., 2019; Luz et al., 2019). Por lo tanto, toda la informacion disponible es valiosa,
especialmente al determinar las restricciones en su uso, ya que recomendaciones
como las de la EPA o la OMS se basan las dosis de CPFs capaces de causar efectos
negativos en el desarrollo de un organismo (Cordner et al., 2019). Dado que las
instituciones gubernamentales se basan en organizaciones ambientales como la
OMS o la EPA, es necesario que exista informacién disponible sobre las especies
animales relevantes en cada nacidn por sus caracteristicas ecologicas. Sin
embargo, en Latinoamérica, la informacion es limitada debido al escaso interés en

el estudio de compuestos contaminantes (Arrieta, 2017).

Efectos del PFOA sobre la salud reproductiva

Estudios en humanos reportan que la exposicién a PFOA y PFOS se relaciona con
una disminucion de los parametros de calidad espermatica, asi como una reduccién
en la longitud del pene, el volumen testicular y la distancia anogenital (Di Nisio et
al., 2019; Di Nisio & Foresta, 2019). Un estudio realizado en adultos en China
confirma que la movilidad progresiva de los espermatozoides disminuye tras la
exposicion (Pan et al., 2019). Ademas, dicho estudio reporta un aumento en el

porcentaje de la fragmentacion del ADN de estas células (Pan et al., 2019).

Actualmente, se sabe que el PFOA tiene una relacién con el desarrollo de diversos
tipos de cancer, incluido el cancer de testiculo (H. Wan et al., 2011; H. Zhang et al.,
2014; Tarapore & Ouyang, 2021). Este tipo de cancer se acompafa de alteraciones
histologicas y moleculares en las génadas (Mgller & Skakkebaek, 1999; Walsh et al.,

2009; Hanson et al., 2016), asi como de hiperplasia de células de Leydig en ratas
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(Biegel et al., 1995; Z. Li et al., 2021). Datos epidemioldgicos recientes indican un
aumento en los casos de infertilidad masculina y cancer testicular (Le Cornet et al.,
2014; Gabrielsen & Tanrikut, 2016; Drevinskaite et al., 2019). Estas alteraciones en
la salud ocurren con dosis menores a las concentraciones promedio de PFOA
encontradas en la sangre de la poblacion general, que oscilan entre 0.27 y 14.0
ng/mL (Yeung et al., 2013; Gockener et al., 2020).

Efectos del POFA sobre la salud reproductiva en peces

Los efectos del PFOA y otros CPFs sobre organismos acuaticos se investigan
menos, aunque estos son muy sensibles debido al contacto directo con el medio
contaminado (B. Georgescu & C. Georgescu, 2012). Los machos de algunas
especies de peces han demostrado ser valiosos en el estudio de los efectos del
PFOA en la salud reproductiva. Por ejemplo, en Dario rerio, el PFOA afecta procesos
mediados por la testosterona, el desarrollo y la fecundidad (Hagenaars et al., 2013;
W. Zhang et al., 2016; Gaballah et al., 2020; Mylroie et al., 2021). Hagenaars et al.
(2013) reportd una disminucion de las reservas de glicégeno en el higado, producto
de alteraciones en la permeabilidad de las membranas mitocondriales, causando un
cambio metabdlico y aumentando los niveles de estrés oxidativo y apoptosis. Sin
embargo, no se hallé evidencia de toxicidad reproductiva por efecto de la exposicién
a PFOA, por lo que Danio rerio podria no ser un buen modelo para estudiar calidad
espermatica con este contaminante. W. Zhang et al. (2016) evalu6 el efecto del
perfluorononato (PFNA), que tuvo un efecto sobre los genes reguladores de la
sintesis de hormonas sexuales en peces zebra, alterando los niveles de
testosterona, estradiol, estrégenos y vitelogenina, lo cual repercute en los procesos
reproductivos. Mylroie et al. (2021) estudio el efecto de la presencia del corion frente
a la exposicién a sulfonato de perfluoroctano (PFOS), con el fin de determinar si la
eliminacién del corion influye en el desarrollo de embriones de pez cebra. Se reportd
que, en ambos casos, los efectos del PFOS son similares, aunque se manifiestan
antes en los embriones sin corion. EI PFOS es capaz de provocar malformaciones

en la vejiga natatoria y la columna vertebral en los peces expuestos.



Otros modelos de peces evaluados fueron Oryzias latipes y Xiphophorus helleri. J.
Lee et al. (2017) y Kang et al. (2019) investigaron los efectos del PFOA sobre el
metabolismo y la toxicidad reproductiva. Lee et al. (2017) confirmd que el PFOA es
capaz de aumentar las tasas de gluconeogénesis al reducir la presencia de
precursores como alanina, glutamina, treonina y lactato. Resultados que coinciden
con lo encontrado por Hagenaars et al. (2013) en cuanto a la pérdida de reservas
de glicégeno. Ademas, el mismo autor reporté una disminucion en la fecundidad y
supervivencia en la generacion F1y F2 de sus grupos experimentales. Tarapore &
Ouyang (2021) encontraron diferencia en la tasa de eliminacion del PFOA,
influenciada por las hormonas sexuales. En machos de otras especies y en varones
humanos, es mas lenta debido a la presencia de testosterona. Lee et al. (2017)
confirmé esta diferencia mediante la medicion de concentraciones de osmolitos, lo
que evidencia de que el PFOA tiene métodos de accion dependientes del sexo. Por
otro lado, Kang et al. (2019) evalu6 los efectos de PFOA y PFOS sobre la
fecundidad, la transcripcion de genes de la vitelogenina y las caracteristicas
sexuales secundarias en Oryzias latipes. Los resultados se mantuvieron coherentes
con los demas estudios mencionados: reduccién de la tasa de transcripcion,
alteraciones metabdlicas reflejadas en la cantidad de vitelogenina, exceptuando la

diferencia en los mecanismos de accién de PFOS y PFOA.

El PFOA causa efectos estrogénicos, mientras que el PFOS exhibe efectos anti
estrogénicos. J. Han & Fang (2010) realizaron un estudio evaluando el potencial del
pez cola de espada (Xiphophorus helleri) como modelo para evaluar los efectos del
PFOS en etapas juveniles y adultas, asi como la diferencia de sensibilidad que
existe entre sexos. Una vez mas, el PFOS demostré afectar la expresion de
vitelogenina en todos los grupos, al igual que en otros estudios. Los machos adultos
mostraron un aumento en el indice leptosomatico, mientras que las hembras
juveniles y adultas experimentaron un aumento en el indice somato gonadal,

ademas de encontrarse tasas distintas de supervivencia en los grupos juveniles.

Segun la dosis y las diferencias entre modelos de estudio, los efectos pueden variar

dentro de la misma especie, dependiendo el momento de su ciclo de vida y la dosis



del CPF evaluado. Aunque la mayoria de estos compuestos pueden causar
disrupcion endocrina, en el caso especifico del PFOA se sabe que altera la funcién
de la testosterona (White et al., 2011). La testosterona es una hormona fundamental
en los procesos reproductivos, como la produccion de gametos y la generacion del
impulso sexual (Tyagi et al., 2017; Ide, 2023). Por lo tanto, si hay una disminucién
de esta hormona debido a la exposicion al PFOA, es esperable observar cambios
fenotipicos en las caracteristicas de la calidad espermatica, asi como efectos en los

comportamientos de cortejo de la especie Poecilia reticulata.
El guppy como modelo de ecotoxicidad

La especie Poecilia reticulata ha sido empleada como modelo experimental animal
en diversos estudios de toxicologia con enfoques metodoldgicos diferentes, en los
cuales se ha evaluado la repercusion de distintos contaminantes sobre la salud de
estos peces (Tabla 1). Se han realizado investigaciones enfocandose en sistemas
u organos especificos, haciendo uso tanto de concentraciones agudas como
subagudas (Bayley et al., 1999; Kissling et al., 2006; B. Georgescu & C. Georgescu,
2012). Entiéndase por “dosis aguda” como aquella dosis capaz de generar cambios
que resulten incompatibles con la vida de un organismo, mientras que las dosis
subagudas son aquellas que solamente causan repercusiones en el organismo, sin

llegar a poner en peligro la vida (ECHA, 2022).

