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RESUMEN

Tépicos para la alopecia androgénica son comunmente utilizados para tratamientos
estéticos, donde los residuos de estos mismos son vertidos por desaguies sin ningun
tipo de tratamiento previo, sin considerar los efectos adversos que esto pueda
generar sobre el ambiente marino y terrestre al acumularse en fuentes hidricas,
hogar de muchas especies de plantas y animales. El objetivo de este trabajo fue
evaluar los efectos de tres topicos diferentes para alopecia androgénica que
contienen minoxidil, sobre el modelo bioldgico de Caenorhabditis elegans. Para ello
se expusieron los nematodos C. elegans a diferentes concentraciones con los
tépicos (0,01; 0,1; 1; y 10 ppm) y se evaluaron los puntos finales de mortalidad,
crecimiento, reproduccion, acumulacion lipidica y genes relacionados con estrés
oxidativo y shock térmico (sod-4, gpx-4, gpx-6, hsp-3). Los resultados mostraron
mayores efectos adversos en las concentraciones mas altas (1 y 10 ppm), al causar
los porcentajes mas altos de mortalidad y reduccion de la longitud corporal,
principalmente en aquellos gusanos expuestos al topico 3. El estrés oxidativo fue
mas evidente en los tdpicos que presentaron menos aditivos, mostrando
sobreexpresion principalmente en los genes sod-4 y gpx-6. Ademas, la acumulacion
lipidica fue notoria principalmente en las concentraciones 0,01 y 0,1 ppm. Sin
embargo, en todos los tratamientos se observd acumulacion lipidica. Lo anterior
indica que los tdpicos para alopecia androgénica con presencia de minoxidil afectan
la vitalidad del nematodo alterando funciones como el crecimiento y el metabolismo
de lipidos, ademas actian con agentes estresores al causar sobre expresion de
genes reguladores de estrés oxidativo. La descarga de estos topicos al ambiente
puede generar un impacto negativo sobre los ecosistemas al afectar la vitalidad de

seres vivos como C. elegans.

Palabras Clave: Alopecia androgénica, estrés oxidativo, acumulacion lipidica,
minoxidil, Caenorhabditis elegans

ABSTRACT
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Topical for androgenic alopecia, they are commonly used for aesthetic treatments,
where the residues of these are poured down drains without any prior treatment,
without considering the adverse effects that this may generate on the marine and
terrestrial environment when accumulating in water sources, home to many species
of plants and animals. The objective of this work was to evaluate the effects of three
different topics for androgenic alopecia containing minoxidil, on the biological model
of Caenorhabditis elegans. For this, the C. elegans nematodes were exposed to
different concentrations with the topics (0.01, 0.1, 1, and 10 ppm) and the end points
of mortality, growth, reproduction, lipid accumulation and genes related to stress
were evaluated oxidative and thermal shock (sod-4, gpx-4, gpx-6, hsp-3). The results
showed greater adverse effects in the highest concentrations (1 and 10 ppm), by
causing the highest percentages of mortality and reduction in body length, mainly in
those worms exposed to topic 3. Oxidative stress was more evident in the topics that
presented less additives, showing overexpression mainly in the sod-4 and gpx-6
genes. Furthermore, lipid accumulation was noticeable mainly at concentrations
0.01 and 0.1 ppm. However, lipid accumulation was observed in all treatments. This
indicates that the topics for androgenic alopecia with the presence of minoxidil affect
the vitality of the nematode, altering functions such as growth and lipid metabolism,
and also act with stressors by causing over-expression of genes that regulate
oxidative stress. The discharge of these topics into the environment can have a

negative impact on ecosystems by affecting the life of living things like C. elegans

1. MARCO TEORICO

1.1. ANTECEDENTES
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El minoxidil es una molécula introducida por primera vez como un medicamento
antihipertensivo, posteriormente, dado su efecto adverso denominado la
hipertricosis, encamino su uso como formulacién tépica para el crecimiento del
cabello, en especial como tratamiento de la alopecia androgénica y otros
tratamientos fuera de etiqueta para otras afecciones de pérdida de cabello

(Messenger y Rundegren, 2004).

Sus efectos biolégicos han sido estudiados por varios autores, entre los que
destacan: la hipertricosis, el aumento del intervalo anageno en humanos,
especificamente la prolongacion de la fase anagena en la papila dérmica, al inducir
la actividad de B-catenina y estimular la proliferacion y diferenciacion folicular
(Messenger y Rundegren, 2004). Otros estudios realizados por histologia, reportan
un aumento en el tamafo del foliculo y el porcentaje de foliculo anageno (Abell,
1988). Por otra parte, estudios de velocimetria laser Doppler indicaron que el

minoxidil puede tener efectos vasculares.

Estudios de microscopia electrénica con minoxidil al 4% mostraron un aumento de
la fenestracién en la pared capilar folicular alrededor de los bulbos anagenos y que
el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) en células de la papila dérmica
(DP) regula la vascularizacion perifolicular, ya que aumenta notablemente durante
la fase anagena y disminuye durante el catageno y fases teldgenas (Lachgar et al.,
1998; Yano, Brown y Detmar, 2001).

Por otra parte, el minoxidil también ha sido implicado en el aumento de la expresion
de ARNm de VEGF de una manera dependiente de la dosis, donde la expresion de
ARNmM de VEGF aumento seis veces con la aplicacion de minoxidil (Yum et al.,
2018).

Estudios realizados por Michelet y colaboradores también mostraron el efecto del
minoxidil sobre la produccién de prostaglandina E2 al activar el endoperoxido
sintetasa 123 de protaglandina, y mejora la expresion del receptor de prostaglandina

E2, el gen diana con mayor regulacion en la via de p-catenina de las células DP, de
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este modo permite que los foliculos capilares crezcan continuamente y mantiene la
fase anagena (Kvedar, Baden y Levine, 1988; Michelet et al., 1997; Shin et al.,
2010)

Los ensayos clinicos en pacientes con alopecia androgénica tratados con minoxidil
al 2% o al 5% mostraron un aumento notable en el crecimiento del cabello y una
disminucién en la pérdida de cabello, y se evidenciaron resultados superiores con

la formulacién del 5% (Price, Menefee y Strauss, 1999; Olsen et al., 2002).

Ha sido informado, ademas, que la solucion tépica de minoxidil al 2% aumenta el
diametro, la rigidez y el flujo arterial al pene. Como resultado, se ha sugerido como
un posible tratamiento para la disfuncion eréctil. Un total de 21 pacientes recibieron
minoxidil al 2% para el tratamiento de la disfuncién eréctil con instrucciones de
aplicar 1 cc de la solucion lentamente sobre el glande del pene 20 minutos antes
del coito. La edad promedio del paciente fue de 52.5 afios (rango de 29 a 65 afios).
La etiologia de la impotencia fue neurogénica en 8 pacientes, vascular en 7,
psicoégena en 4 y otras causas en 2. Dos pacientes también tenian evidencia clinica
de incompetencia venosa y 4 eran diabéticos. Un paciente con impotencia
psicdgena noté una mejoria en la duraciéon de la ereccién, pero no aumenté la
rigidez o el tamafio después de la aplicacion de minoxidil. Un paciente con
impotencia después de la escision de la placa de Peyronie informé una ereccion
rigida adecuada para el coito después de usar minoxidil. Posteriormente, este
paciente logré erecciones sin usar minoxidil. Los 19 pacientes restantes no
mejoraron la rigidez eréctil o la capacidad de obtener o mantener una ereccion. Un
paciente notd algo de ardor leve en el pene del glande después de aplicar el
minoxidil. No se observaron otros efectos secundarios en ningun paciente. Estos
resultados indican que la solucion topica de minoxidil al 2% no es efectiva cuando
se aplica al pene en el tratamiento de la disfuncion eréctil. Es posible que una

concentracion mas alta, un medio de suministro diferente 0o una composicion
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quimica diferente pueda producir mejores resultados (Radomski, Herschorn y

Rangaswamy, 1994).

