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RESUMEN 

El plomo es un metal no esencial persistente en el ambiente. Existe amplia 

evidencia de la toxicidad y efectos adversos que produce en el organismo, 

particularmente en el sistema nervioso central en desarrollo. Reportes en animales de 

experimentación relacionan la exposición a este metal con respuestas diferenciales ante 

determinadas noxas o situaciones aversivas en etapas posteriores de la vida. Entre ellas, 

una respuesta alterada a drogas de abuso en general, y a etanol en particular. El etanol 

(alcohol) es una droga de abuso que produce efectos estimulantes motores a bajas dosis 

por su acción sobre el sistema dopaminérgico y sedativos a dosis mayores, por su acción 

sobre los sistemas GABAérgico y glutamatérgico.  

En el presente trabajo de tesis se estudió el efecto que ejerce la exposición a 

niveles bajos de plomo en etapas tempranas del desarrollo en Caenorhabditis elegans 

sobre el sistema dopaminérgico y cómo podría evidenciarse en una respuesta diferencial 

frente a los efectos del etanol. C. elegans es un organismo modelo de amplio uso para 

el estudio de mecanismos de toxicidad. Es un nematodo de vida libre que posee un 

genoma completamente secuenciado y una rápida tasa de generación de progenie y 

crecimiento. 

Los estudios se enfocaron en evaluar el impacto de este metal sobre la 

metabolización de etanol a su primer metabolito, acetaldehído, abordando el análisis de 

los efectos motivacionales, mediante la prueba de quimioatracción, y estimulantes, a 

partir de la determinación de la tolerancia funcional aguda al efecto sedativo que 

produce la exposición a etanol en estos gusanos. Se evaluó además la morfología de las 

neuronas dopaminérgicas en respuesta a la exposición a plomo, y una conducta 

denominada Respuesta de Enlentecimiento Basal por la presencia de alimento, que es 

modulada por la funcionalidad dopaminérgica. 

Los resultados obtenidos en este trabajo demostraron que la exposición a 

concentraciones ambientalmente relevantes de plomo en etapas tempranas del 

desarrollo de C. elegans provocó una leve alteración en la morfología de neuronas 

dopaminérgicas y puso de manifiesto un deterioro en la funcionalidad de dicho sistema, 

que se evidenció como un empeoramiento en el desempeño de estos gusanos en un 

ensayo dependiente de este neurotransmisor, lo cual en la cepa salvaje no pudo ser 
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revertida por el exceso de dopamina que se esperaría libere etanol. Sin embargo, en 

cepas que poseen mutaciones en algún componente en la sinapsis dopaminérgica, el 

etanol logró mayormente revertir en parte este efecto. A su vez, pudo determinarse que 

los gusanos expuestos a plomo presentaron una mayor tolerancia a los efectos 

sedativos de la droga, y un mayor índice de preferencia hacia ésta. Interesantemente, 

también se demostró que la actividad de la enzima responsable en el gusano de 

metabolizar etanol a acetaldehído se encontró disminuida como consecuencia de la 

exposición a plomo, lo que podría condicionar una acumulación de etanol y en 

consecuencia facilitar la mayor actividad locomotora observada en los gusanos salvajes.   

Sobre la base de estos resultados, en el presente trabajo de tesis hemos 

demostrado los efectos adversos y a largo plazo de una exposición a concentraciones 

ambientales de plomo sobre respuestas estimulantes y motivacionales a etanol. El 

modelo y los experimentos realizados han permitido aportar evidencias sobre la 

importancia del metabolismo de esta droga y del sistema dopaminérgico en estos 

efectos. Asimismo, hemos podido reproducir la mayor respuesta locomotora y los 

aumentados efectos motivacionales de etanol que hemos reportado previamente en 

ratas expuestas a plomo durante el desarrollo.  

En conjunto, estas evidencias señalan a C. elegans como una plataforma 

apropiada para el abordaje integral de compuestos farmacológicos diseñados con el fin 

de disrumpir las conductas asociadas a los desórdenes por el uso de alcohol y a otras 

drogas de abuso. Además, estos estudios aportan nuevas evidencias a la importancia del 

empleo de este organismo en estudios mecanísticos de tóxicos de interés ambiental, 

aun a bajas concentraciones de exposición y sus potenciales efectos adversos en etapas 

posteriores de la vida.  
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ABSTRACT 

Lead is a persistent non-essential metal in the environment. There is wide 

evidence of its toxicity and adverse effects on the organism, particularly on the 

developing central nervous system. Reports in experimental animals relate exposure to 

this metal to differential responses to certain noxious or aversive situations later in life. 

Among them, an altered response to drugs of abuse in general, and to ethanol in 

particular. Ethanol (alcohol) is a drug of abuse that produces motor stimulant effects at 

low doses due to its action on the dopaminergic system and sedative effects at higher 

doses, due to its action on the GABAergic and glutamatergic systems. 

In the present thesis work, we studied the effect of exposure to low lead levels 

in early stages of development in Caenorhabditis elegans on the dopaminergic system 

and how it could be manifested in a differential response to the ethanol effects. C. 

elegans is a widely used model organism for the study of toxicity mechanisms. It is a 

free-living nematode with a fully sequenced genome and a rapid rate of progeny 

generation and growth. 