Al evaluar los efectos de la exposicion de peces guppy a dosis subletales de
contaminantes causantes de disrupcidon endocrina, se ha empleado criterios de
evaluacion toxicologicos y, recientemente, de comportamiento (Bertram et al., 2015,
2024). La toxicidad reproductiva de compuestos como lindano, carbofurano y 2,2’-
ditiobis-piridina ha sido demostrada debido a que son considerados como
disruptores endocrinos. El Lindano es capaz de disminuir la concentracion de la
pteridina, molécula responsable de la coloracion roja en guppies de la cepa red
blond, y que se relaciona con la concentracion de testosterona (A. Houde, 1997;
Matthews et al., 1997; Talu et al., 2012). El carbofurano demostr6é causar defectos
de nacimiento, disminucién de la fecundidad, numero de nacimientos vivos, asi

como una reduccion de la supervivencia de las crias (Yenchum et al., 2011). El 2,2’-
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ditiobis-piridina disminuyo los niveles de testosterona, la produccién de
espermatoéforos, la movilidad espermatica, ademas de alterar los comportamientos
reproductivos de los machos, reduciendo la frecuencia de cortejo (X. Li et al., 2019).
Los efectos sobre la salud de los organismos permanecen similares al ser estos
quimicos disruptores endocrinos, compuestos capaces de afectar la funcion
correcta de las hormonas reproductivas, tanto de forma directa actuando como
agonistas o antagonistas, como de forma indirecta afectando la acciéon de las
enzimas involucradas en la biosintesis o en la accién biolégica (C. Georgescu & B.

Georgescu, 2004; B. Georgescu & C. Georgescu, 2005).

En ensayos toxicoldgicos (Baser et al., 2003; Viran et al., 2003; Sarikaya et al., 2007:
Heo & Shin, 2009; Hedayati et al., 2012 de Carvalho et al., 2023) Poecilia reticulata
ha demostrado ser un modelo adecuado para determinar la LCso (Concentracion
Letal Media) de permetrina, deltametrina, fenitrotion, triclorfon, diazinén y espuma
AFFF (Baser et al., 2003; Viran et al., 2003; Sarikaya et al., 2007; Heo & Shin, 2009;
Hedayati et al., 2012; de Carvalho et al., 2023).

Las espumas AFFF son el material con el que se rellenan los extintores de
incendios, las cuales son fabricadas utilizando PFOA y PFOS como tensioactivos,
sefialados como responsables de la muerte masiva de peces durante el incendio en
Porto do santos, Brasil, en abril de 2015, los cuales también son considerados como
contaminantes causantes de disrupcion endocrina (Brandimarte, 2015; de Carvalho
et al., 2023).

La toxicidad reproductiva del PFOA ya ha sido probada por Gasparini et al. (2024),
quienes mostraron que la exposicion a PFOA y su sucesor, GenX, son causantes
de alteraciones en la transcripcion de genes relacionados con la espermatogénesis,
la respuesta inmune y la diferenciacion sexual. Ademas, se observé una reduccion
de la velocidad espermatica en ambos tratamientos con CPFs. Dicho parametro se
relaciona directamente en la capacidad para la competencia espermatica de los
peces guppy (Boschetto et al., 2011). La produccién espermatica, por su parte, no
se vio afectada, aunque los efectos moleculares podrian indicar que esto puede

suceder, no se observo este fendmeno a nivel fenotipico (Gasparini et al., 2024; Yu,
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2024). Por otro lado, los comportamientos del guppy y su eleccion de tactica de
cortejo o cépula no se vieron afectados por la exposicion a PFOA, pero si por GenX,

prefiriendo estos el uso de estrategias de cortejo (Gasparini et al., 2024; Yu, 2024).

El comportamiento del guppy también se ha usado como criterio de evaluacion
toxicologico recientemente. En los ultimos afios se han desarrollado protocolos para
utilizar el comportamiento como una herramienta confiable para la evaluacion de los
efectos de los contaminantes en esta y otras especies (Bertram et al., 2024). Los
cambios en el comportamiento pueden ser inducidos por disruptores endocrinos
antiestrogénicos (Tian et al., 2015; Tomkins et al., 2017; Bertram et al. 2018) o por
disruptores endocrinos anti androgénicos (Bayley et al., 1999; Baatrup, 2009;
Shenoy, 2012). Por ejemplo, la tributilina impide el funcionamiento correcto de los
estrégenos al aumentar la concentracion de testosterona total de los organismos,
produciendo asi una androgenizacion al suprimir la expresidon de aromatasas
responsables de convertir la testosterona en estrogenos; esto causa una
disminucién de los comportamientos de postureo, cortejo y el seguimiento a las
hembras, desarrollando éstas gonopodios, una caracteristica sexual de los machos
(Tian et al., 2015). Efectos similares ocurren en el comportamiento al exponer a
guppies a 17beta-trenbolona, produciendo un aumento de la agresividad de los
machos contra sus competidores, ademas de un aumento en los comportamientos
de cépula forzada dirigidos hacia las hembras. Esto tiene repercusiones potenciales
en las dinamicas poblacionales y en el éxito reproductivo de los machos (Tomkins
et al., 2017; Bertram et al., 2018), debido a que la cépula forzada soélo transfiere un
tercio de la cantidad normal promedio de eyaculado que con una cépula precedida

por un despliegue sigmoideo (Pilastro & Bisazza, 1999).

Compuestos que impiden la accion normal de la testosterona como el octilfenol, la
atrazina, el vinclozolin, la flutamida y el p, p-DDE reducen el numero y la intensidad
del despliegue de cortejo (Bayley et al., 1999; Baatrup, 2009; Shenoy, 2012). El
octilfenol y la atrazina produjeron una reduccién de la agresividad contra otros

machos competidores; en el caso del octilfenol, incluso indujo comportamientos
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territoriales en los machos y causé que estos realizaran despliegues de cortejo unos
contra otros (Bayley et al., 1999). La atrazina también redujo el numero de copulas
forzadas, disminuyendo también intensidad de la coloracion y el tamafo de los
genitales en aquellos machos expuestos desde el estado embrionario, por lo que
dichos machos son menos atractivos para las hembras receptivas (Bayley et al.,
1999; Shenoy, 2012).

En este estudio, nos hemos centrado en los efectos del PFOA sobre la calidad
espermatica de Poecilia reticulata, debido a la falta de evidencia de sobre como
periodos cortos de exposicion pueden causar efectos subletales sobre especies de
agua dulce sobre su salud reproductiva (B. Georgescu & C. Georgescu, 2012), se
us6 una concentracidon ecolégicamente relevante de 3ppm, una concentracion mas
alta que otros estudios que usaron 1 ppb, en este estudio me base en la cantidad
de CPFs totales que pueden llegar a 15 mg/L (Gasparini et al., 2024). Los guppies
son faciles de manejar en el laboratorio y ya han sido utilizados en otros ensayos
toxicolégicos (Tabla 1), lo que hace sencillo comparar quimicos de una familia como
los disruptores endocrinos. Ademas, estos cambios alteran la aptitud reproductiva
de los peces al interferir en la comunicacion visual de sus sefales (Matthews et al.,
1997).

Tabla 1. El guppy (Poecilia reticulata) como modelo en ensayos toxicolégicos con

distintos contaminantes, incluyendo PFOA.

GRUPO CONTAMINANTE CRITERIO(S) DE REFERENCIA
EVALUADO EVALUACION
TOXICOLOGICA
CPFS PFOA Transcripcion de genes en Gasparini et al.,
testiculos, calidad 2024
espermatica,

comportamiento

reproductivo.
CPFS GenX Transcripcion de genes en Gasparini et al.,
testiculos, calidad 2024
espermatica,
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PESTICIDAS

PESTICIDAS

PESTICIDA

PESTICIDA

SUBPRODUCTO

PESTICIDA
PESTICIDA

PESTICIDA

ESPUMA ANTI-

INCENDIOS
ORGANOTINA

ESTEROIDE
ANDROGENICO
ENDO-ESTROGENO

HERBICIDA

Lindano

Carbofurano

Deltametrina

Fenitrotion

2,2’-diotibis-piridina

Permetrina

Triclorfon

Diazinon

Espuma AFFF

Tributirina

17Beta-trenbolona

4-tert-octilfenol

Atrazina

comportamiento
reproductivo.
Coloracion, talla corporal,
concentracién de
Pteridina
Mortalidad de las crias,
fecundidad, alteraciones
morfoldgicas.
LC50.
(Dosis letal 50%)
LC50, Comportamiento.

Niveles de hormonas,
produccion y calidad
espermatica, desarrollo
fetal.

LC50, comportamiento.

Lesiones en las branquias

y rifiones.
LC50

LC50, peroxidacién de
lipidos, dafio al ADN
Expresién de la
aromatasa, niveles de
hormonas,
comportamiento,
caracteristicas sexuales
primarias y secundarias.
Comportamiento
reproductivo, morfologia.
Comportamiento
reproductivo
Coloracion,
Comportamiento,
agresion, tamafio de

estructuras cépulatorias.