Por otra parte, muy poco se sabe acerca de los efectos adversos que estas terapias
pueden ocasionar a nivel sistémico en los individuos que se someten a esta
variedad de tratamientos. Entre los efectos adversos publicados estan aquellos
efectos secundarios después de la aplicacion, el mas comun es la dermatitis de
contacto irritante con los sintomas de picazon y descamacion, dermatitis alérgica
debida probablemente a los vehiculos que lo acompafian (Messenger y Rundegren,
2004). Una revision reciente indica que los beneficios de la medicacién oral no son
suficientes para justificar la exposicion al riesgo de posibles efectos secundarios

(Suchonwanit, Thammarucha y Leerunyakul, 2019).

A pesar de su aceptacion mundial durante mas de 30 afios, el mecanismo
subyacente de los efectos del minoxidil que promueven el crecimiento del cabello y
otros efectos aun no se ha aclarado por completo. Es importante la busqueda de su
accion farmacoldgica, el mecanismo de accién, la eficacia clinica y los eventos
adversos del minoxidil tépico entre otros (Suchonwanit, Thammarucha vy
Leerunyakul, 2019).

1.2. GENERALIDADES

1.2.1. Tratamientos para la alopecia androgénica

La alopecia es una afeccion dermatolégica con opciones terapéuticas limitadas. La
FDA solo aprobé dos medicamentos, el finasteride y el minoxidil, para el tratamiento
de la alopecia. Sin embargo, se sabe poco sobre las diferencias en los efectos
adversos entre estos dos medicamentos. Segun los informes clinicos presentados

al Sistema de notificacion de eventos adversos de la FDA (FAERS) de 2004 a 2014,
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para las mujeres y los hombres, se descubrié que el finasteride estd mas asociado
con la toxicidad para la reproduccion en comparacion con el minoxidil. A pesar de
que la alopecia masculina, el finasteride es mas significativa en la disfuncion sexual,
dafios al feto y trastorno dentro del Utero, altera vias relacionadas con la
sefalizacion de hormonas sexuales y la maduracion de los ovocitos. Estos
hallazgos podrian proporcionar pistas para la investigacion toxicologica posterior.
Algunos de estos efectos adversos aun no se han advertido en la etiqueta del
medicamento aprobado por la FDA. Esta informaciéon puede ayudar a mejorar el
régimen de tratamiento de la alopecia y la regulacion posterior a la comercializacion

de los productos farmacéuticos (Wu, Yu y Li, 2016).

En la literatura ha sido reportado varios efectos adversos alrededor del minoxidil en
pacientes masculinos que presentan anorexia e hipertension. Los efectos
secundarios asociados con finasterida oral (FT) (1 mg/ d) y tépico 5% minoxidil (M5)
se han descrito previamente. Los autores evaluaron los efectos adversos a largo
plazo y las causas de retirada del tratamiento a largo plazo en pacientes con
alopecia androgénica (AGA) tratados con M5 + FT versus M5 sin FT. Un total de
130 pacientes con AGA con un minimo de 2 afios de seguimiento se ofrecieron
como voluntarios para completar un cuestionario sobre los efectos secundarios. Las

respuestas de los pacientes se clasificaron como "nunca”, "raramente”, "a veces",
"a menudo" y "todo el tiempo". Se considerd un efecto adverso en presencia de una
respuesta "a menudo" o "todo el tiempo". Un total de 100 pacientes recibieron M5 +
FT combinado y se compararon con 30 pacientes que recibieron M5 de terapia Unica
de acuerdo con los criterios clinicos del médico. La disfuncién eréctil (3%), la
disminucion de la libido (4%) y la reduccion de la eyaculacion (7%) estaban
presentes en pacientes que tomaban M5 + FT, pero estaban ausentes en pacientes

gque tomaban M5. Solo 1 de 100 pacientes que tomaron M5 + FT abandonaron el
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tratamiento a largo plazo debido a los efectos adversos sexuales (disminucion de la
libido). Las principales causas de retirada de la terapia en el grupo FT fueron la falta
de resultados positivos en el 11% y los efectos secundarios del grupo M5 en el 4%
(p <0,02). El aumento del vello corporal fue diferente entre los grupos: con 6.6% en
el grupo M5y 4% en el grupo M5 + FT (P <.03). FT demuestra razones sin relacién
sexual como la principal causa de abstinencia del tratamiento en pacientes con AGA

tratados a largo plazo (Perez-Mora, Velasco y Bermudez, 2015).

1.2.2. Minoxidil

Minoxidil (2,4-diamino-6- (piperidin-1'-il) pirimidina N (3) -6xido; CASRN 38304-91-
5), es una molécula bioactiva con varios grupos nitrosables ampliamente utilizado

como un antihipertensivo y antialopecia agente (Gonzalez-Jiménez et al., 2011).

Desde el punto de vista farmacologico, el minoxidil oral es metabolizado a través
del higado mediante conjugacién con &cido glucoroénico. Este es excretado a través
de los rifones de 3 a 4 horas después de la administracion, pero la propiedad de
vasodilatacion puede persistir hasta 72 horas (Campese, 1981).

Entre los efectos adversos graves mas relevante se incluyen la retencion de sodio
y liquidos lo cual un aumento del peso corporal y, en casos graves, puede producir
insuficiencia cardiaca congestiva. Por otra parte, ha sido asociado a hipertension
pulmonar y el alto gasto cardiaco del minoxidil, se relaciona con dolor de cabeza
pulsatil ocasional, picazén en los 0jos, erupciones cutdneas como erupciones
ampollosas y polimenorrea (Earhart etal., 1977; Lowenthal y Affrime, 1980).
También puede causar enfermedad cardiaca isquémica, que podria deberse a una
mayor demanda de oxigeno como frecuencia cardiaca y salida cardiaca aumentada
(Gogtay y Panda, 2009).

1.2.3. Estudios Toxicolbgicos
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Durante mucho tiempo, el hombre ha tratado con enfermedades e incapacidades
como la esterilidad, osteoporosis, envejecimiento e impotencia sexual que afectan
su desarrollo sociocultural. Una de sus preocupaciones mas importantes es los
ultimos reportes que asocian en un 50% de los casos de esterilidad atribuidos al
hombre, expuesto frecuentemente a contaminantes y toxicos que promueven su

esterilidad e impotencia sexual (Manfo, Nantia y Mathur, 2015).

Varios estudios han puesto su interés en determinar las causas biol6gicas del
envejecimiento, asi como los factores externos que también influyen en el
aceleramiento de este, ya que representa el principal factor de riesgo para muchas

enfermedades cronicas no trasmisibles (Gao et al., 2018).

Se han encaminado muchos de los trabajos cientificos y académicos a conocer la
biologia y dar solucion a la esterilidad, impotencia sexual, envejecimiento y
enfermedades crénicas no transmisibles; por ello se ha acudido a modelos
animales, los cuales le permiten verificar la eficacia o invalidez de un producto antes
de ser aplicado en humanos (Gao et al., 2018). En modelos animales que utilizan
los roedores, tales como raton, estos estudios suelen ser costosos, dado el
mantenimiento, principalmente, y porque su ciclo de vida puede durar hasta dos
afnos. Por ello se hace necesario el uso de modelos animales con ciclos de vidas
menos complejos que permitan obtener resultados en el menor tiempo posible

(Tejeda et al., 2015).