The studies focused on evaluating the impact of this metal on ethanol 

metabolization to its first metabolite, acetaldehyde and on addressing the analysis of 

the motivational effects by using the chemoattraction test, and stimulant effects by the 

determination of the acute functional tolerance to the sedative effect produced by the 

ethanol exposure in these worms. The morphology of dopaminergic neurons in response 

to lead exposure was also evaluated, as well as a behavior test called Basal Slowing 

Response which is modulated by dopaminergic functionality in the presence or absence 

of food. 

The results obtained in this work demonstrate that exposure to environmentally 

relevant lead concentrations in the early stages of C. elegans development caused a 

slight alteration in the morphology of dopaminergic neurons and revealed an 

impairment in the system functionality. This was evidenced as a worsening in the 

performance of these worms in a test dependent on this neurotransmitter, which in the 

wild-type strain could not be reversed by the excess of dopamine that would be 

expected to be released after ethanol exposure. However, in strains possessing 

mutations in some component at the dopaminergic synapse, ethanol was mostly able to 
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partially reverse the impairment observed in the wild type strain. In turn, it could be 

determined that worms exposed to lead showed a greater tolerance to the sedative 

effects of ethanol, and a higher rate of preference towards this drug. Interestingly, it 

was also demonstrated that the activity of the enzyme responsible in the worm for 

metabolizing ethanol to acetaldehyde was found to be decreased as a consequence of 

lead exposure, an effect that would lead to ethanol accumulation and consequently 

facilitate the higher locomotor activity observed in the wild type worms.   

Based on these results, in the present study we have demonstrated the adverse 

and long-term effects of environmental concentrations of lead exposure on the 

stimulant and motivational responses to ethanol. The model and the experiments 

performed here have provided evidence of the importance of both, the metabolism of 

this drug and the dopaminergic system in these effects. Likewise, we have been able to 

reproduce the enhanced locomotor response and the increased motivational ethanol 

effects that we have previously reported in lead-exposed rats during development.  

Taken together, these evidences point out to C. elegans as an appropriate 

platform for a comprehensive approach towards pharmacological compounds designed 

to disrupt behaviors associated with alcohol use disorders and other drugs of abuse. In 

addition, these studies provide new evidence for the importance of using this organism 

in mechanistic studies of toxicants of environmental interest, even at low exposure 

concentrations and their potential adverse effects later in life. 
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PLOMO 

Plomo como contaminante ambiental 

El plomo (Pb) es un metal cuyo uso se remonta a tiempos inmemoriales. Presenta 

características muy particulares como gran maleabilidad y ductilidad, resistencia a la 

corrosión, facilidad de fundición y gran abundancia en la naturaleza, por lo cual sus 

aplicaciones en la industria son muy variadas. Ya desde la antigüedad se utilizaba para 

generar láminas de escritura; en la edad media se usó para fabricar medallones, fuentes 

y revestimientos de armazones de madera para las flechas, hasta la actualidad, cuando 

entre otros usos, se emplea en el área de la construcción, en telecomunicaciones o 

armamento militar. También se ha usado como antidetonante en naftas, potenciador 

de color en pinturas, pigmentos y cosméticos y en tuberías de viviendas (Caito & 

Aschner, 2017; Hernberg, 2000). Dado que es un metal persistente en el ambiente, es 

decir que no se degrada, y que ha sido liberado de manera sostenida por sus múltiples 

aplicaciones industriales, se encuentra en el ser humano en niveles trazas como 

consecuencia de estos usos.  

Es considerado un metal no esencial, es decir que no hay procesos fisiólogos en 

el organismo que dependan de él.  Más aun, con el paso del tiempo se ha ido ampliando 

la evidencia disponible acerca de su toxicidad y los efectos adversos que produce en el 

organismo. Ya desde la antigüedad, el médico griego Dioscórides afirmaba que el Pb 

generaba que “la mente vuele” y Benjamin Franklin en el siglo XVIII manifestaba su 

desconcierto sobre las formas en las que este metal podía seguir generando toxicidad 

(Major RH, 1931). 

Además, al ser persistente, se acumula en el ambiente y en los seres vivos, en los 

cuales ejerce su toxicidad. En el organismo produce daño en todos los sistemas: renal, 

hematopoyético, reproductivo y cardiovascular (Mitra y cols., 2017). Pero el efecto 

adverso más relevante para la salud humana es el que se produce en el sistema nervioso 

central (SNC) particularmente durante el desarrollo (Vorvolakos y cols., 2016). 

El cerebro en desarrollo de los niños es más susceptible y vulnerable respecto al 

del adulto, y esto se debe a las diferencias en la exposición y toxicocinética de la 

población pediátrica. Específicamente, el sistema gastrointestinal de los niños (que 

absorbe hasta 5 veces más que el de los adultos), la menor tasa de excreción, la 
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inmadurez de la barrera hematoencefálica y las costumbres propias de la edad (por 

ejemplo, gatear y llevarse las manos a la boca) explican por qué la población pediátrica 

es más propensa y más vulnerable a los efectos del Pb.  