Talu et al., 2012

Yenchum et al.,
2011

Viran et al., 2003

Sarikaya et al.,
2007
X. Lietal., 2019

Baser et al., 2003
Heo & Shin, 2009

Hedayati et al.,
2012
de Carvalho et al.,
2023
Tian et al., 2015

Tomkins et al.,
2017
Bayley et al., 1999

Shenoy, 2012
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FUNGICIDA Vinclozolin Comportamiento de Baatrup, 2009
cortejo

ANTIANDROGENO Flutamida Comportamiento de Baatrup, 2009
cortejo

SUBPRODUCTO P.p-DDE Comportamiento de Baatrup, 2009
cortejo

Justificacion

El acido perfluorooctandico (PFOA) es un contaminante ambiental persistente con
efectos negativos en la salud reproductiva y endocrina de multiples organismos,
incluidos los peces. Sin embargo, los estudios sobre su impacto en especies
acuaticas de agua dulce son limitados, lo que impide una comprension completa de

su toxicidad en estos ecosistemas.

La informacién disponible sobre al PFOA se basa principalmente en estudios
realizados en seres humanos y mamiferos terrestres (Gasparini et al., 2024). Dadas
las diferencias en metabolismo y fisiologia entre especies, no todos los modelos
animales responden de la misma manera a la exposicion al PFOA. Es fundamental
seleccionar organismos ecolégicamente relevantes que permitan evaluar con mayor
precision los efectos reproductivos y comportamentales de este compuesto en

ambientes acuaticos.

El guppy (Poecilia reticulata) es un modelo ampliamente utilizado en ecotoxicologia
debido a su sensibilidad a contaminantes, su facilidad de mantenimiento en
laboratorio y su rapido ciclo de vida, lo que permite evaluar efectos tanto en la
calidad espermatica como en el comportamiento reproductivo. Ademas, el guppy
presenta una fuerte competencia espermatica y su éxito reproductivo depende en
gran medida de la calidad del esperma y de la expresion de comportamientos de
cortejo, ambos potencialmente afectados por la exposicidn a disruptores endocrinos
como el PFOA.
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Hipotesis
La exposicidon a una concentracion fija de 3mg/L de acido perfluorooctandico
(PFOA) reducira los parametros de calidad espermatica, causara dafio al ADN y

alterara el comportamiento sexual en machos adultos de Poecilia reticulata.

Objetivos

Objetivo general

e Evaluar el efecto de la exposicién, durante 14 dias, a 3mg/L de &acido
perfluorooctandico (PFOA) sobre la calidad espermatica y comportamiento

sexual de machos adultos de Poecilia reticulata

Objetivos particulares

e Determinar el efecto del acido perfluorooctandico (PFOA) sobre los
parametros de calidad espermatica: la movilidad, la vitalidad, el conteo de
paquetes y el conteo de espermatozoides. en machos adultos de Poecilia
reticulata después de 14 dias de exposicion al PFOA.

e Analizar la fragmentacion del ADN espermatico en los machos de Poecilia
reticulata después de 14 dias de exposicion al PFOA.

e Comparar la intensidad de los comportamientos reproductivos (Latencia,
tiempo cerca de la hembra, cortejos, intentos de cépula forzada, balanceos
de gonopodio) entre machos adultos de Poecilia reticulata expuestos al
PFOA. En todos los casos se contrasta con un grupo control no expuesto el

contaminante.
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Material y métodos

Organismos utilizados:

Se recolectaron ejemplares de P. reticulata de la laguna de Tepeojuma, Puebla
(18°41'34.0"N 98°23'22.7"W), sitio conocido como “Los Ahuehuetes”.

Los peces fueron transportados por medio de hieleras y bolsas ventiladas

constantemente al Laboratorio de Ecologia Evolutiva de la Facultad de Ciencias
Biologicas de la BUAP, donde se mantuvieron en tanques con los aditamentos
necesarios y con agua previamente acondicionada, en densidades de 250
individuos en tanques de distintos tamanos con 120L de agua, distribuidos en
grupos con ambos sexos en una relacion 1:1 hembras a machos. Fueron
alimentados dos veces al dia con hojuelas Tetramin. Los peces fueron aclimatados
a las condiciones de laboratorio durante dos meses antes de comenzar el

experimento.

De esta poblacion, se seleccionaron al azar 60 machos y 60 hembras sexualmente
maduros para los grupos experimentales, los cuales fueron agrupados en 2 tanques
con 30 individuos de cada sexo, separados por una barrera de plastico con orificios
con el fin de evitar la copula. Los machos y las hembras fueron aislados para
garantizar una cantidad adecuada de células por eyaculado sin interrumpir el

estimulo visual y quimico necesario para que los machos mantengan la
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espermatogénesis, ya que esta disminuye en ausencia de hembras (Kadow, 1954;
Endler, 1987; Luyten & Liley, 1991; A. Houde, 1997; Guevara-Fiore et al., 2010).

Los dos tanques experimentales fueron iguales y tenian condiciones estandar de
temperatura, pH, y salinidad, no contenian carbén activado, ya que la literatura
reporta que es posible eliminar los CPFs del agua utilizando carbdn activado
(Appleman et al., 2014; Rahman et al., 2014; Arvaniti & Stasinakis, 2015).

Tratamientos

Para cumplir con los objetivos de la investigacion, se probaron dos tratamientos: Por
un lado, se considerd un grupo control el cual consistié en colocar unicamente agua
al tanque, por otro lado, el tratamiento con PFOA consistié en colocar 3 mg/L de
PFOA (Perfluorooctanoic Acid 95%, Sigma Aldrich Massachusetts, EU), lo que
equivale a 270 mg en total en el tanque experimental, que contenia 90 litros de

agua. El periodo de exposicion fue de 14 dias.

Extraccion de muestras de espermatozoides

Se extrajeron dos muestras de espermatozoides por cada macho: una antes y otra
después del tratamiento. Los 30 machos experimentales se aclimataron durante 2
semanas en los tanques antes de realizar la primera extraccion, periodo durante el

cual fueron mantenidos en abstinencia.

Los machos de ambos tratamientos fueron sedados con una diluciéon de 1:10 de
aceite de clavo y alcohol, diluyendo 25 uL en 40 mL de agua del tanque y dejandolos
reposar en un vaso de precipitado hasta el punto donde comenzaron a nadar de
lado, indicativo de que la anestesia ya estaba surtiendo efecto. Una vez sedados,
se colocaron en una placa Petri e identificaron por medio de un cédigo y un nimero
vinculados a una fotografia de cuerpo completo de cada individuo tomada bajo un
microscopio estereoscopico (SMZ745, Nikon, Tokio, Japdn), para evitar confundir la
identidad de los organismos y repetir extracciones. Se les extrajo una muestra de
espermatozoides mediante estimulacion (Fig. 2) y los espermatéforos liberados se
resuspendieron en aproximadamente 200 pL de solucién Salina Amortiguada con

Fosfato de Dulbecco (DPBS), InVitroCare, Maryland, E.U., obteniendo volumenes
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de entre 250 — 350 pL dependiendo del individuo y la cantidad del eyaculado, dando

un total aproximado de 450 — 550 pL de volumen total por cada extraccion.

Figura 2. Procedimiento para extraer espermatozoides de P. reticulata, a)
Estimulacion del gonopodio b) Masaje abdominal c) Paquetes espermaticos
enfocados en 10 x. Foto tomada por Flores Lépez, T.K. (2024)

Parametros de calidad espermatica.

a) Movilidad

El eyaculado de los poecilidos es diferente al de los mamiferos en los peces como
los guppies, los espermatozoides son expulsados en paquetes rodeados con una

membrana llamados espermatoforos (Uribe et al., 2010).

Las variables de vitalidad y movilidad se analizaron inmediatamente después de la
toma, ya que se requerian los espermatozoides lo mas frescos posible. La literatura
reporta que a tan sélo 24hrs de resuspender los espermatéforos obtenidos existe
una disminucion en la movilidad de los espermatozoides (Sun et al., 2010). Estas
variables se midieron con base en protocolos modificados de la sexta edicién del
“WHO Laboratory Manual for the Examination and Processing of human semen”
(World Health Organization, 2021) y el procedimiento establecido por Evans et al.
(2003), observando diferentes campos visuales con espermatozoides en un
microscopio optico (40x), y contando los espermatozoides méviles hasta superar la

cantidad de 200 células.

Para contar los espermatozoides de P. reticulata es necesario fracturar ligeramente

la membrana del espermatdforo, pues no es posible identificar a las células
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individuales si se encuentran agrupadas. En el microscopio, los espermatozoides
de guppy se organizan con las colas hacia el centro de la membrana y las cabezas
hacia el exterior (Uribe et al., 2010). Tomando en cuenta lo anterior, la movilidad se
considerd solo como: “movil” o “inmovil”, ya que, al estar agrupados en una matriz
dentro de la membrana del espermatoforo, al agitar la cola frenéticamente, se
desprenden de la matriz repentinamente a velocidad muy alta, o que impide una

determinacion estandar de los tipos de movilidad espermatica sin el uso de software.
b) Vitalidad

La vitalidad se determiné realizando una dilucion de 1:10, se mezclaron 5 uL de
Spermavit con 45 uL de eyaculado de P. reticulata en un tubo Eppendorf (1.5 mL),
y posteriormente se tomaron 10 uL de dicha dilucion en un portaobjetos con su
respectivo cubreobjetos. Se siguid la misma metodologia de conteo para obtener
mas de 200 células. Se consideraron como células muertas a los espermatozoides
tefidos y como vivos a aquellos que mantenian la transparencia. Este cambio es
indicativo de la integridad de la membrana, que, al estar comprometida, permite el
paso libre del colorante y tifie a la célula de un color rosa o purpura, seial de la

ruptura de la membrana celular (WHO, 2021).
c) Conteo de paquetes espermaticos.