El minoxidil es un medicamento comudn util en problemas relacionados con la
pérdida de cabello, y proporciona beneficios a pacientes con trastornos del cabello.
Sin embargo, hasta la fecha, la FDA lo ha aprobado solo para la alopecia
androgenica; pero su uso por fuera de etiqueta para tratar varios trastornos del

cabello, asi como para aumentar el crecimiento del vello corporal. Aunque el
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minoxidil tépico se considera una opcion de tratamiento efectiva y segura para
varios trastornos del cabello, se necesitan datos adicionales basados en evidencia
para algunas aplicaciones y el dafo que el ocasiona al ambiente y a los medios

acuaticos donde es vertido por parte de los usuarios.

1.2.4. Principales caracteristicas de Caenorhabditis elegans (C.
elegans)

El gusano nematodo de vida libre Caenorhabditis elegans, coloniza habitats ricos
en microorganismo como suelos con abundante materia vegetal en
descomposicion, siendo su principal fuente alimenticia las bacterias. Se encuentra
distribuido por todo el mundo, predominantemente en areas templadas humedas
(Dirksen et al., 2016). En 1965 fue propuesto como organismo modelo por Sydney
Brenner y se ha relacionado con descubrimientos biologicos en las dltimas dos
décadas (Andersen etal.,, 2012). Entre los afios 1970 y 1980, con ayuda de
microscopia electronica se logrd caracterizar la linea celular completa de este
nematodo, desde el huevo fecundado hasta el adulto (Sulston etal.,, 1983),
finalmente la reconstruccién del sistema nervioso de C. elegans y los datos
genéticos y gendmicos han consolidado a este organismo como una herramienta
eficaz para el descubrimiento y caracterizacién funcional de genes eucariotas
(Tejeda et al., 2015).

El cuerpo de un adulto de C. elegans tiene forma de cilindro no segmentado que se
estrecha en los extremos con un plan corporal compuesto por un tubo externo, un
espacio pseudocelmico y un tubo interno. Mide aproximadamente un 1mm de
longitud y es transparente lo que permite la visualizacion de todos los tipos de
células en sus distintas etapas de desarrollo (Altun y Hall, 2012).
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El nicleo de cada célula de C. elegans contiene 5 pares de cromosomas
autosémicos y un par sexual. La mayoria de los individuos son hermafroditas con
cromosomas sexuales XX y poseen dos ovarios, un oviducto, una cavidad para
almacenar esperma, llamada espermateca y un utero, estos hermafroditas se
reproducen por autofecundacion y no pueden fertilizar a otros hermafroditas. Por
otra parte, los machos, con cromosomas sexuales XO, surgen con baja frecuencia
(0,3 %) y tienen la capacidad de fertilizar a hermafroditas, este cruce aumenta la
frecuencia en la que aparecen los machos en la poblacion a 50%. La auto-
fertilizacion de la hermafrodita garantiza una progenie genéticamente idéntica,
mientras que el apareamiento masculino facilita el aislamiento y el mantenimiento

de cepas mutantes (Corsi, Wightman y Chalfie, 2015).

A pesar de su tamafio pequefio C. elegans cuenta con érganos y sistemas bien
definidos, tales como los sistemas epitelial, nervioso, excretor muscular, alimenticio
y reproductivo. El sistema nervioso es el mas complejo compuesto por 302 células
organizadas y distribuidas en ganglios, principalmente en la cabezay la cola. Estos
organos y sistemas le permiten contar con un amplio repertorio de comportamientos
qgue incluye locomocion, alimentacion, defecacién, puesta de huevos, respuestas
sensoriales al tacto, olfato, gusto y temperatura; también presenta algunos
comportamientos complejos como apareamiento, comportamiento social,

aprendizaje y memoria (Dirksen et al., 2016).

Las caracteristicas biolégicas y bioquimicas del nematodo C. elegans lo hacen
adecuado como modelo para diversidad de estudios. El ciclo de vida de este
nematodo es de aproximadamente tres dias, es capaz de autofecundarse y su
progenie se encuentra entre 200 y 300 crias, por lo cual su mantenimiento en el
laboratorio es econdmico. La genética de este organismo esta muy bien establecida
al encontrarse su genoma completamente secuenciado y se conoce a detalle su

linaje celular completo (Frézal y Félix, 2015).
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La trasparencia del cuerpo de este nematodo es otra ventaja que ha permitido que
proteinas transgénicas utilizadas como marcadores fluorescentes, sean visibles en
experimentos in vivo (Corsi, Wightman y Chalfie, 2015). C. elegans es ideal para
estudios de mecanismos moleculares, ya que pueden ser manipulados
genéticamente con facilidad, esto ha permitido el desarrollo de miles de mutantes 'y
bibliotecas de ARN de interferencia (ARNi), utilizados para silenciar la expresion de

genes especificos e inferir su efecto (Garcia-Sancho, 2012).

La cepa de C. elegans mas ampliamente utilizada es N2 Bristol Wilde-type, ya que
es facilmente cultivable en el laboratorio utilizando platos o cajas de Petri que
contengan medio de crecimiento para nematodos (MGN), compuesto por NacCl,
agar, peptona, Colesterol, K3PO4, KH2PO4, K2ZHPO4 y MgSO4. También se utiliza
el medio K, al cual se le adiciona KCI. Este medio esta disponible en agar o liquido.
El medio K liquido, es también utilizado para trasferir los gusanos a platos frescos y
para realizar distintos ensayos. A los platos también se le adiciona la bacteria
Escherichia coli OP50, como fuente de alimento para los nematodos, ya que al igual
gue el nematodo a esta cepa bacteriana es ampliamente conocido, desde sus rutas
metabdlicas hasta su genoma completo (Parada Ferro, Gualteros Bustos y Sanchez
Mora, 2017).

1.2.5. Ciclo de Vida

C. elegans atraviesa diferentes estadios de desarrollo: embrionario, cuatro estadios
larvarios y adulto. El final de cada etapa larval estd marcado por una muda, donde
se sintetiza una nueva cuticula especifica para cada etapa (Figura 1) (Altun y Hall,
2012).
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Figura 1. Ciclo de vida de C. elegans. (Adaptado de Tejeda et al., 2015)

La embriogénesis se divide en dos etapas: proliferacion y organogénesis. La
primera ocurre entre los 0 y 350 minutos después de la fecundacion, abarca desde
las primeras divisiones hasta la formacion de las tres capas germinales. La
organogénesis o morfogénesis ocurre entre las 6 y 14 horas después de la
fecundacion y se caracteriza por la elongacion del embrién y el inicio de la

diferenciacion de érganos (Altun y Hall, 2012).

Los estadios larvales del nematodo C. elegans, van desde L1 hasta L4. El estadio
L1 cuenta con 550 células, luego de que 113 mueran por apoptosis. Durante el resto
de los estadios ocurre el desarrollo de los sistemas, nerviosos y reproductivo, donde
a partir de la etapa L4, los nematodos hermafroditas son capaces de producir
espermatozoos. El adulto maduro cuenta con exactamente 959 células, es fértil sélo
durante 4 dias, luego puede vivir entre 10 y 15 dias. Durante sus dias fértiles un
adulto hermafrodita coloca entre 200 y 300 huevos con intervalos entre puestas de

20 minutos. El ciclo de vida en general es dependiente de la temperatura de
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incubacion, es decir, los organismos adultos pueden encontrarse entre las 47 y 90
horas, después de la fecundacion, dependiendo de la temperatura (Garcia-Sancho,
2012).