Numerosas evidencias han reportado que este metal, incluso en cantidades traza 

en un organismo en desarrollo, genera una “huella” que perdura a lo largo del tiempo, 

y que puede evidenciarse en etapas más tardías de la vida, como desafíos fisiológicos, 

patológicos, o ambientales. Entre ellos puede mencionarse al embarazo, estrés, 

enfermedades, adicción a drogas o determinadas etapas de la vida que implican 

procesos biológicos particulares, como la niñez, adolescencia o vejez. Estos eventos 

podrían potenciar la neurotoxicidad del Pb y serían determinantes para que se 

manifiesten alteraciones en organismos que estuvieron expuestos tempranamente a 

este metal ( Virgolini & Cancela, 2014; Vorvolakos y cols., 2016).   

Por lo mencionado anteriormente, se han establecido regulaciones por parte de 

los organismos gubernamentales para reducir la exposición a Pb en la población en 

general, pero particularmente en los niños.  Así, en EEUU se prohibió su uso como 

antidetonante en naftas (la utilización más ubicua) en 1973 y como colorante y secante 

de pinturas en 1978. En Argentina, estas regulaciones se implementaron más tarde: en 

1996 para el caso de las naftas y en 2004 para las pinturas. A pesar de lograr una 

reducción drástica en los niveles de Pb en sangre en la población general y en particular 

en los niños (Jones y cols., 2009), este continúa siendo un problema de dimensiones 

globales.   

De forma progresiva, los Centros de Control de Enfermedades de EEUU (US CDC) 

han reducido los valores considerados  “de intervención” de Pb en sangre de niños, 

desde 60 µg/dl (en 1960) hasta 10 µg/dl (en 1991) (ver figura 1, modificada de Mattalloni 

y cols., 2014; Virgolini and Cancela, 2014 ). 
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En 2012, los US CDC establecieron los niveles de referencia por un valor que se 

relaciona con los niveles de Pb en sangre del 97,5 % de los niños de 1 a 5 años de EEUU, 

que en ese momento correspondió a 5 µg/dl (Advisory Committee on Childhood Lead 

Poisoning Prevention of the Centers for Disease Control and Prevention, 2012). Desde 

entonces, los valores de referencia deberían haber sido revisados cada 4 años, de modo 

tal que para 2020 en EEUU se estableció como objetivo 1,6 µg/dl para el mismo grupo 

etario (Dignam y cols., 2019), recomendaciones que no se efectivizaron hasta el 

momento de la presentación de este trabajo de tesis. 

En Argentina existen escasos reportes de los niveles de Pb en sangre de la 

población pediátrica ambientalmente expuesta. En Córdoba, Hansen y cols realizaron 

en 1999 un relevamiento sobre los niveles de Pb en niños de 6 meses a 9 años de edad, 

encontrando que el 26% de la población infantil contenía valores superiores a 10 µg/dl, 

el nivel de referencia establecido por los US CDC en ese momento (Hansen y cols., 1999).  

Años más tarde, se realizó un nuevo análisis en una población similar a fin de evaluar el 

impacto de la regulación y prohibición en el uso del Pb como aditivo en combustibles. 

Interesantemente, la gran mayoría presentó plombemias por debajo de 10 µg/dl. Sin 

embargo, dada la modificación en los niveles de referencia establecidos por los US CDC 

en 2012, el porcentaje de niños con valores superiores al límite establecido representó 

el 16,8% de la población total evaluada (Martínez y cols., 2013). Niveles similares se 

encontraron en la población de la ciudad de La Plata, donde en 2009 se informó que más 

Figura 1. Fuentes de exposición a Pb y descenso a través de los años de los niveles “de referencia” de Pb en sangre en niños 
establecidos por los US CDC. (Ilustración modificada de Mattalloni y cols., 2014) 
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del 10% de niños de entre 6 meses y 5 años presentaron niveles de Pb superiores a 10 

µg/dl (Disalvo y cols., 2009). Luego de la implementación de las leyes de regulación, se 

encontró que para 2016, menos del 3% de los niños presentaban valores de Pb en sangre 

mayores a 10 µg/dl, pero el 13% superaba ahora el valor establecido “de referencia” por 

los US CDC en 2012 (Martins y cols., 2016). Posteriormente, en un estudio realizado en 

2015 se determinó que sólo el 3% de esa población presentaba niveles de Pb en sangre 

superiores a 5 µg/dl (resultados en prensa), revelando el impacto positivo de la 

implementación de políticas públicas relacionadas a la regulación de los usos de tóxicos 

ambientales.  

A partir de las evidencias planteadas, es de destacar que, si bien las 

intoxicaciones agudas con altas dosis de Pb son poco frecuentes en la actualidad, la 

exposición a concentraciones ambientales de este metal es frecuente, siendo los niños 

la población de mayor vulnerabilidad. Una excepción la constituye el reciente episodio 

de intoxicación en Flint, Michigan, EEUU, donde aumentó el porcentaje de niños con 

valores elevados de Pb en sangre debido al reemplazo de la fuente de suministro de 

agua de consumo, que resultó estar contaminada con este metal (Hanna-Attisha y cols., 

2016). Esto generó preocupación a nivel internacional por la falta de protocolos de 

seguridad orientados a controlar la calidad del agua para consumo humano.  