Durante la extraccion, se contaron los paquetes espermaticos antes de trasladarlos
a los tubos Eppendorf para detectar si el PFOA tiene un efecto en la produccion de

paquetes espermaticos.
d) Concentracion

La concentracion espermatica fue determinada al tomar 10 uL de eyaculado y
colocar el mismo volumen en ambas cuadriculas de la camara de Neubauer. La
muestra se dejé sedimentar un par de minutos antes de comenzar con el conteo. A
diferencia del protocolo en humanos (World Health Organization, 2021), se realiz6
sin diluir la muestra, pues en las primeras pruebas de conteo se observd que los

espermatozoides estaban muy diluidos y a una baja concentracion.
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Se contaron ambas cuadriculas y, dependiendo del numero de espermatozoides en
el primer cuadrante de la cuadricula central, se establecio el numero de cuadros de
la cuadricula total por contar, se reportaron realizando los calculos pertinentes
(World Health Organization, 2021).

e) Ensayo cometa

El ensayo cometa es la ultima parte del analisis de calidad espermatica y se emplea
para determinar el grado de fragmentacion que presenta el ADN. Aunque esta
prueba no se considera parte de los parametros de calidad espermatica
convencionales, se ha reportado que el PFOA es genotodxico (Yao & Zhong, 2005;
Kawamoto, 2010), por lo que el ensayo cometa permitiria evaluar si el compuesto
es capaz de causar dano al ADN en las células espermaticas del pez guppy. Se
realizo la variante acida, la cual permite observar el dafio en ambas hebras de ADN
(Rodriguez-Rey et al., 2016). El ensayo consta de 3 fases: lisis celular, la

electroforesis y la tincion.

La primera fase de lisis celular comenzé con la realizacion de una capa de gel,
diluyendo 100 uL de eyaculado de P. reticulata tomado del fondo del tubo Eppendorf
en 100 uL de agarosa al 0.5%. Ambos fueron mezclados en otro tubo Ependorff,
tomados con una micropipeta y vertidos en un portaobjetos que previamente
contenia una capa de agarosa deshidratada y distribuida uniformemente al 1%. Una
vez colocada la muestra, se afadié un cubreobjetos alargado, y cada portaobjetos
se colocd sobre una bolsa de gel congelada para solidificar la agarosa. Una vez
solidificada los portaobjetos se transfirieron a cajas Petri, donde se acomodaron 2
en cada caja y se cubrieron con una soluciéon de buffer de Lisis, dejandolos reposar
por 30 minutos en el refrigerador, cubiertas adecuadamente para evitar la

contaminacion.

Una vez transcurridos los 30 minutos, se sacaron del refrigerador para retirarles el
cubreobjetos y se enjuagaron con una solucion de Tris-HCL 3 veces teniendo
cuidado de no aplicar demasiada fuerza con el fin de no desprender el gel. La
camara de electroforesis se conectdé adecuadamente y se llend hasta cubrir los
electrodos con una solucion de TAE. Para la segunda fase de electroforesis, se
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utilizaron pequenas tiras recortadas de papel filtro, dobladas en “z”, con el fin de
crear un puente que permita pasar la corriente eléctrica de los electrodos de la
camara hacia las muestras de espermatozoides incluidas en el gel de agarosa,
proceso que induce el movimiento del ADN fragmentado. Al colocar las placas en la
camara de electroforesis, deben estar paralelas y sin tocarse, procurar que el papel
filtro humedecido con TAE toque la solucion sin dafar el gel y sin caer directamente

por encima de la muestra.

Se corrieron las electroforesis en grupos de 4 portaobjetos con muestra, a una
corriente de 50V por 10 minutos (Minis -150, Major Science, Taoyuan city, Taiwan).
Al terminar cada ronda, los geles se retiraron cuidadosamente de la camara y se

colocaron de nuevo en las cajas Petri para realizar la ultima fase de tincion.

La tincidn se realizé vertiendo con cuidado gotas de anaranjado de acridina en cada
muestra hasta cubrir cada placa. Se dejaron reposar durante un minuto y luego se
enjuagaron con TAE para retirar el exceso de colorante. Tras finalizar la tincion, a

cada placa se le coloco un cubreobjetos y se continuo con su observacion.

Debido al uso de fluorocromos, el ensayo cometa debe ser observado bajo un
microscopio de fluorescencia para determinar el grado de fragmentacién en los
espermatozoides del grupo experimental. Las observaciones se realizaron después
de los analisis de calidad espermatica, ya que las placas del ensayo cometa pueden
conservarse hasta por 2 meses con una refrigeracién adecuada (Rodriguez-Rey et
al., 2016).

Las preparaciones fueron observadas en un cuarto oscuro, haciendo uso del
microscopio de fluorescencia (VE-146YT, Velab, Nuevo Ledn, México), y se
mantuvieron en refrigeracion mientras no eran observadas. En el microscopio, se
realizé un barrido por cada preparacion, buscando aquellos campos visuales donde
se pudiera observar con mayor claridad las condiciones de las células y su ADN. A
cada uno de los campos visuales observados se les fotografio con el fin de
determinar el porcentaje de las células que presentaban fragmentacion del ADN

indicada por la presencia de cometas (desplazamiento de las células). Se tomaron
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entre 2 a 4 fotos de cada repeticion del ensayo dando un total aproximado de 360

fotos.

Debido al estado comprometido de las células, la determinacion del porcentaje de
fragmentacion tradicional no fue posible, por lo que se realizé un analisis visual, en
el cual se observé la presencia de “nubes de descondensacion”, como referencia al

posible efecto del PFOA sobre las proteinas que empaquetan al ADN.

En condiciones normales el ensayo cometa se analiza midiendo una cola y cabeza
definidas formadas por el material genético desplazado (Rodriguez-Rey et al.,
2016).
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Figura 3. Cabeza y cola del ensayo cometa (Humano). Tomado de Luna-Gonzalez
etal., 2018

Sin embargo, algunas condiciones en las células pueden causar patrones
irregulares, dichas condiciones puede ser el PH del ensayo, la presencia de alguna

enzima como aditamento, la temperatura, la extension del dafio al ADN, entre otros.
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Figura 4. La diferencia que produce la ausencia (izquierda) o presencia (izquierda)
de proteinasa K, una enzima para aislar acidos nucleicos en ensayo cometa con
ovocitos de bovino. Tomado de Urrego et al., 2005.

En el caso de este estudio, un escenario como el descrito anteriormente es posible
considerando la naturaleza anfipatica del PFOA, capaz de cambiar las cargas de
las moléculas con las que interacciona, la concentracion (3mg/L) y que el
contaminante no solo induce estrés oxidativo, tiene otros mecanismos para danar

la estructura del ADN (Kawamoto, 2010; Xuejingping Han et al., 2022).
Pruebas de comportamiento sexual

Las pruebas de comportamiento sexual junto con las pruebas de calidad
espermatica permitieron realizar una evaluacién integral de la salud de los machos.
El comportamiento sexual de cada macho focal fue evaluado una vez, posterior al
periodo de exposicion. El tanque experimental se instalé con agua de los acuarios
principales y se acondicioné con grava. Para no interferir en los comportamientos,
se instaldé una cortina frente al tanque con un agujero que permitia la observacién

de los peces.

Las pruebas se realizaron entre las 9:00 am y 12:00 pm, analizando 10 individuos

en total por dia. Las pruebas consistieron en observar durante 20 minutos a un
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macho con dos hembras que diferian en tamarfo, dicha diferencia para determinar
si el PFOA altera la preferencia por hembras grandes de parte de los machos. El
primer comportamiento registrado fue el “periodo de latencia”, es decir, el momento
que el macho tardo en realizar un cortejo o un intento de copula forzada. El registro
de los comportamientos se realizé en el software BORIS (Friard & Gamba, 2016),
cuya herramienta de analisis de presupuesto permite cuantificar la frecuencia y
duraciéon de los comportamientos, incluyendo su proporcion, dirigidos a cada
hembra, grande o chica. Se registraron los siguientes comportamientos (A. Houde,
1997):

(1) tiempo cerca de la hembra, cuando el macho se encuentra a menos de un cuerpo

de distancia de la hembra cortejada;

(2) frecuencia y duracion de cortejo o despliegue sigmoideo, comportamiento en el
que macho adopta una postura curveada en forma de “C” mientras mueve el
gonopodio y nada verticalmente frente a la hembra con el motivo de mostrar sus
colores (A. Houde, 1997);

(3) frecuencia de intentos de cépula forzada, que consiste en el intento de insercion

repentina del gonopodio en el gonoporo de la hembra sin previo cortejo;

(4) frecuencia de balanceo del gonopodio, que consiste en el movimiento del
gonopodio, en el que el macho mueve hacia los lados su érgano sexual con el fin

de tenerlo listo para otro intento.