Cuando las condiciones ambientales son adversas, como escasez de alimentos,
altas temperaturas o grandes densidades de poblacién, es poco probable que
ocurra una reproduccion exitosa. Para este caso el nematodo C. elegans detiene su
desarrollo en una etapa L2 alterna llamada fase dauer o larva dauer, caracterizada
por el aumento de resistencia de la cuticula y falta de alimentacién. Una vez las
condiciones de vida son nuevamente favorables, los animales pueden volver a

entrar al ciclo de vida reproductivo (Tejeda et al., 2015).

1.2.6. C. elegans transgénicos con proteina verde fluorescente (GFP)

La proteina verde fluorescente es una herramienta popular para ensayos de
expresion génica, puesto que es facil de introducir como marcador genéticamente
modificado y puede ser usado en un animal vivo sin necesidad de una preparacion
de muestra extensa. En consecuencia, las proteinas verdes fluorescentes han
surgido como el método de eleccién para estudiar la expresion génica en C.
elegans, ademas, las construcciones informadas para muchos genes estan
disponibles actualmente (Hutter, 2012). Una de las construcciones mas utilizadas
son las proteinas relacionadas con el estrés oxidativo y shock térmico, dentro de las

que destacan las enzimas SOD, GPx y HSP (Tejeda et al., 2015).

1.2.6.1. Superoxido dismutasa (SOD)

En mamiferos la enzima SOD es la encargada de catalizar la dismutacion del radical
superoxido a H202 que posteriormente puede ser transformado a agua por la accién
de otras enzimas, dichos radicales se producen naturalmente en la cadena

transportadora de electrones. SOD es la Unica enzima que puede detoxificar el
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anion superoxido y esta presente tanto a nivel mitocondrial como en el citoplasma 'y
el espacio extracelular. Para cada compartimento celular mencionado existe una
isoforma de la enzima. De manera similar a los mamiferos, en C. elegans existen
seis isoformas de SOD localizadas en diferentes compartimentos celulares. Es uno
de los sistemas antioxidantes mas importantes en la célula, sin embargo, una baja
actividad de las mismas no siempre se relaciona con alguna patologia, mientras que
una alta actividad tampoco puede considerarse necesariamente como un fenémeno

positivo (Delgado-Ciruelos, 2015).

1.2.6.2. Glutation peroxidasa (GPx)

Se encuentra localizada en el citosol y la mitocondria catalizando la reduccion de
H20:2 a agua utilizando glutation como donador de electrones. Su importancia reside
en que es considerada como el principal sistema antioxidante en niveles bajos de
estrés oxidativo (Benner, Daniel y Spanier, 2011). Las distintas isoformas se pueden
clasificar en dependientes e independientes de Se. La forma independiente de Se,
también conocida como glutation-S-transferasa (GST), cataliza la destoxificacion de
varios xenobidticos, y en este caso el atomo de Se no participa en la reaccion
catalitica. La isoforma dependiente de Se, también conocida como GPx
dependiente de Se, estd compuesta por cuatro subunidades, y cada subunidad
contiene un atomo de Se en el centro activo unido al aminoacido cisteina. En C.
elegans, de la misma forma que en humanos, existen diversos genes que codifican

para GPx (gpx-1 a gpx-8) (Delgado-Ciruelos, 2015).

1.2.6.3. Proteinas de shock térmico (HSP)

También son conocidas como chaperonas moleculares sensibles a estrés y estan
altamente conservadas evolutivamente. Se encuentran ubicuamente en
compartimentos subcelulares, células y tejidos, siendo esenciales para la

estabilidad del proteoma en condiciones estresantes. La expresion de muchas
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chaperonas moleculares esta regulada por tensiones ambientales y fisiolégicas que
pueden interferir con la estabilidad del plegamiento, o que conduce a un flujo de
proteinas mal plegadas. Las proteinas HSP se clasifican en familias segun su masa
molecular en Hsp100, Hsp90, Hsp70, Hsp60, Hsp40 y pequeiias Hsps (sHsps).

Los HSP ejercen su efecto fisiolégico ayudando a la formacion de nuevas proteinas
y preservando las estructuras existentes. Sin embargo, también muestran funciones
importantes en condiciones patoldgicas, especialmente a través de la rectificacion
estructural de proteinas desnaturalizadas y la solubilizacion de agregados de

proteinas que las transportan al sistema de proteasoma (Avila et al., 2016).

1.2.7. Utilidad del modelo en medios estuarinos

Para estudiar el estado de la calidad del agua en los rios, ha sido muy relevante la
determinacion del estado de la misma; con el fin de establecer una politica de
gestion sostenible del agua. Por esta razon, ha sido recomendado la realizacion de
multiples evaluaciones integradas del agua que incluyen cantidades de agua y
pruebas fisicoquimicas, ecoldgicas y toxicoldgicas. Sin embargo, la realizacién de
estos exdmenes en recursos hidricos son limitados y no es posible realizar
determinaciones quimicas de contaminantes a gran escala o realizar numerosas

pruebas ecotoxicoldgicas (Clavijo et al., 2016).

Otro estudio muy particular establecié el monitoreo de cambios en la calidad del
agua desde el lugar de origen hasta el final del recorrido y el agua del grifo en dos
plantas de tratamiento de agua potable convencionales utilizando ensayos de
toxicidad con Caenorhabditis elegans y la técnica de matrices de emision de
excitacion de fluorescencia. A partir de los resultados se concluyé que ambas aguas
muestreadas mostraron un potencial letal, genotoxico y reprotoxico; esto indica que

es util recurrir a ensayos de biotoxicidad y espectroscopia de fluorescencia como
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herramientas para complementar la evaluacién de rutina del agua potable (Han
et al., 2020).

Tejeday colaboradores en 2016, utilizaron este modelo para la evaluacion del riesgo
ecologico de sedimentos conteniendo metales y HAP y demostraron que los
diferentes tipos de eliminacion de desechos en el rio Magdalena, como resultado de
actividades mineras, domeésticas, agricolas e industriales, incorporan contaminantes
toxicos en los sedimentos, que son capaces de generar una respuesta toxica en C.

elegans (Tejeda-Benitez et al., 2016).

Otro estudio utilizé bisfenol A, propil parabenos, triclosan presentes en antisépticos
desinfectantes o aditivos como modelo bioldgico para evaluar los efectos toxicos
sobre Caenorhabditis elegans y concluyeron que se indujo la expresion de ARNm
de genes relacionados con el estrés celular, el control de especies reactivas de
oxigeno y la activacion del receptor nuclear. Asi como fue acotada la acumulacion
de lipidos en los nematodos expuestos. Concluyendo que estos productos alteran
la fisiologia del crecimiento, la acumulacién de lipidos y la reproduccién en C.
elegans, muy probablemente a través de mecanismos de estrés oxidativo (Garcia-

Espifieira, Tejeda-Benitez y Olivero-Verbel, 2018).

Estudios para evaluar triclosdan (TCS) y triclocarban (TCC) utilizados como
antimicrobianos en productos para el hogar y el cuidado personal, los cuales ha
generado preocupaciones sobre su riesgo para la salud humana y el impacto

ambiental.