Por todo lo mencionado anteriormente y a pesar del esfuerzo continuo por 

reducir las fuentes de este metal mediante distintas regulaciones, la contaminación por 

Pb sigue representando una problemática de salud pública mundial y una preocupación 

para la comunidad científica internacional.  

Toxicocinética  

El Pb puede ingresar al organismo por distintas vías. La entrada por inhalación, y 

en menor medida cutánea, son frecuentes dentro del ámbito laboral, mientras que la 

digestiva es la que prevalece en la población en general. La fuente de exposición más 

común se produce a través de los alimentos y el agua. Los adultos absorben entre el 5 y 

el 15% del Pb que ingieren y retienen normalmente menos de 5% de lo que se absorbe. 

Los niños en cambio, absorben el 42% del Pb ingerido y retienen un 32%. Además, estos 

porcentajes pueden ser mayores ante deficiencia de calcio (Ca) o hierro ferroso (Fe), 
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especialmente en la población pediátrica (Ahamed & Siddiqui, 2007; Mahaffey, 1990; 

Ziegler y cols., 1978). 

Una vez que ingresa el organismo, se distribuye en la sangre, donde puede 

permanecer hasta un mes. De hecho, el nivel de Pb en sangre es el parámetro 

bioquímico utilizado como biomarcador de exposición de origen ambiental y 

ocupacional. Este metal presenta alta afinidad por el grupo hemo (Hem) de los 

eritrocitos, dada su característica de catión divalente capaz de reemplazar a elementos 

esenciales divalentes como el Ca, zinc (Zn) y el Fe. Desde el torrente sanguíneo se 

distribuye inicialmente hacia tejidos blandos como el cerebro, riñón e hígado, donde 

permanecerá alrededor de 40 días para luego depositarse en pelo y huesos, donde 

puede mantenerse por años. En los huesos y tejidos duros, sustituye al Ca de la 

hidroxiapatita y forma un depósito dinámico, que puede liberar nuevamente el metal a 

la sangre ante condiciones fisiológicas o patológicas, representando hasta un 50% del 

Pb circulante. Por ello, los huesos constituyen una importante fuente de exposición 

endógena, particularmente en adultos con acumulación por exposición ocupacional y 

en mujeres debido a la reabsorción ósea por embarazo, lactancia, menopausia u 

osteoporosis (Gulson y cols., 2003; Silbergeld y cols., 1988). De esta manera, el Pb puede 

encontrarse en distintos compartimentos del organismo: es decir los de intercambio 

rápido (como la sangre); medio (como los tejidos blandos); lento (en la fracción ósea 

intercambiable de huesos planos y diáfisis de huesos largos) y muy lento (como en los 

depósitos más profundos de los huesos largos).  

Finalmente, se excreta en mayor medida por vía renal a partir de filtración 

glomerular, mientras que alrededor de un tercio de la excreción total del Pb absorbido 

se produce por excreción fecal proveniente de las vías biliares (Curtis D. Klaassen, 2008). 

Otras vías de menor proporción la representan el sudor, lágrimas, saliva, uñas, dientes 

o leche materna.  

Cabe destacar que este metal es capaz de atravesar la barrera placentaria, 

encontrándose valores en sangre del cordón umbilical que se correlacionan con la 

plombemia materna (Al-Jawadi y cols., 2009; Goyer, 1996; Martins y cols., 2014). 
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Toxicidad  

Sobre diversos órganos y sistemas 

El Pb puede producir un espectro amplio de efectos adversos en los seres 

humanos, los cuales dependen tanto de la duración de la exposición como de la dosis. 

Se han reportado numerosos efectos perjudiciales en todos los sistemas: cardiovascular 

(Vaziri & Gonick, 2008), renal (Muntner y cols., 2003; Mitra y cols., 2017), óseo (Pounds 

y cols., 1991), hematopoyético (Vij, 2009), inmune (Theron y cols., 2012), respiratorio 

(Mitra y cols., 2017), gastrointestinal (Janin y cols., 1985), endócrino (Selevan y cols., 

2003) y reproductivo (Lamadrid-Figueroa y cols., 2007; Morán-Martínez y cols., 2013; 

Vigeh y cols., 2011).  

Si bien los mecanismos moleculares subyacentes de estos efectos sistémicos no 

se han dilucidado completamente, la generación de estrés oxidativo (EO) y el desbalance 

con el sistema antioxidante parece ser el factor unificador en la patogénesis de varias 

manifestaciones perjudiciales de la exposición a este metal (Patrick, 2006). A pesar de 

que no es un metal redox activo, el Pb produce la generación de radicales libres 

mediante dos vías alternativas, aunque relacionadas una con otra: por un lado, a través 

de la generación de especies reactivas del oxígeno (EROs), como hidroperóxidos, 

oxígeno singlete y peróxido de hidrógeno y por el otro, a través de la depleción directa 

de las reservas antioxidantes. En cuanto a las enzimas antioxidantes, éstas son 

metaloenzimas susceptibles a la competencia del Pb por el sitio del metal o a la 

inhibición del grupo tiol. A su vez, la disminución del péptido glutatión (GSH), principal 

componente antioxidante no enzimático, también puede resultar disminuido como 

consecuencia de una inhibición de grupos tioles por parte de dicho metal (Patrick, 2006; 

Virgolini y cols., 2019).  