Tactica reproductiva

La tactica reproductiva se comparé con el fin de identificar si existe alguna diferencia
entre las preferencias de los peces machos por la estrategia de copula o de cortejo,
ademas de verificar si la exposicién al PFOA puede alterar la frecuencia de los

comportamientos de alguna de las dos tacticas registradas.

Se cuantific6 calculando la proporcion de cortejos respecto al total de

comportamientos sexuales observados con la formula:

Proporcion de cortejos = Numero de cortejos

(Numero de cortejos + numero de intentos de copula forzada.)
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Analisis estadistico

Se empled un modelo linear generalizado mixto (GLMM) para analizar cada una de
las variables de calidad espermatica (movilidad, vitalidad, numero de paquetes y
concentracion). Se incluyeron como efectos fijos el tratamiento (T de toxico para los
machos expuestos y C para designar el grupo control), asi como la ronda de
extracciones (antes o después de la exposicion). Ademas, se considero la identidad
(1]D) de los machos como un efecto aleatorio para controlar la variabilidad

individual.

Los resultados de las pruebas de comportamiento (Latencia, tiempo cerca de la
hembra, despliegue sigmoideo, intentos de cépulas forzadas y balanceo del
gonopodio) y la tactica reproductiva (proporcién de cortejo) se analizaron utilizando
modelos generalizados lineales (GLM) por el tamano reducido de n (n=10) para

estas pruebas.

Para analizar el tiempo de la latencia, se utilizé la pertenencia al grupo expuesto o
control como factor fijo, y el tiempo de latencia en segundos como variable de

respuesta.

Para analizar los comportamientos, se tomaron el tamano de las hembras y la
exposicion a PFOA como efectos fijos. El esfuerzo reproductivo fue analizado
utilizando la proporcion de un comportamiento u otro como variable de respuesta y

la pertenencia al grupo expuesto (T) o al grupo control (C) como efecto fijo.

Etica, desmontaje y limpieza

Todos los procedimientos experimentales se realizaron de acuerdo con las
directrices éticas de la Association for the Study of Animal Behaviour (ASAB Ethical
Committee/ABS Animal Care Committee, 2023) para el uso de animales en
investigacion, asegurando que los peces fueron manipulados cuidadosamente para
minimizar el estrés y evitar cualquier sufrimiento innecesario durante todo el

experimento.

Tras terminar los experimentos, se limpiaron los tanques con sumo cuidado,

utilizando carbén activado durante todo el proceso, el cual se ha demostrado como
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un material eficaz capaz de limpiar hasta el 95% de CPFs de cadena larga (Ross et
al., 2018). Los machos fueron sacrificados mediante un protocolo de eutanasia
aprobado, garantizando una muerte rapida y libre de sufrimiento utilizando aceite de
clavo, que se vertio en los tanques y se dejé actuar 10 minutos hasta que los
organismos comenzaron a flotar con el vientre hacia arriba. Los cadaveres fueron
retirados con una red y congelados en el refrigerador de reactivos y muestras del

laboratorio para el protocolo de cremacion.

El agua se mantuvo un par de dias en el tanque con carbdn activado para permitir
el intercambio de iones con el cristal, el cual se ha demostrado absorbe una cantidad
infima de PFOA (Mylroie et al., 2021). Posteriormente, el agua fue sifonada en
contenedores vacios de agua destilada y se entreg6 al Aimacén de la Facultad de
Ciencias Biologicas de la BUAP para que fuera eliminada de acuerdo con la

normativa para el manejo de residuos peligrosos.

Resultados
Los resultados de la exposicion de los machos de Poecilia reticulata al acido
perfluorooctandico (PFOA) por 14 dias sobre la calidad espermatica son los

siguientes:
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Espermatozoides moviles, %

a) Movilidad

Tras exponer a los machos de P. reticulata a 3 mg/L de PFOA durante 14 dias, se
observo 25% de movilidad en el grupo expuesto frente a 60% aproximadamente en
el grupo control y el grupo experimental previo al tratamiento. El tratamiento causo
una disminucién significativa de la movilidad de los espermatozoides en el grupo
experimental (T-2) al comparar las medias del grupo experimental antes de la
exposicion (T-1) y con las medias del grupo control (C-1y C-2) (Z = -7.37, P =
0000000000167). Por lo tanto, se concluye que la exposicién a PFOAtiene un efecto

negativo significativo sobre la movilidad espermatica (Figura 5).
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Figura 5. Movilidad espermatica. En rojo se encuentran los grupos experimentales
expuestos a PFOA (T), antes (1) y después (2) de la exposicion. Se puede notar
una diferencia importante entre las medias del grupo control (C-1 y C-2) y el grupo
expuesto (T-2) asi como una diferencia con el grupo experimental previo a la
exposicion al PFOA (T-1).
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Espermatozoides vivos, %

b) Vitalidad espermatica

Tras exponer a los machos de P. reticulata a 3 mg/L de PFOA durante 14 dias, se
observé una vitalidad de 35% aproximadamente frente al 77% aproximadamente de
los grupos control y experimental previa a la exposicién y de 60% del grupo control
tras el tratamiento, disminuyendo significativamente en el grupo experimental
expuesto (T-2), en comparacion con el mismo grupo previo a la exposicion (T-1) y
con el grupo control (C-1y C-2) (GLMM, Z=-3.847, P = 0.000119) (Figura 6).
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Figura 6. Boxplot del analisis de vitalidad espermatica del grupo control y
experimental, se puede observar como la media del grupo experimental
disminuyd tras la exposicion al PFOA (T-2) a comparacion del mismo grupo (T-
1) previo a la exposicion y al grupo control (C-1 y C-2).
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c) Numero de paquetes espermaticos.

Tras exponer a los machos adultos de P. reticulata a 3 mg/L de PFOA durante 14
dias, se observaron conteos en promedio arriba de 50 en los grupos control (C-1y
C-2) y el grupo experimental antes de la exposicion (T-2) a diferencia de un
promedio aproximado de 38 en el grupo experimental tras la exposicion. Se puede
afirmar que la exposicion a PFOA (T-2) disminuyo la cantidad de paquetes
espermaticos obtenidos (GLMM, Z = -2.379, P = 0.0174) (Figura 7).
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Figura 7. Conteo de paquetes espermaticos extraidos por individuo. Se puede notar
como en el grupo experimental expuesto al PFOA (T-2) disminuyé el valor del
promedio del numero de paquetes, a comparacion del grupo control posterior a las
2 semanas del experimento (C-2).
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Numero de espermatozoides por mL.

d) Concentracién de espermatozoides

Tras exponer a los machos adultos de P. reticulata a 3 mg/L de PFOA durante 14
dias se observo un inusual aumento en los valores de la media del grupo expuesto
tras el periodo de exposicidon (T-2) aunque dicho aumento no fue estadisticamente
significativo (GLMM, Z = -0.110, P > 0.912) respecto a los grupos control (C-1y C-
2) y el grupo expuesto previo al tratamiento (T-1) (Figura 8). Es posible que el
aumento de la concentracion de espermatozoides se deba a la abstinencia durante
el tratamiento o bien, un proceso de retroalimentacién fomentada por la exposicion
al PFOA que causaria una hipotética produccion de hormona LH y FSH,

aumentando la concentracién ligeramente en el grupo expuesto.
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Figura 8. Concentracion espermatica. Se observa un aumento en las medias de los
grupos experimentales y control posteriores al periodo de 2 semanas del ensayo
(T2, C2) con respecto a los dos grupos antes del tratamiento (T1 y C1). Este
incremento puede deberse al efecto de la abstinencia que produce el
almacenamiento de los espermatozoides.
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Tabla 2. Resumen de los resultados del analisis de las variables de calidad
espermatica por medio de GLMMs en R.

VARIABLE ESTIMADO ERROR Z P
MOVILIDAD -0.97222 0.13186 -7.37 0.000000000000167
VITALIDAD -1.0770 0.280y, -3.847 0.000119
70
NO. PAQUETES -0.3427 0.1440 -2.379 0.0174
CONCENTRACION -0.04160 0.37768 -0.110 0.912

e) Ensayo cometa

Los resultados del ensayo cometa mostraron dafo en el ADN de las células
espermaticas de P. reticulata. Estos valores estdan en correspondencia con los
resultados de vitalidad determinada en este trabajo, debido a que estos analisis se

relacionan, pues ambos son utiles para verificar la integridad de las estructuras

celulares.
Ensayo cometa control antes del Ensayo cometa control después del
periodo de exposicidon periodo de exposicion
a) d)
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Tabla 3. Algunas fotografias de los espermatozoides sometidos al ensayo cometa
del grupo control. a), b) y c). Las fotografias fueron tomadas a los espermatozoides
obtenidos en los 14 dias previos al experimento de exposicion al PFOA. d), e) y 1)
son fotografias tomadas a la prueba cometa posteriores a los dias de la exposicion.