Fue utilizado un modelo biol6gico de Caenorhabditis elegans utilizando puntos
finales desde los niveles organismal a molecular, incluyendo letalidad, reproduccion,
vida util, eclosion, toxicidad de la linea germinal y estrés oxidativo. Ambos productos
mostraron mostraron toxicidad aguda para C. elegans, ademas de inducir una

reduccion dependiente de la concentracion en la reproduccion del gusano, la vida
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atil y el retraso en la eclosion. Estos autores también realizaron estudios utilizando
la cepa transgénica DAF-16: GFP, encontramos que ambos compuestos indujeron
estrés oxidativo en el gusano, indicado por la relocalizacién de DAF-16: GFP del
citoplasma al nucleo tras la exposicion. La toxicidad de la linea germinal de los dos
compuestos también se demostré usando una cepa transgénica xol-1: GFP. Estos
resultados demostraron que ambos productos inducen efectos toxicos sistémicos

en C. elegans (Lenz, Pattison y Ma, 2017).

C. elegans es un organismo ubicuo util para la investigacion de toxicologia acuética
y del suelo. Un estudio realizado en Argentina, lo utilizo para la evaluacion integrada
de la calidad del agua, utilizando el bioensayo toxicologico C. elegans. Ahi se
determind parametros fisicoquimicos y bacteriolégicos. Los bioensayos ayudaron a
identificar diferentes calidades de agua en la cuenca del rio. La respuesta al
crecimiento de C. elegans, demostré que los bioensayos ecotoxicolégicos son
importantes para obtener un escenario realista de amenazas a la calidad del agua.
Estos resultados confirman que el bioensayo de C. elegans es una herramienta
sensata y adecuada para evaluar la toxicidad y debe implementarse en el monitoreo

de calidad del agua de rutina (Peralta-Mocha y Cango-Diaz, 2017).

1.2.8. Utilidad del modelo para la identificacion de objetivos, deteccion
de drogas y en algunas enfermedades.

Caenorhabditis elegans como organismo modelo de utilidad cientifica y se ha
convertido en un poderoso sistema modelo genético en toxicologia genética y
biomedicina, permitiendo la investigacion rapida y eficaz de enfermedades

neurodegenerativas, envejecimiento y andlisis de drogas (Honnen, 2017).
El plegamiento y la agregacion de proteinas son caracteristicas patologicas clave

en enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer, la

enfermedad de Parkinson, la enfermedad de Huntington y la esclerosis lateral
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amiotréfica. Los modelos animales, incluido C. elegans, se han utilizado
ampliamente para descubrir y validar nuevos farmacos contra las enfermedades
neurodegenerativas. El sistema nervioso bien definido y genéticamente manejable
de C. elegans ofrece un modelo efectivo para explorar las vias mecanicistas basicas
de las enfermedades neurodegenerativas. El progreso reciente en la deteccion de
drogas de alto rendimiento también proporciona un enfoque poderoso para
identificar moduladores quimicos de procesos biolégicos, para lo cual C. elegans
representa un excelente modelo (Ma et al., 2018).

Una de las tareas mas desafiantes en la exploracién del antienvejecimiento es
descubrir medicamentos que puedan promover la longevidad y retrasar la incidencia
de enfermedades humanas relacionadas con la edad. Hasta la fecha, se ha
descubierto que varios medicamentos, incluidos algunos antioxidantes, metabolitos
y compuestos sintéticos, que han permitido prolongar la vida util de C. elegans,. (Liu
et al., 2016).

Por otra parte, otros han utilizado fitoquimicos bioactivos de amplio beneficios para
la salud, evaluando los efectos de la suplementacién con un extracto de arandano
sobre la esperanza de vida y la resistencia al estrés utilizando C. elegans como
modelo, revelando que los extractos puede prolongar la vida util, mejorar los indices
de salud y mejorar la resistencia al estrés (Wang et al., 2018).

Actualmente, muchos estudios han propuesto que este nematodo sea un modelo
ideal para la deteccién de alto rendimiento de drogas naturales y sintéticas contra
una variedad de bacterias por ejemplo conllevando a patentar los sistemas

experimentales que permiten este examen.
Caenorhabditis elegans, por lo tanto, es uno de los modelos muy efectivos para

estudiar los patégenos que infectan a los humanos, entre otros relatados en este
item (Sorathia y S. Rajadhyaksha, 2016).
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2. OBJETIVOS

2.1.0OBJETIVO GENERAL

Evaluar los efectos de los tépicos utilizados para la alopecia androgénica sobre

parametros bioldgicos y moleculares del modelo biolégico Caenorhabditis elegans.

2.2.0BJETIVOS ESPECIFICOS

¢ Identificar los topicos utilizados para la alopecia androgénica sobre la letalidad
de C. elegans.

e Evaluar el efecto de los topicos utilizados para la alopecia androgénica sobre el
crecimiento de C. elegans

e Determinar cambios en la expresion de genes de respuesta a estrés oxidativo
por exposicion a los tépicos utilizados para la alopecia androgénica en cepas
transgénicas de C. elegans.

e Determinar la acumulacion de grasa en C. elegans luego de la exposicion a los

tépicos utilizados para la alopecia androgénica

3. METODOLOGIA PROPUESTA

3.1.DISENO DE INVESTIGACION.

Tipos de Investigacién: Investigacion Basica.

3.2.CEPAS

Las cepas de nematodos usadas en los ensayos fueron: Cepas silvestres de

Caenorhabditis elegans Bristol N2 (donadas por el grupo de investigacion Ciencias
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biomédicas, toxicoldgicas y ambientales (Biotoxam) de la facultad de medicina de

la universidad de Cartagena). Se utiliz6 como alimento cepas de E. coli OP50.

3.2.1. Mantenimiento de neméatodos.

Cepas de C. elegans N2 Brisol Wilde-type y las cepas transgénicas con proteina
verde fluorescente (GFP) integrados a los genes que codifican para proteinas de
shock térmico (hsp-3) y estrés oxidativo (sod-4, gpx-4, gpx-6), fueron sembradas en
cajas de Petri con medio de crecimiento para nematodos (MGN), compuesto por
NaCl, agar, peptona, Colesterol, KCI, CaClz, MgSOa y la inoculacion de la bacteria

Escherichia coli OP50, como fuente de alimento, se incubaron a 20°C.

Los nematodos fueron sincronizados mediante la suspension en una solucion
alcalina compuesta por hipoclorito al 5,25% y 5 lentejas de NaOH, cuya funcion es
oxidar el organismo sin destruir los huevos (Tejeda et al., 2015).

3.3.PREPARACION DE SOLUCIONES

Para llevar a cabo la investigacion se utilizaron tres topicos para la alopecia
androgénica comerciales, con composiciones diferentes, las cuales se detallan en
la tabla 1. Se realizaron diluciones de 0,01; 0,1; 1 y 10 ppm en agua mili-Q con cada

uno de los topicos especificados.

Tabla 1. Composicion de los topicos utilizados en el estudio.

e Minoxidil al 5% e Minoxidil al 5% e Minoxidil al 7%
e Agua purificada e Alcohol e Biotina
e Gilicol propileno e Melatonina
e Agua purificada e D-Pantenol
e Alcohol
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e Acido lactico
e Agua purificada

3.4.BIOENSAYOS

3.4.1. Ensayo de Letalidad

Gusanos en estadio L4 fueron expuestos durante 24 horas a soluciones de topicos
para alopecia androgénica en placas de 96 pocillos (entre 10 y 13 gusanos por
pocillo). Posteriormente, se cont6 el nUmero de gusanos vivos y muertos mediante
inspeccion visual, utilizando microscopio de diseccion. Los gusanos se clasificaron
como muertos al no responder a estimulos fisicos. Los resultados se compararon
con un grupo control expuesto a agua mili-Q (Wu et al., 2012). El punto final sera
determinado mediante el conteo de los individuos vivos usando un microscopio de
diseccion. Los valores de CL50 se calcularan usando el método Probit (Tejeda et al.,
2015).