Este desbalance redox causa inflamación en células endoteliales, daño a ácidos 

nucleicos, inhibe la reparación del ADN e inicia el proceso de peroxidación lipídica en 

membranas celulares, alterando su integridad, permeabilidad y funcionalidad (Patrick, 

2006), efectos que explican las alteraciones que produce en todos los sistemas del 

organismo.  
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En el sistema nervioso 

El Pb causa daños al sistema nervioso a través de diferentes maneras. A nivel 

morfológico altera el desarrollo neural, principalmente desde el período prenatal hasta 

la infancia. Numerosos mecanismos pueden explicar este fenómeno: interferencia en la 

formación de sinapsis (Cookman y cols., 1987), diferenciación prematura de células 

gliales o perturbación de las moléculas implicadas en la migración y diferenciación 

neuronal (Monnet-Tschudi y cols., 2006; Zurich y cols., 2002), alteración del 

metabolismo energético celular (Baranowska-Bosiacka y cols., 2017), inducción de 

procesos apoptóticos (He y cols., 2000; Mason y cols., 2014), alteración en la regulación 

de la transcripción de genes (Stansfield y cols., 2012), e incluso aumento de la 

peroxidación lipídica y modificaciones ultraestructurales en cerebro (Zhang y cols., 

2009). 

Por otro lado, el Pb como un agente neurotóxico puede interferir en la liberación 

de neurotransmisores, interrumpiendo la función de los sistemas dopaminérgicos, 

GABAérgicos o colinérgicos  (Davis, 1990; Devoto y cols., 2001). Dentro de la célula, este 

metal puede actuar como un sustituto del Ca en el metabolismo de segundos 

mensajeros (Goldstein, 1993) o incluso  interferir con la liberación del Ca de las 

mitocondrias (Simons, 1986), dando lugar a la formación de EROs, acelerando el daño 

mitocondrial, y facilitando la activación de procesos apoptóticos (Brookes y cols., 2004). 

Las intoxicaciones a altas concentraciones del metal y sus efectos sobre el SNC 

se presentan asociadas a neuropatías periféricas en adultos, con manifestaciones físicas 

patognomónicas que generalmente están relacionadas con intoxicaciones profesionales 

(Kumar y cols., 1987; Schwartz y cols., 2000), en tanto que las encefalopatías producto 

de la exposición a altos niveles de este metal en niños son raras y van acompañadas de 

convulsiones, edema cerebral y muerte (Bose-O’Reilly y cols., 2018; Hershko y cols., 

1984; Talbot y cols., 2018; World Health Organization, 2010). 

Sin embargo, las manifestaciones actuales más relevantes de los efectos 

adversos resultantes de la exposición a Pb son las que se producen a niveles bajos 

asociados con su presencia en el ambiente, resultando en efectos subclínicos, en 

particular en organismos en desarrollo.  Se ha reportado que la exposición a niveles 

ambientales de Pb produce deficiencia del desarrollo neurológico (Cecil y cols., 2008, 
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2011) y disminución del coeficiente intelectual en niños (Lanphear y cols., 2005), los que 

se traducen en déficits cognitivos o de atención, relacionándose con el trastorno de 

déficit de atención (TDAH) (Braun y cols., 2006; Froehlich y cols., 2009; Nigg y cols., 

2010), alteraciones en el aprendizaje (Canfield y cols., 2004; Grönqvist y cols., 2017; 

Magzamen y cols., 2015), hiperactividad o problemas de conducta como agresión y 

delincuencia (Bellinger y cols., 2018; Grönqvist y cols., 2017; Taylor y cols., 2016). Más 

aun, se encontró una correlación positiva entre la exposición prenatal al Pb con el 

comportamiento delictivo y el uso de drogas en la adolescencia (Dietrich y cols., 2001; 

Needleman y cols., 2002). 

Estas evidencias son las que confirman que este metal produciría una huella 

biológica en los sistemas de neurotransmisión, que condicionará una serie de cambios 

en la funcionalidad del SNC y que modificará futuras respuestas a agentes químicos o 

eventos desafiantes de la vida.  

Efectos sobre el sistema dopaminérgico 

La dopamina (DA) es un neurotransmisor que se genera a partir de la 

hidroxilación de la tirosina a L-3,4-dihidroxifenilalanina (L-DOPA) por la enzima tirosina 

hidroxilasa (TH), la cual es saturable, por lo tanto, es el paso limitante en el proceso de 

formación del neurotransmisor. La enzima L-DOPA descarboxilasa elimina un residuo 

carboxilo de la L-DOPA ,y se genera así DA, que es transportada al interior de vesículas 

citoplasmáticas por el transportador vesicular de monoaminas de tipo 2 (por sus siglas 

en inglés, vesicular monoamine transporter type-2, VMAT2) para evitar su autooxidación 

(Jones & Miller, 2008). El transportador de DA (DAT) presente en el terminal de las 

neuronas presinápticas recapta la DA desde el espacio sináptico hacia el interior celular, 

donde será almacenada en las vesículas a través de VMAT2 para su futura liberación. 