Las imagenes de los espermatozoides del ensayo cometa en el grupo control
muestran como las células mantienen la integridad del ADN, y esta se pierde en el
grupo experimental después del tratamiento con PFOA (T-2). Este dafio en los
espermatozoides del grupo T-2 no es producto de las condiciones de mantenimiento

de los peces ni de los compuestos utilizados para la lisis.
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En el grupo control a pesar de observarse una turbidez se pueden apreciar las
células integras como pequeinas esferas brillantes, fragmentos de ADN que no
migraron ante la ausencia de fragmentacion (Tabla 3). En el grupo tratamiento en
cambio, se pueden observar resultados irregulares (Tabla 4), esto puede ser
producto de varios fendbmenos provocados por el PFOA, entre ellos la modificacion
de las cargas de sus moléculas blanco, asi como la acumulacion de moléculas de
PFOA en la membrana de los espermatozoides (Sabovi¢ et al., 2020; Xuejingping
Han et al., 2022)

Las imagenes se observan borrosas debido al grosor del gel, al aumento utilizado
en el microscopio de fluorescencia (40x) y al ruido visual producido por el colorante,

esto disminuye la nitidez de las fotografias y dificulta apreciar las células.

Ensayo cometa del grupo experimental | Ensayo cometa del grupo experimental
antes del periodo de exposicion después del periodo de exposicion

a) d)

b) e)
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Tabla 3. Algunas fotografias de los ensayos cometas del grupo experimental. a) b)
y ¢) Son fotografias tomadas a ensayos cometa previos a la exposicion de 14 dias,
d) e) y f) son fotografias tomadas a los ensayos posteriores al tratamiento. En la
imagen d) puede observarse lo que aparentan ser espermatoforos con las
membranas rotas, e) Espermatozoides con ADN fragmentado y descondensado,
formando un halo alrededor de las células, f) Espermatozoides con ADN
fragmentado y descondensado, se observa dario en la morfologia celular y hebras
de ADN que enturbian el campo visual.

Las imagenes de fluorescencia de las preparaciones de los espermatozoides del
grupo experimental después del tratamiento no permiten determinar el porcentaje
de células con dafio en el ADN debido a la turbidez de las muestras. En condiciones
normales, esto se realiza midiendo la cola y la extension del material genético

desplazado durante la electroforesis (cometa). Tomando en consideraciéon las
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caracteristicas fisicoquimicas del PFOA, el dafio no se expresa en la forma clasica
de cometa si no como la desintegracién de la estructura nucleosomal del ADN,
dejando al nucleo descondensado y fragmentado, como se puede observar en las

fotografias d, e y f de la Tabla 3.

Pruebas de comportamiento

Latencia.

Tras los 14 dias de exposicion de los machos adultos a 3mg/L de PFOA, no se
encontraron diferencias significativas respecto al inicio de los comportamientos
sexuales, los machos del grupo control y el grupo tratamiento inician a cortejar a la
hembra en tiempos similares (GLM, T = -1.672, P = 0.112., Figura 9).

Latencia.
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Figura 9. Periodo de latencia en el grupo control (C) y con tratamiento (T). Pese a
que se observa una diferencia entre las medias de los grupos, no existe una
diferencia significativa en el analisis estadistico.
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Tiempo cerca de la hembra

Tras los 14 dias de exposicion de los machos adultos a 3mg/L de PFOA se observo
una preferencia normal sobre las hembras grandes (GLM, T = 2.701, P = 0.0105)
sin que el tratamiento altere el tiempo o las preferencias de los machos, por tanto el
PFOA no modifica las preferencias de los machos sobre hembras grandes ni su

interés en sus despliegues de comportamientos en ambos tratamientos (Figura 10).

Tiempo cerca de la hembra
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Porcentaje del tiempo cerca de la hembra.
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Figura 10. Tiempo cerca de la hembra. Los machos expuestos (T) siguen mostrando
una preferencia sobre las hembras grandes al igual que los machos del grupo

control (C), aunque estan menos tiempo cerca de las hembras chicas.
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Frecuencia de cortejos: despliegue sigmoideo

La exposicion a PFOA podria modificar la preferencia de los machos sobre un
tamano u otro de las hembras al realizar los comportamientos de cortejo, pues los
machos del grupo tratamiento aparentan no tener una preferencia sobre las
hembras grandes esto se observa como una diferencia no significativa entre las
preferencias por tamano. (GLM, T =-0.963, P = 0.34270., Figura 11).

Frecuencia de despliegue sigmoideo.
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Figura 11. Frecuencia de cortejos. Se puede observar que la frecuencia total del
cortejo disminuyd en el grupo expuesto, aunque no es significativa se observa una
diferencia en las medidas, los machos del grupo tratamiento pareciera que no tienen
una preferencia marcada por el tamafio de la hembra, a diferencia de los machos
del grupo control, donde la diferencia entre ambas columnas es mas notoria.
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Intentos de cOpulas forzadas.

La determinacion de la variable de copulas forzadas se ve influenciada por el
tamano de la hembra como en los resultados previos (GLM, t = 2.585, P =
0.013933), ademas de que la exposicidon a PFOA tiene una influencia significativa
sobre la preferencia del macho a la hora de realizar las cépulas forzadas (GLM, =
2.066, P = 0.046063). La exposicion a PFOA tuvo un efecto sobre la preferencia del
macho, priorizando los intentos de cépula forzados con la hembra grande y
reduciendo el numero de intentos copula dirigidos hacia la hembra chica, ademas
de que se observa una reduccion total del numero de intentos de cépulas realizados
(Figura 12).

Frecuencia de intentos de copulas forzadas
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Figura 12. Frecuencia de los intentos de copulas forzadas. Se puede observar una
disminucion del nimero de intentos de copulas totales en el grupo expuesto a PFOA
(T), asi como una fuerte preferencia en ambos grupos por las hembras grandes. En
el grupo expuesto, se observa que disminuy6 drasticamente la frecuencia de
intentos de copula dirigidos a las hembras pequerias a diferencia del grupo control

(C).
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Balanceo del gonopodio.

Los machos de ambos tratamientos realizaron mas balanceos de gonopodio cerca
de las hembras grandes en comparacion con las hembras chicas (t = 2.482, P=
0.0178). La exposicion a PFOA no tuvo efecto sobre la cantidad de balanceos
realizados (GLM, T = 0.788, P = 0.4361, Figura 13).

Frecuencia de balanceo del gonopodio
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Figura 13. Frecuencia del balanceo del gonopodio. Los machos del grupo expuesto
a PFOA (T) mostraron una frecuencia de balanceo de gonopodio similar al grupo
control (C).

Tabla 2.2 Resumen de los resultados del analisis de los resultados de las pruebas
de comportamiento por medio de GLMs en R.

VARIABLE ESTIMADO ERROR T P
LATENCIA -81.70 48.86 -1.672 0.112
TIEMPO CERCA 0.07946 0.1018 0.784 0.4383
DESPLIEGUE SIGMOIDEO -0.2367 0.2457  -0.963 0.34270
COPULAS FORZADAS 0.33615 0.1629 2.066  0.046063
BALANCEO 0.11953 0.1518 0.788 0.4361
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Tactica reproductiva.

Tactica de apareamiento utilizada: proporcion de cortejo

La frecuencia de cortejo no mostré verse afectada de forma significativa por la
exposicion a PFOA, los machos tratados y los machos control cortejaron con la
misma frecuencia (GLM, Z = 0.12 P = 0.904, Figura 2.13).
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Figura 2.13. Proporcion de cortejos con respecto al total de cortejos y copulas
forzadas registrados de los machos del grupo control (C; verde) y del grupo
expuesto a PFOA (T: rojo). En la grafica se puede observar que los machos
expuestos al PFOA realizan dicho comportamiento con menor frecuencia, aunque
no existe una diferencia significativa entre ambos.

Tabla 2.3 Resumen de los resultados del analisis de los resultados de las
frecuencias de esfuerzo reproductivo por medio de GLMs en R.

VARIABLE ESTIMADO ERROR T P
I. COPULA FORZADA -0.33314 0.09990 -3.335 0.000854
CORTEJO 0.01449 0.12039 0.12 0.904
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Discusion.