3.4.2. Ensayo de crecimiento

Nematodos en estadio larval L1, fueron expuestos durante 48 horas a diferentes
concentraciones de tépicos para alopecia androgénica, con inoculacién de E. coli
OP50, cada 24 horas, como fuente de alimento. Después de la exposicion, los
nematodos se calentaron a 50 °C, con el objetivo de hacer que sus cuerpos
adoptaran una linea recta. Luego, se midi6 la longitud del cuerpo de
aproximadamente 30 nematodos por tratamiento, mediante el analisis de una
fotografia registrada con un microscopio de diseccién, utilizando el software Image
J (Hoss et al., 1999).

31



3.4.3. Ensayo de acumulacién de lipidos con aceite rojo rapido O
(gORO).

Los nemétodos de tipo silvestre Bristol N2 sincronizados en la etapa larvaria L4,
fueron expuestos durante 24 horas a las soluciones de topicos para alopecia
androgénica. Paralelamente se elaboré la solucién del colorante, la cual consistio
en la preparacion de una solucion madre de aceite rojo 0,5% en isopropanol al 100%
de alta calidad, se incub6 a temperatura ambiente durante un dia y luego se filtré a

través de un filtro de 0,45 ym de poro.

La solucion stock se diluy6 al 60% con agua filtrada el dia antes de su uso, y luego
se incubo a temperatura ambiente durante toda la noche. Para realizar el ensayo,
se afladio 200 pL isopropanol al 60% de alta calidad a nematodos en placas de PCR
de 96 pocillos. Luego, los gusanos se colocaron en el fondo de los pozos y se aspiré
175 uL de tampon. Después, se anadié 200 uL de solucién de trabajo g-ORO recién

filtrada (colorante).

Los neméatodos se expusieron al colorante entre 18 y 24 horas a 20° C;
posteriormente, se aspird el sobrenadante. Finalmente, se agregé 100 uL de Triton
X-100 al 0.01% para conservar la muestra. Se registraron imagenes de los

resultados utilizando un microscopio optico (Wahlby et al., 2014).

3.4.4. Ensayo de expresion génica

Los efectos de topicos para alopecia androgénica sobre la expresion génica se
controlaron utilizando cepas de C. elegans transgénicas GFP que contienen los
genes hsp-3, sod-4, gpx-4 y gpx-6. Alicuotas iguales de nematodos en todas las
etapas larvales se colocaron en microplacas de 96 pocillos expuestos a soluciones

de tdpicos para alopecia androgénica. Las placas se incubaron a 20 °C, y después
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de 24 h, se cuantificd la absorbancia usando un lector de placas (Multiskan FC,

Thermo Scientific) con filtro de 620 nm. La absorbancia relativa se calculé como el

cociente entre la absorbancia de la solucién y la del control (Garcia-Espifieira,

Tejeda-Benitez y Olivero-Verbel, 2018). Aqui se puede verificar la Expresion de

proteina verde fluorescente (GFP), con el uso de cepas transgénicas: BC20333 que

contiene el gen sod4:gfp para evaluar estrés oxidativo por ejemplo.

3.4.5. Operacionalizacion de las variables.

Tabla 2. Operacionalizacién de las variables

Caddigo

NA

NA

NA

NA
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Variable

Mortalidad

Obesidad

Crecimient

o

Expresion

génica

Definicién
Letalidad de los
nematodos por

exposicién a topicos para
la Alopecia 1,2,3.

Grado de obesidad del
nematodo al exponerse
exposicién a topicos para
la Alopecia 1,2,3.
Crecimiento de los
nematodos por
exposicién exposicion a
tépicos para la Alopecia
1,2, 3.

Expresion de genes
exposicién a topicos para

la Alopecia 1,2,3.

Tipo
Dependien

te

Dependien
te

Dependien
te

Dependien

te

Categori
as
NA

NA

NA

NA

Rang

NA

NA

NA

NA



3.5.ANALISIS ESTADISTICOS

Se utilizé el programa GraphPad Prisma 6, para determinar las diferencias
significativas entre las medias mediante ANOVA de dos vias. Ademas, se aplico la

prueba de Dunnett para comparar cada dilucion con el control. El nivel de
significancia establecida fue p <0,05.

RESULTADOS

3.6. ENSAYOS DE MORTALIDAD

Los resultados de los ensayos de mortalidad de C. elegans frente a las distintas

soluciones de tépicos para alopecia androgénica se muestran en la Figura 2.
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Figura 2. Mortalidad de C. elegans expuesto a topicos para la alopecia androgénica.
*Diferencia significativa en comparacion al control (p <0,05).

En el eje de las ordenadas se presenta el porcentaje de mortalidad y en el eje de

las abscisas se consignan las concentraciones en valores crecientes de los distintos
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topicos. Se puede identificar que, a concentraciones de 0,005 ppm hasta la
concentracion de 0,5 ppm, no se aprecia una diferencia significativa en la mortalidad
en relacion con el control. Sin embargo, a partir de la concentracion de 1,0 ppm el
topico 3 empieza a aumentar el porcentaje de mortalidad hasta alcanzar,
aproximadamente, un 20% de mortalidad, mostrando significativa discrepancia con
el control, no siendo asi, el topico 2 y topico 1 se mantienen sin mostrar gran
variacion. El porcentaje de mortalidad del topico 3 continta subiendo a partir de
una concentracion de 5,0 ppm hasta alcanzar valores de porcentaje de mortalidad
cercanos al 55%, ademas, se observa un aumento adicional de mortalidad a esta
misma concentracion con el tépico 2, que llega hasta aproximadamente un 30%. A
pesar de esto, el topico 1 se mantiene sin mostrar marcada distincion, teniendo en
cuenta el control. A concentraciones de 10 ppm el tépico 3 y el tépico 2 contindan
subiendo en mortalidad, no obstante, esta vez el aumento no varia mucho con
respecto a los valores de mortalidad registrados a concentraciones de 5 ppm,
aproximadamente 55% y 30% respectivamente, es decir, se mantienen los
porcentajes de mortalidad, exhibiendo una evidente diferencia en cuanto al control.

Con todo, el topico 1 no varia a pesar de encontrarse a concentraciones de 10 ppm.

3.7. ENSAYO DE CRECIMIENTO

Los cambios en la longitud del cuerpo de los nematodos luego del tratamiento con

tdpicos para la alopecia androgénica se observan en la Figura 3.
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Figura 3. Longitud corporal de C. elegans expuesto a tépicos para la alopecia
androgénica. *Diferencia significativa en comparacion al control (p <0,05).

En el eje de las ordenadas se muestra la longitud en um y en el eje de las abscisas
se sefalan las concentraciones crecientes de los tépicos. Se puede reconocer, que,
aungue existen pequefias variaciones en la longitud entre los tres topicos en el
rango de concentracion que va desde 0,01 ppm hasta 1 ppm, las diferencias no se
encuentran significativas en relacion con el control. Sin embargo, a concentraciones
de 10 ppm, el topico 3 expone una marcada disminucion de la longitud, alcanzando
valores de longitud aproximados a 350 um, expresando asi significativa distincion
con relacion al control. No obstante, los tépicos 1 y 2 se mantienen sin mostrar
variacion relevante en la longitud con relacién al control a esta misma concentracion,

10 ppm.

3.8. ACUMULACION DE LiPIDOS CON ACEITE ROJO RAPIDO O (qORO)

Los resultados de la tincién con el colorante g-oro luego de la exposicion a tépicos

para el tratamiento de alopecia se muestran en la tabla 3
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Tabla 3. Acumulacion lipidica en C. elegans, luego de la exposicion a tépicos para
la alopecia androgénica.