Estos sistemas actúan de manera coordinada para prevenir el exceso de DA en la 

hendidura sináptica y en el citoplasma, impidiendo su auto oxidación y la consecuente 

generación de EROs. 

La DA que no se almacena es metabolizada en el citoplasma por la enzima 

monoamino oxidasa (MAO) a 3,4-dihidroxifenilacetaldehído (DOPAL) y por la enzima 

aldehído deshidrogenasa (ALDH) a ácido 3,4-dihidroxifenilacético (DOPAC) que, a su vez, 

puede ser metabolizado a ácido homovanílico (HVA) por la catecol-o-metil transferasa 
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(COMT). Dependiendo del tipo de receptor al cual se une la DA, ésta puede ejercer 

efectos estimulantes o inhibitorios. Los receptores DAérgicos  pertenecen a la familia de 

receptores acoplados a proteína G y contienen 7 dominios transmembrana (Vallone y 

cols., 2000). Hasta el momento se han descripto 5 tipos de receptores DAérgicos en el 

ser humano que se dividen en dos grandes grupos: receptores tipo D1 (D1R) y tipo D2 

(D2R) (Beaulieu & Gainetdinov, 2011; Lindgren y cols., 2003).  Los receptores D1 y D5 

pertenecen a los D1R, y la unión de DA a estas proteínas desencadenará una cascada de 

señales estimulantes en las neuronas postsinápticas mediante la activación de la 

adenilciclasa (AC) y el aumento de la producción de monofosfato de adenosina cíclica 

(AMPc). Por otro lado, los receptores D2, D3 y D4, que pertenecen a los D2R, inhiben a 

la AC y en consecuencia disminuye la producción de AMPc (efecto inhibitorio sobre 

neuronas pre y postsinápticas). Cabe destacar que la activación de D2R sobre las 

neuronas presinápticas ejerce un efecto de retroalimentación negativo, puesto que la 

inhibición de AC causa una disminución de la actividad de TH con la consiguiente 

disminución en la formación de DA (Lindgren y cols., 2003).  

La neurotransmisión DAérgica participa en procesos de memoria, motivación, 

recompensa, locomoción, adicción, entre otros (Beaulieu & Gainetdinov, 2011). Diversas 

investigaciones han aportado evidencias señalando al sistema DAérgico como un posible 

sitio blanco en la neurotoxicidad inducida por Pb (Cory-Slechta, 1995; Cory-Slechta & 

Widzowski, 1991; NourEddine y cols., 2005; Pokora y cols., 2002; Tavakoli-Nezhad y 

cols., 2001). Más aun, se han reportado múltiples blancos DAérgicos sensibles a la acción 

tóxica del Pb, que pueden ser afectados simultáneamente, aumentando la 

vulnerabilidad de la neurotransmisión DAérgica a la toxicidad de este metal (White y 

cols., 2007). Particularmente, NourEddine (2005) reportó que 1000 ppm de Pb en ratas 

durante el desarrollo produce una disminución de la síntesis y liberación de DA, así como 

una inhibición del receptor postsináptico D2 (NourEddine y cols., 2005). Tavakoli-

Nezhad demostró que la exposición postnatal a Pb disminuye la tasa de disparo de 

neuronas DAérgicas en cerebro medio (Tavakoli-Nezhad y cols., 2001).  Por su parte, 

Cory-Slechta (1995) reportó que el Pb afecta a diversos procesos en el sistema DAérgico, 

como la síntesis y la recaptación de DA, así como el número y la función de los receptores 

de DA (Cory- Slechta 1995). Por otro lado, Pokora y cols (2002) demostraron que la 

exposición a bajos niveles de Pb en el período posnatal disminuye los sitios de unión a 



  Introducción 

 Bioq. Paula A. Albrecht     11 

 

DA preferentemente en núcleo accumbens (NAc), un área estrechamente relacionada 

con el circuito de recompensa (Pokora y cols., 2002). 

Cabe destacar que diferentes mecanismos pueden subyacer a la exposición a Pb 

y variar en función del período del desarrollo en el que se produce dicha exposición, 

afectando la magnitud y la dirección de los efectos del Pb, los cuales estarán también 

condicionados por la dosis, la duración de la exposición y el modelo animal utilizado 

(Verstraeten y cols., 2008). 

Plomo y adicción a drogas   

Diversos factores como la disponibilidad de una droga, variables genéticas, 

eventos estresantes, o determinados estímulos asociados al consumo pueden 

predisponer la transición del uso de drogas hacia el abuso de estas sustancias (Volkow 

& Li, 2004). Más aun, la exposición a toxinas como el Pb, estaría jugando un rol en este 

proceso (Jones & Miller, 2008).  

Existen numerosos reportes en animales de experimentación que relacionan la 

exposición a Pb, tanto en la edad temprana como adulta, con respuestas diferenciales 

ante determinadas noxas o situaciones aversivas en etapas posteriores de la vida.  