Los resultados obtenidos en este estudio aportan evidencia sobre los efectos del
PFOA en la calidad espermatica y el comportamiento sexual de Poecilia reticulata,
permitiendo evaluar el impacto de este contaminante como posible disruptor
endocrino en organismos acuaticos. La magnitud del dafio en las células
espermaticas de los machos guppies encontrado en esta investigacion es coherente
con estudios previos realizados en otros modelos animales y humanos (Raymer et
al., 2011; Crawford et al., 2017; Wang et al., 2021). Esto refuerza la hipotesis
planteada para la dosis establecida, pues el PFOA disminuyo los parametros de
calidad espermatica, incluyendo un potencial dafio a la estructura del ADN, ademas
de verse reducida la frecuencia de los comportamientos en los peces del grupo

tratamiento.

En el caso de los peces guppy, la calidad espermatica esta estrechamente
relacionada con su potencial reproductivo, ya que el numero, la velocidad y calidad
de los espermatozoides han sido demostrados como factores determinantes que

influyen en su capacidad para procrear (Boschetto et al., 2011).

La disminucion de la movilidad y la vitalidad espermatica observada en el grupo
expuesto tras el periodo de exposicion sugiere que el PFOA puede causar efectos
adversos en los organismos. Probablemente, este dafio sea multinivel vy
multisistémico en los individuos expuestos. A nivel celular, los resultados de calidad
espermatica sugieren cambios en la polaridad de las membranas, lo que se
reflejaria en una movilidad disminuida (Sabovi¢ et al., 2020). La movilidad
espermatica depende del funcionamiento de una compleja maquinaria celular
conocida como axonema, una estructura que otorga movimiento al flagelo y permite
al espermatozoide trasladarse hacia el évulo para fecundarlo (Cosson, 2012, 2019).
Los procesos moleculares necesarios para generar este movimiento estan
mediados por las mitocondrias presentes en la pieza media de los espermatozoides
(Cosson, 2012, 2019).

Diversos estudios han senalado a las mitocondrias como organelos blanco del

PFOA en modelos animales (Panaretakis et al., 2001; Kawamoto, 2010; Hagenaars
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et al., 2013). Las mitocondrias actuan como reservorios de especies reactivas de
oxigeno (ROS), que, en concentraciones minimas, son esenciales para los procesos
de fecundacién, reconocimiento y maduracién de los espermatozoides (Agarwal &
Saleh, 2002; Agarwal & Allamaneni, 2004). Se ha reportado que el PFOA puede
causar la ruptura de la membrana mitocondrial, liberando ROS y generando estrés
oxidativo en las células espermaticas. Es probable que el PFOA dafie las estructuras
necesarias para la movilidad celular, lo que pudiera explicar los resultados
observados y es consistente con estudios en otros modelos animales y de peces
(Gabrielsen & Tanrikut, 2016; Sabovi¢ et al., 2020; Gasparini et al., 2024).

La vitalidad, por su parte, es una variable que refleja la integridad de la membrana
espermatica y, en este estudio, debido a la naturaleza del contaminante analizado,
se relaciona directamente con los resultados obtenidos en los ensayos cometa. En
la linea con lo planteado anteriormente, el PFOA puede inducir cambios en la
polaridad de la membrana, asi como favorecer la aparicion de poros debido a su
afinidad por los acidos grasos (Jones et al., 2003). Este fendmeno no sélo afecta a
la membrana plasmatica, sino también las membranas de organelos celulares,
como las mitocondrias y el nucleo celular (Panaretakis et al., 2001; Oseguera-Lopez
et al., 2020).

Las variables relacionadas con la concentracion espermatica (numero de paquetes
y concentracion espermaticos) mostraron resultados opuestos. Mientras que la
produccion de paquetes disminuyd, la concentracion de espermatozoides aumento.
Esto tiene sentido si consideramos que ambas variables estan reguladas por
mecanismos diferentes. La maduraciéon y mantenimiento de los espermatozoides
estan reguladas por las células de Sertoli, mientras que el inicio de la
espermatogénesis y la produccion de testosterona son mediados por las células de
Leydig (Uribe et al., 2010; Cosson, 2019).

La exposicion al PFOA y otros CPFs en otros modelos animales ha demostrado
causar inflamacion en las células de Sertoli (Qiu et al., 2013; Gao et al., 2017; Wan
et al., 2020) las cuales mantienen una interaccién constante con el eje hipotalamico-

hipofisiario-gonadal (HPG). Este eje regula las funciones gonadales y responde a
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los cambios en el organismo. La inflamacion inducida por el PFOA en las células de
Sertoli representa una senal para el eje HPG de que existe una alteracion en el
organismo. En respuesta, el eje aumenta la concentracion de la hormona
foliculoestimulante (FSH), cuya relacion dosis-dependiente con el contaminante ha
sido demostrada en estudios en humanos (Lopez-Espinosa et al., 2016; Harlow
et al., 2021). Esto podria explicar por qué, a pesar de que la produccion de paquetes

disminuye, estos contienen un mayor numero de espermatozoides.

Este fendbmeno sugiere un mecanismo de retroalimentacién positiva en el que, a
mayor concentracion de PFOA en el organismo, el eje HPG incrementa la
concentracion de FSH. Paralelamente, las células de Leydig ven afectada su
capacidad para producir testosterona, un blanco directo de los CPFs (Biegel et al.,
1995; Zhao et al., 2014; Z. Li et al., 2021). Este contaminante altera la estructura de
la testosterona, disminuye su accion y silencia su expresion, lo que resulta en una
relacion negativa entre la concentracion de PFOA y los niveles de testosterona
(Joensen et al., 2013; Zhao et al., 2014). En los guppies, esta compensacion del eje
HPG podria estar orientada a incrementar la produccion de espermatozoides,
aunque no logre mantener la cantidad adecuada de testosterona para preservar su

calidad.

Como ocurre con otros factores que inducen dano en las células espermaticas, el
estrés oxidativo derivado del aumento de la concentracidn intracelular de especies
reactivas de oxigeno (ROS) se identifica con frecuencia como el principal
responsable de dicho dafio (Cooke et al., 2003; Yao & Zhong, 2005; Cocuzza et al.,
2007). Esto se debe a la naturaleza hiper oxidativa de las ROS, compuestos
capaces de causar fragmentacion del ADN. Yao & Zhong (2005) demostraron que
la exposicion al PFOA incrementa concentracion de ROS intracelular. Sin embargo,
se ha determinado que este no es el unico mecanismo que explica los resultados
observados. Kawamoto (2010) evalu6 el dafio causado por el PFOA en el ADN de
Paramecium caudatum mediante ensayos cometa, confirmando su caracter

genotoxico.
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Figura 3.1 Esquema de los diferentes tipos de dario identificados como criterios para
evaluar el dario oxidativo producto del aumento de la concentracion de especies
reactivas de oxigeno en los espermatozoides de peces. Tomado de Cabrita et al.
2014

Para discernir si los cometas observados eran resultado del estrés oxidativo o de la
accion directa del PFOA, Kawamoto (2010) empleé glutation (GSH) como inhibidor
de la liberacién de ROS. EI GSH evita la liberacion de ROS desde las mitocondrias
al aumentar su concentracién intracelular, reduciendo asi el dafio oxidativo
(Kawamoto, 2010). Aunque bajo estas condiciones se observo una disminucion en
el porcentaje de fragmentaciéon del ADN, incluso en los grupos controles positivos,
el dafo no desaparecio por completo (Kawamoto, 2010). Esto sugiere que el PFOA
es capaz de danar el ADN directamente, sin necesidad de inducir daio por medio

de otros mecanismos de estrés celular.

Los resultados del ensayo cometa, que sugieren fragmentacion del ADN

espermatico tras la exposicion al PFOA, coinciden con hallazgos previos en lineas
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celulares HEPG2 y MCF7, asi como en espermatozoides de ratas (Yao & Zhong,
2005; Liu & lIrudayaraj, 2020; Xuejingping Han et al., 2022) y cerdo (Oseguera-Lépez
et al., 2020), ademas de Paramecium caudatum (Kawamoto, 2010). Estos estudios
han demostrado que el PFOA altera la estructura del ADN al dafar la
heterocromatina H3K9me3, afectando su compactacién y generando inestabilidad

en la cromatina.

Como molécula anfipatica, el PFOA también altera las cargas eléctricas de sus
moléculas blanco (Kissa, 1994). Esto podria explicar por qué los ensayos cometa
obtenidos no presentan un desplazamiento adecuado. La modificacion de las
histonas afecta la transmisién de la carga eléctrica a través de la estructura, lo que
impide un desplazamiento normal (Ribas-Maynou et al., 2014), ademas de que la
lisis celular podria liberar moléculas de PFOA asociadas a la membrana (Sabovi¢ et
al., 2020). Sin embargo, se observo ruido visual denominado como “nubes de
descondensacion”, que podrian corresponder a fragmentos diminutos de ADN
quimicamente modificados que no se desplazaron debido a dafos previos a la lisis

celular en la primera etapa del ensayo cometa (Ribas-Maynou et al., 2014).