Concentracio

nes Topico 1 Topico 2 Topico 3
ppm

0 W
0.01 \ - “\\

& iy
0,1 i
IJ..:?"E »
1 r | | ¢
a 'M __f.?’p&%
10 - \ \ f//
'.':_ 3 .

Las graficas asignadas para el topico 1 muestran el marcado numero de inclusiones

lipidicas que aparecen a concentraciones de 0,01 ppm. A partir de concentraciones

mayores que van desde 0,1 ppm hasta 10 ppm la cantidad de acamulos lipidicos

disminuyen, sin embargo, no desaparecen y se mantienen similares en el rango de

0,1 ppm a 10 ppm. En cuanto al tépico 2, a concentraciones de 0,01 ppm no se
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muestran agregados de lipidos, no obstante, a valores de 0,1 ppm aparecen
inclusiones lipidicas, aunque en niumero bajo. Al aumentar la concentracion hasta 1
ppm disminuyen notoriamente y a 10 ppm hay un aumento significativo en cantidad
de acumulos lipidicos. Con respecto al tépico 3, a bajas concentraciones de 0,01
ppm se aprecian significativas cantidades de agregados lipidicos que disminuyen a
0,1 ppm sin desaparecer, manteniéndose en baja cantidad en el rango de
concentraciones de 1 ppm a 10 ppm.

3.9. EXPRESION GENICA

Las expresiones de genes de las cepas transgénicas expuestas a tépicos para el
tratamiento de alopecia
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Figura 4. Fluorescencia relativa de C. elegans transgénicos expuestos a tépicos 1,
2 y 3. a) Fluorescencia relativa de hsp-3. b) Fluorescencia relativa de sod-4. c)
fluorescencia relativa de gpx-4. d) fluorescencia relativa de gpx-6. *Diferencia
significativa en comparacion al control (p <0,05).
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Los gusanos expuestos al topico 1 mostraron una la sobre expresion, respecto al
control, en los genes hsp-3 y sod-4 a la concentracion de 1 ppm, por otro lado, los
nematodos expuestos al topico 2 provocaron la sobreexpresion del gen sod-4 a la
concentracion de 1ppm, respecto al control, mientras que causo la disminucién de
la expresion de los genes hsp-3, gpx-4 y gpx-6 principalmente en las
concentraciones superiores a 0,1 ppm. Los C. elegans expuestos al topico 3
mostraron una alta a expresion de los genes hsp-3 a 1ppm y gpx-6 a 0,1 ppm,

respecto al control.

4. ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

C. elegans es un nematodo parasito, cuyas caracteristicas lo han catalogado como
uno de los modelos bioldgicos utiles para la investigacion a nivel de la toxicologia.
Lo anterior es debido a que actualmente su genoma ha sido secuenciado de manera

completa (Frézal y Félix, 2015).

Dada sus caracteristicas de transparencia es posible visualizar todos los tipos de
células en sus distintas etapas de desarrollo. Su sistema nervioso posee 302
neuronas y es Hermafrodita. Su ciclo reproductivo es de 2,5 a 4 dias a temperatura
ambiente y su esperanza de vida entre 12 y 20 dias lo que facilita estudios donde
puedan analizarse caracteristicas o efectos transgeneracionales y ser una ventaja

en comparacién con otros modelos biolégicos (Hunt, 2017).

En toxicologia, ha sido ampliamente utilizado desde estudios con el animal
completo, células individuales, utilizando sus caracteristicas bioquimicas y
bioldgicas, convirtiéndolo en un modelo apetecido para diversas investigaciones
actuales (Tejeda et al., 2015). Ademas la interpretacion de sus puntos finales son

utiles como es el caso de la letalidad, crecimiento, locomocion, y reproduccion,
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estrés oxidativo, cambio en la expresion genética o de proteinas, dafio al ADN, e
induccion de fluorescencia entre otros (Garcia-Espifieira, Tejeda-Benitez y Olivero-
Verbel, 2018).

En este estudio, al utilizar los topicos para la Alopecia, los resultados mostraron
mayores efectos adversos en las concentraciones mas altas (1 y 10 ppm), al causar
los porcentajes mas altos de mortalidad y reduccion de la longitud corporal,
principalmente en aquellos gusanos expuestos al topico 3. Estos resultados estan
apoyados a lo propuesto por Han (2020), acerca del potencial letal, genotéxico y
reprotoxico de téxicos genotoxicos / reproductivos presentes en agua potable en
modelos de C. elegans cuando ensayos de biotoxicidad y espectroscopia de

fluorescencia son utilizados (Han et al., 2020).

Algunos estudios publicados han reportado que C. elegans puede usarse como
modelo experimental para obtener resultados rapidos en estudios de toxicidad para
compuestos farmacologicos (Dengg y Van Meel, 2004), debido a que es un
organismo multicelular con una alta tasa de reproduccién y un ciclo de vida corto, lo
que lo convierte en un modelo in vivo para complementar sistemas basados en

cultivo celular.

En cuanto a la reduccion corporal, C. elegans es eutélico, y en su estado adulto,
posee un numero fijo de células soméaticas. Aunque su crecimiento no depende del
namero de células somaticas. En los nematodos experimentales bajo condiciones
de laboratorio estandar, el tamafo es severamente reducido cuando los nutrientes
se vuelven limitantes. Por consiguiente, la escasez de nutrientes puede afectar el
crecimiento celular y la division celular. Esto podria ser el resultado de los efectos
autonomos de las células durante el crecimiento celular. Sin embargo, analisis
genético acerca del tamafio del cuerpo, han revelado otro control sistémico via de
sefalizacion que regula el crecimiento y el tamafio corporal de manera no autbnoma

en respuesta a estado de nutrientes (Tain et al., 2008).
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Por otra parte, la longitud del cuerpo en C. elegans esta regulada por un miembro
de la familia TGFbeta, DBL-1. Mutaciones de pérdida de funcién en dbl-1, o en
genes que codifican componentes de la via de sefializacion que activa, hacen que
los gusanos sean mas cortos que los de tipo salvaje y ligeramente mas delgados
(Nystrom et al., 2002).

Sin embargo, para explicar la reduccion de la longitud corporal, principalmente en
aquellos gusanos expuestos al topico 3; en la literatura varios estudios que han
utilizado el modelo bioldgico, y que los han expuestos a Uranio (1,1 mM),
demostraron adaptacion de los individuos a las condiciones experimentales de
aumento de la longitud maxima y disminucién de la fecundidad (Goussen et al.,
2013) y un incremento de los efectos adversos reflejado en la reduccion del
crecimiento y la fertilidad en funcién de la concentracion de uranio (Dutilleul et al.,
2013; Goussen etal.,, 2013). Incluso estos efectos fueron vistos en las crias
afectando la reproduccion, sin  embargo pruebas de ecotoxicidad
multigeneracionales seran necesarios en el futuro, para ampliar esto (Goussen
et al., 2015).

Otros estudios sobre la toxicidad de los inhibidores de la quinasa EGFR BIBU1361
y BIBX1382 han sido evaluados en C elegans, sugiriendo el potencial de usar este
modelo biolégico como una herramienta para la deteccion de drogas en la via anti-
EGFR (Dengg y Van Meel, 2004). En algunos estudios de drogas contra el cancer
ha sido observado que la expresion una proteina quimérica en el tejido de la vulva
C. elegans denominada el fenotipo Muv, y en especial cuando los gusanos jgls25
se alimentaban con harmina, el fenotipo Muv se suprimié marginalmente. Estos

estudios muestran las posibilidades que existen en la utilidad de este modelo.