A este respecto, se ha demostrado que este metal genera un aumento no sólo 

del nivel basal de corticosterona (hormona que se libera ante situaciones de estrés en 

roedores, y de función análoga al cortisol en humanos), sino también de su liberación 

ante determinados estresores, lo que referiría a una mayor reactividad de individuos 

expuestos a Pb ante situaciones estresantes (Cory-Slechta y cols., 2004; Virgolini y cols., 

2004). En concordancia con estos resultados, Haider y cols demostraron el mismo efecto 

ansiogénico cuando se administró Pb en la etapa adulta (Haider y cols., 2013). 

En otras evidencias se ha reportado que animales expuestos a este metal, ya sea 

en etapa adulta como durante el desarrollo, manifiestan una respuesta diferencial 

frente a drogas de abuso como cocaína (Nation y cols., 2003, 2004; Rocha y cols., 2005), 

etanol (EtOH) (Correa y cols., 2000; Mattalloni y cols., 2013; Virgolini y cols., 1999), 

anfetamina (Virgolini y cols., 2004) y opioides como morfina (Baranowska-Bosiacka y 

cols., 2016; Listos y cols., 2013) o metanfetamina (Rocha y cols., 2008). Estas evidencias 

sientan las bases de la hipótesis que relaciona la exposición a Pb con una mayor 

vulnerabilidad del SNC a drogas de abuso. 
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En cuanto a estos efectos en animales de experimentación, se ha demostrado 

una mayor respuesta locomotora ante una dosis de anfetamina coincidente con el 

mayor nivel de corticosterona en animales expuestos a Pb durante el desarrollo 

(Virgolini y cols., 2004). Estos efectos pueden deberse a los que produce el Pb tanto 

sobre el sistema DAérgico (Cory-Slechta & Widzowski, 1991; Gupta & Gill, 2000; Jones & 

Miller, 2008) como en la regulación de los niveles de corticosterona (Cory-Slechta y cols., 

2004, 2008; Haider y cols., 2013; Virgolini y cols., 1999, 2004). 

En relación a cocaína, se reportó que  la exposición prenatal a Pb incrementó el 

nivel de autoadministración de la droga en un paradigma de conducta operante (Rocha 

y cols., 2005). Efectos similares se obtuvieron al evaluar el comportamiento frente a 

derivados opioides. Cuando la exposición al metal se produjo durante el desarrollo, se 

observó un aumento en la locomoción en respuesta a morfina (Miller y cols., 2000). 

Respecto a las propiedades reforzantes de dicha droga, se reportó que el Pb durante el 

desarrollo generó síntomas de abstinencia más pronunciados así como una mayor 

tolerancia (Baranowska-Bosiacka y cols., 2016; Listos y cols., 2013), lo que sugeriría un 

papel potenciador de la exposición perinatal a Pb en el desarrollo de la dependencia a 

la morfina.  

Las evidencias mencionadas ponen de manifiesto que los animales expuestos a 

Pb durante el desarrollo presentan una reactividad diferencial a los efectos adictivos de 

las drogas, lo cual podría estar vinculado a una alterada funcionalidad de los sistemas 

relacionados a las propiedades reforzantes de las drogas de abuso, incluyendo al 

DAérgico.  

En la próxima sección se abordará el estudio del EtOH, una droga de abuso que, 

al igual que otras sustancias, favorece la liberación de DA en el circuito de la 

recompensa.  

 

ETANOL 

Es conocido que el alcohol etílico o EtOH, es una droga de venta libre, de 

consumo masivo y de gran aceptación por la población en general, principalmente entre 

los jóvenes. La iniciación del consumo en este periodo implica consecuencias adversas 

en la salud a corto y largo plazo, y puede converger en desórdenes del uso del alcohol 
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(alcohol use disorders, por sus siglas en inglés, AUD), lo que supone importantes costos 

económicos y sanitarios para la sociedad (revisado en Smit y cols., 2018). El uso y abuso 

de EtOH contribuye a múltiples complicaciones médicas, como daño en diversos 

órganos y sistemas. Su consumo también representa un problema durante el embarazo, 

ya que da lugar al espectro del síndrome fetal del alcoholismo, la forma más común de 

discapacidad mental causada por EtOH y que afecta a 7 de cada 1000 niños (Niccols, 

2007). Distintos programas de investigación, como el abordado por el Instituto Nacional 

del Alcohol y Alcoholismo (NIAAA) se focalizan en una mejor comprensión de los efectos 

adversos y del consumo excesivo de esta droga (www.niaaa.nih.gov). En la última 

revisión de la Organización Mundial de la Salud (World Health Organization, 2018), se 

informó que en el 2016, el consumo nocivo de alcohol causó unas 3 millones de muertes 

(5,3% del total de muertes registradas) en el mundo. De esas, 2,3 millones se atribuyeron 

a los hombres y 0,7 millones a las mujeres. La mortalidad resultante por consumo de 

alcohol fue mayor que la causada por enfermedades como la tuberculosis, la infección 

por el VIH/SIDA y la diabetes. Los jóvenes fueron más afectados por el alcohol que las 

personas mayores, ya que el 13,5% de las muertes entre los 20 y los 39 años se 

atribuyeron al alcohol (World Health Organization, 2018). 