Otro efecto adverso es la capacidad del PFOA para alterar la expresion genética
(Du et al., 2013; Liu & Irudayaraj, 2020; Xuejingping Han et al., 2022; Gasparini
et al.,, 2024). Este compuesto con propiedades anti androgénicas ha mostrado
disminuir la expresion de genes relacionados con la diferenciacion sexual, la
respuesta inmune y la produccion de gametos (National Toxicology Program (NTP),
2016; Gasparini et al., 2024). Lo anterior ocurre mediante la desmetilacion del ADN,
un mecanismo que también explica los procesos de estrogenizacion que sufren los
modelos animales expuestos al contaminante, pues se ve comprometida la
expresion de genes relacionados a las hormonas sexuales como la aromatasa
(White et al., 2011; Chen et al., 2016). Este fendmeno ha sido descrito como criterio

de evaluacién toxicolégica en guppies (B. Georgescu & C. Georgescu, 2012).

Las pruebas de comportamiento complementaron el analisis de calidad espermatica
al permitir evaluar como la exposicion a PFOA puede alterar los comportamientos

del pez guppy debido a su potencial como antiandrégeno y neurotéxico (Slotkin
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et al., 2008; Kawamoto, 2010; White et al., 2011; Du et al., 2013). Los efectos sobre
el comportamiento sexual del guppy han sido propuestos como bioindicadores para
evaluar la influencia de quimicos disruptores endocrinos, debido a la sensibilidad
que presentan los machos frente a antagonistas de la testosterona (Bayley et al.,
1999; B. Georgescu & C. Georgescu, 2012).

Los comportamientos de cortejo del pez guppy, ampliamente estudiados, estan
relacionados con las variables de calidad espermatica, las cuales se comunican a
las hembras a través de sus ornamentos (Kodric-Brown, 1985; Houde, 1997;
Matthews et al., 1997). Las hembras muestran una preferencia por machos grandes
con coloraciones extendidas e intensas en lugar de machos pequefios con
coloraciones desvanecidas (Ohlyan, 2012). Si la testosterona disminuye por
ejemplo producto de la exposicidén a disruptores endocrinos, los machos pueden
reducir el numero de comportamientos que realizan (Bertram et al., 2015). Si los
parametros de calidad espermatica varian y esto no se refleja en un cambio de
coloracién, los machos no estan comunicando su aptitud por medio de sefales
adecuadamente, lo que puede explicar la reduccion de los comportamientos
(Shenoy & Crowley, 2011; McNair et al., 2014;)

Se sabe que la exposicion a contaminantes antiandrégenos altera la expresion de
la aromatasa en el cerebro (Volkova et al., 2012; Tian et al., 2015), un fenébmeno
que el PFOA es capaz de inducir al aumentar la expresion de esta enzima. La
aromatasa ha sido propuesta como un biomarcador de disrupcién endocrina
(Hallgren & Olsén, 2010; Kang et al., 2016). Al incrementarse la actividad de la
aromatasa, aumenta la sintesis de estrogenos (EE2) lo que se refleja en altos
niveles de 17B-estradiol, la principal hormona sexual femenina (Hallgren & Olsén,
2010; Miranda et al., 2020). Este aumento hormonal se ha asociado con una
disminucién en los comportamientos de despliegue sigmoideo y con el
desvanecimiento de la coloracién naranja en los machos de pez guppy (Bayley et
al., 1999)

Considerando los resultados obtenidos, seria pertinente incluir en futuras

investigaciones toxicolégicas con PFOA y otros CPF el andlisis de la extension de
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las manchas en el pez guppy. Esto permitiria evaluar el rol de dichos contaminantes
en la comunicacion de las variables de calidad espermatica. Incluso, si no se
observa un cambio evidente en la coloracion, estas variables disminuyen con la
exposicion, lo que implicaria que los machos no estarian comunicando su aptitud

como pareja de manera adecuada (Shenoy, 2012; McNair et al., 2014).

Estas alteraciones pueden llevar a poblaciones de peces guppies a una reduccion,
ya que fomentan la aparicibn de comportamientos altamente selectivos en las
hembras. Estas ultimas discriminarian contra machos que, debido a la exposicion la
exposicion a un antiandrégeno como el PFOA, presentarian sefales mas débiles
para comunicar su aptitud reproductiva (Shenoy & Crowley, 2011; Vergara et al.,
2012).

El uso de modelos para investigar los efectos de los CPFs sobre la salud es una
practica comun en toxicologia que ha permitido establecer legislaciones adecuadas
para limitar presencia de estos compuestos en el medio ambiente y reducir los
riesgos asociados a su contaminacion. Durante el caso DuPont, la busqueda de
informacion respecto a los efectos del PFOA en la salud humana fue crucial (Bilott,
2019). Aunque los resultados obtenidos en modelos animales no siempre son
extrapolables entre especies, contar con organismos cuyos procesos metabdlicos y
genéticos sean bien conocidos permite evaluar los riesgos de forma mas eficiente
que los estudios con modelos humanos. Los ciclos de vida mas cortos, y las
condiciones controladas de estos modelos facilitan la obtencidon de datos confiables,
adecuados para las autoridades ambientales, y establecen una relacion clara entre

la exposicién a contaminantes y los efectos negativos sobre la salud.

EL PFOA es un compuesto quimico en proceso de retirada del mercado. A pesar de
los esfuerzos de la Unién europea, la EPA y los gobiernos, su manejo aun enfrenta
retos politicos y legales, agravados por la falta de interés de algunas empresas en
invertir en alternativas mas seguras. Esto se suma a la limitada investigacion sobre
este tema en regiones como Latinoamérica, donde los estudios son escasos.
Ademas, otras moléculas de la familia de los compuestos perfluorados como los

CPFs de ultima generacion han demostrado tener efectos negativos sobre la salud,
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aunque no siempre similares a PFOA o el PFOS. Estas nuevas moléculas, con
estructuras quimicas similares, pero cadenas mas cortas, suelen ser aun mas
toxicas y se utilizan como reemplazos en aplicaciones industriales donde se

consideran indispensables.

La relevancia del pez guppy como modelo de evaluacion toxicoldgica radica en su
capacidad para generar protocolos que aporten informacion valiosa y evidencia
cientifica. Esto es fundamental para impulsar regulaciones mas estrictas y
penalizaciones adecuadas por el uso irresponsable de los CPFs. Los esfuerzos por
mitigar el dafio y prohibir por completo estos compuestos en procesos industriales
siguen siendo un objetivo prioritario, aunque las acciones definitivas que aseguren

que no lleguen al consumidor aun estan en desarrollo por parte de las autoridades.

Conclusién

Los compuestos perfluorados de cadena larga como el PFOA, se encuentran en el
proceso de ser retirados del mercado debido a sus efectos nocivos en la salud y el
medio ambiente. Sin embargo, a pesar de los esfuerzos de regulacion por parte de
autoridades internacionales, en paises sin normativas ambientales especificas,
como Meéxico, estos compuestos aun pueden estar presentes en productos de
consumo. Esta situacion socava los intentos globales de reducir su presencia en los

ecosistemas y mitigar sus efectos adversos.

Los resultados de este trabajo confirman que la exposicion al PFOA afecta
significativamente los parametros de calidad espermatica en Poecilia reticulata
causa alteraciones en la estructura del ADN. Esto refuerza la evidencia sobre la
toxicidad del PFOA en organismos acuaticos y el riesgo que representa para los

ecosistemas que habitan.

Asimismo, las variaciones sutiles en el comportamiento sugieren que el PFOA
podria comprometer las dinamicas reproductivas de poblaciones silvestres de peces
y otros organismos, afectando su viabilidad a largo plazo.

Este estudio aporta evidencia sobre el impacto del PFOA en la calidad espermatica

y el comportamiento reproductivo de los peces guppy, lo que refuerza la necesidad
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de continuar con la investigacion respecto de los efectos de estos contaminantes
sobre los ecosistemas locales. Destaca la importancia de generar datos
ecolégicamente relevantes que respalden futuras iniciativas de regulacién en el

pais.

Los contaminantes emergentes siguen siendo una amenaza ecoldgica en constante
evolucion, es crucial mantener una vigilancia activa sobre su presencia y efectos en
el medio ambiente. La actualizacion periddica de informacién cientifica y su
integracion en politicas publicas permitira avanzar hacia una regulacion eficiente de
estos compuestos en México, alineandose con estandares internacionales y

contribuyendo a la proteccion de la biodiversidad y la salud humana.
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Divulgacion de resultados.

En México existe poco interés en investigar y divulgar sobre los CPFs, con el
objetivo de realizar dicha labor, participe en diversos eventos de comunicacion de
la ciencia organizados por la Facultad de Ciencias Biologicas de la BUAP, también
escribi un articulo de divulgacién sobre contaminantes en los empaques
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