El estrés oxidativo fue mas evidente en los topicos que presentaron menos aditivos,
mostrando sobreexpresion principalmente en los genes sod-4 y gpx-6. Multiples
estudios han permitido predecir medicamentos con efectos que prolongan la vida
atil de C. elegans (Liu et al., 2016).

41



Bioactivos fitoquimicos de amplio beneficios para la salud, han sido evaluados
(extracto de arandano) sobre la esperanza de vida y la resistencia al estrés
utilizando Caenorhabditis elegans como modelo, revelando que los extractos puede
prolongar la vida util, mejorar los indices de salud y mejorar la resistencia al estrés
(Wang et al., 2018). Por otro lado, en estudios de toxicidad de algunas muestras
ambientales, tales como lodos, suelos y sedimentos han sido Utiles con el uso de
este modelo identificar los efectos en la biologia del organismo, incluyendo en cepas
transgénicas (Tejeda-Benitez et al., 2016).

También ha sido utilizado en estudios para valorar los efectos adversos a
contaminantes ambientales tales como el BPA, PPB y TCS, donde se ha
demostrado que estos alteran la fisiologia de C. elegans en términos de mortalidad,
crecimiento, reproduccién, acumulacion lipidica y genes relacionados con estrés
oxidativo y shock térmico (Garcia-Espifieira, Tejeda-Benitez y Olivero-Verbel,
2018).

Ademas, la acumulacién lipidica fue notoria principalmente en las concentraciones
0,01y 0,1 ppm. En los estudios de Corrales et al., 2018, el modelo fue expuesto a
diferentes tipos de edulcorantes comerciales se observo alteracion de la fisiologia
de C. elegans en términos de letalidad y acumulacion lipidica. La letalidad a la
exposicibn a edulcorantes caléricos y no cal6ricos se presentdé en todas las
concentraciones de edulcorantes estudiadas. Siendo mas alta en los caldricos en
todas las concentraciones estudiadas (1000 ppb). Asi como fue observada la
formacién de depdsitos lipidicos con una tendencia creciente de acumulacién
lipidica relacionada con la concentracion utilizada y en una mayor medida con la
sacarosa. Finalmente, C. elegans es til y es interesante como en el modelo
edulcorantes, los resultados podrian ser afectados por factores externos tales como
las caracteristicas metabolicas del edulcorante, la dosis administrada y el momento

del inicio de la exposicion.
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Sin embargo, en todos los tratamientos se observé acumulacion lipidica. Lo anterior
indica que los topicos para alopecia androgénica con presencia de minoxidil afectan
la vitalidad del nematodo alterando funciones como el crecimiento y el metabolismo
de lipidos, ademas actlan con agentes estresores al causar sobre expresion de
genes reguladores de estrés oxidativo. La descarga de estos topicos al ambiente y
al agua podrian ser dafinos para los ecosistemas acuaticos. En esta investigacion
el uso del C. elegans permitio estudiar diferentes efectos toxicos adversos, estrés
oxidativo, entre otros frente a los tépicos.

Lo anterior, nos pone en evidencia la utilidad de este modelo en términos de costos,
en mamiferos son mas costosos, algunos metanalisis realizados en modelos de
roedores predicen efectos toxicos especificos en humanos solo alrededor del 50%
del tiempo. El uso de mas de una especie de mamifero puede aumentar la
predictividad pero también aumentara el costo y disminuira el rendimiento (Hartung,
2009).

La toxicologia actual busca utilizar métodos alternativos para mejorar los resultados
humanos al tiempo que reduce el costo, el tiempo y el uso de mamiferos en las
evaluaciones de toxicidad. Los productos quimicos de interés pueden analizarse
mucho mas rapidamente y en un rango de concentraciones mucho mayor si se usan
ensayos in vitro para evaluar perturbaciones en las vias de toxicidad. Si bien el uso
de células humanas primarias tiene el potencial de reflejar con mayor precision el
metabolismo y los modos de accién especificos del ser humano que las pruebas en
animales de laboratorio, los resultados no pueden usarse para predecir una
respuesta a nivel organismal utilizando las técnicas actuales. Ademas, las pruebas
que usan lineas celulares inmortalizadas pueden tener altas tasas de falsos
positivos o falsos negativos dependiendo del tipo de ensayo. Por lo tanto, el uso de
pruebas in vitro solo para la evaluacion de riesgos da lugar a la posibilidad de que
los compuestos inofensivos in vivo se restrinjan innecesariamente y que los

compuestos dafiinos se presuman incorrectamente como seguros (Hunt, 2017).
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Algunos investigadores demostraron mediante la ayuda de puntos finales subletales
y multiples que el nematodo C. elegans es un sistema de ensayo util in vivo para
estudios de evaluacion de la toxicidad y el mecanismo toxicologico de los
contaminantes ambientales (Hartung, 2009; Tejeda et al., 2015; Hunt, 2017)

Finalmente, algunas consideraciones son importantes a tener en cuenta al evaluar
estos topicos: ElI minoxidil segun la FDA contienen un agente antihipertensivo, y
puede producir efectos adversos graves. Que incluyen el derrame pericardico,
taponamiento, y angina de pecho. Asi como también, en animales de
experimentacion, causa varios tipos de lesiones miocardicas, efectos cardiacos

adversos.

El Instituto Nacional de Vigilancia de Medicamentos y Alimentos (Invima) informa a
la ciudadania que se esta comercializando de forma fraudulenta Minoxidil Kirkland,
el cual no cuenta con registro sanitario Invima por lo que su comercializacion en
Colombia es ilegal. Se advierte a la ciudadania que ya se reportd una reaccion
dermatolégica severa asociada a su uso. Minoxidil Kirkland estd siendo
promocionado para “el crecimiento de la barba y el cabello (alopecia)’, se
desconoce su contenido real. Es importante recordar que los productos sin registro
sanitario pueden contener ingredientes que ponen en riesgo la salud de quienes los
consumen. El minoxidil debe administrarse bajo estrecha supervision. Estudios mas

avanzados deben realizarse en el futuro (Alerta Invima No. 127-2018).

El minoxidil es un medicamento comun recetado para tratar problemas relacionados
con la pérdida de cabello. Proporciona beneficios notables a pacientes con
trastornos del cabello. Hasta la fecha, la FDA ha aprobado el minoxidil solo para
AGA. Sin embargo, el minoxidil se usa fuera de etiqueta para tratar varios trastornos
del cabello, asi como para aumentar el crecimiento del vello corporal. Aunque el
minoxidil tépico se considera una opcién de tratamiento efectiva y segura para
varios trastornos del cabello, se necesitan datos adicionales basados en evidencia

para algunas aplicaciones (Suchonwanit, Thammarucha y Leerunyakul, 2019).
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5. CONCLUSIONES

- Los topicos para la Alopecia y sus presentaciones afectan la vitalidad del
nematodo alterando funciones como el crecimiento y el metabolismo de

lipidos.

- Los topicos para la Alopecia y sus presentaciones pueden posiblemente
actuar con un agente estresores al causar sobre expresidbn de genes

reguladores de estrés oxidativo.

- La descarga de estos topicos al ambiente, en especial al ambiente acuatico
puede generar un impacto negativo sobre los ecosistemas al afectar la

vitalidad de algunos seres vivos en estos estuarios.

- Estudios moleculares, epigenéticos y utilizacién de cepas transgeénicas seran
necesarios para seguir en la busqueda del dafio toxicolégico que estos

medicamentos podrian ocasionar a los seres vivos.

- Estudios multigeneracionales en el futuro seran necesarios para la

evaluacion de los riesgos ambientales de algunos téxicos en el ambiente.
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