El uso y el abuso de esta droga no sólo genera consecuencias perjudiciales para 

la salud física y mental de las personas afectadas (Nutt y cols., 2007) sino que también 

produce graves repercusiones sociales y económicas, ocasionando que a escala mundial 

el 10% del producto bruto de una nación industrializada se gasta en relación con el uso 

y abuso de esta sustancia (Spanagel, 2009). 

Toxicocinética  

En organismos superiores, el EtOH ingresa principalmente por via oral y por el 

tracto gastrointestinal llega hasta el estómago, donde se absorbe alrededor del 20%, y 

finalmente hasta el intestino delgado, sitio donde será absorbido el 80% restante 

(Zakhari, 2006). Una vez en sangre, por la vena porta alcanza el hígado, donde es oxidado 

en un proceso de dos pasos. En primer lugar, se transforma a acetadehído (ACD) 

principalmente por la enzima alcohol deshidrogenasa (ADH), y luego a ácido acético por 

la ALDH isoforma 2 (ALDH2). Ambas reacciones son dependientes de la reducción del 

cofactor de nicotin adenin dinucleótido (NADH), por lo tanto, la reoxidación de este 
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compuesto en el complejo I mitocondrial es el paso limitante de la reacción. Si bien el 

ACD se oxida a ácido acético por acción exclusiva de la ALDH2, el primer paso de EtOH a 

ACD puede ser llevado a cabo no sólo por ADH sino también por la enzima microsomal 

CYP2E1 (Ramchandani y cols., 2001). CYP2E1 pertenece al complejo enzimático 

citocromo P450 y al ser inducible, cobra relevancia en situaciones de consumo crónico 

de EtOH o cuando existen altas concentraciones de la droga en sangre (Montoliu y cols., 

1994, 1995; Sun y cols., 2001). Otra vía de metabolización hepática que se da en menor 

medida es por la enzima antioxidante catalasa (CAT) cuando existe consumo crónico de 

EtOH debido a la generación de H2O2 en regiones del hígado, lo que induce una mayor 

actividad de esta enzima (Misra y cols., 1992). 

Es importante mencionar que una fracción del EtOH circulante puede penetrar a 

través de la barrera hematoencefálica (BHE) por su capacidad de atravesar las 

membranas biológicas. Además, cabe destacar que el ACD generado en hígado no 

ingresaría al SNC debido a la alta actividad de ALDH hepática y a la presencia de esta 

enzima en la células endoteliales de la BHE (Zimatkin, 1991). Por lo tanto, sólo bajo 

condiciones de intoxicación grave ingresarían pequeñas cantidades de ACD sistémico al 

SNC. Dado que la isoenzima de ADH responsable de metabolizar al EtOH no está 

presente en cerebro en cantidades sustanciales (Galter y cols., 2003), éste se metaboliza 

in situ a ACD en un 70% por la enzima CAT  (Aragon y cols., 1992; Jamal y cols., 2007; 

Smith y cols., 1997) mientras que entre el 10 y 20% se metaboliza por CYP2E1 (Zimatkin 

y cols., 1998, 2006). Posteriormente, y al igual que en el hígado, se transforma a ácido 

acético por la enzima ALDH (ver figura 2). 

Figura 2. Metabolismo del etanol: órganos y enzimas implicadas.   
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En cuanto al ACD, se ha descripto que su presencia a nivel periférico está 

asociada con los síntomas aversivos que produce el alcohol, conocido como “flushing”, 

que se manifiesta como dolor de cabeza, enrojecimiento facial, náuseas, etc. En relación 

a esto, las primeras terapias orientadas al tratamiento del alcoholismo se basaron en 

favorecer la acumulación de este metabolito en sangre. El disulfiram, inhibidor de ALDH, 

exacerba los síntomas de aversión al ACD y, por tanto, es considerada una droga 

disuasiva para el consumo de EtOH (Hald & Jacobsen, 1948).  

Sin embargo, existe una cantidad importante de estudios, como se mencionará 

más adelante, que proponen que el ACD generado a nivel cerebral por la enzima CAT 

exhibe propiedades motivaciones y reforzantes y participan en mayor o menor medida 

en los efectos placenteros y reforzantes que genera el EtOH.  

Efectos del etanol 

El consumo y abuso del EtOH genera una multiplicidad de complicaciones en el 

organismo. La Organización Mundial de la Salud reportó en 2018 una serie de 

consecuencias médicas en los que el uso problemático de alcohol tuvo incidencia (World 

Health Organization, 2018). Esta es una droga que tiene el potencial de afectar 

prácticamente a todos los órganos y procesos bioquímicos del cuerpo humano. 

El EtOH produce daños en las células y órganos como resultado de la generación 

de radicales libres, alteración endócrina, o cambios en las membranas plasmáticas 

celulares (Goldstein, 1986; Nordmann y cols., 1992; Van Thiel & Gavaler, 1990). Si bien 

a nivel periférico el principal órgano afectado es el hígado (Lieber y cols., 2004), esta 

droga produce efectos nocivos en otros órganos y sistemas, como el cardiovascular 

(Hillbom, 1999; Kolovou y cols., 2006), gastrointestinal (Monographs on the Evaluation 

of Carcinogenic Risks to Humans: Alcohol Drinking, 1988), reproductivo (Li y cols., 2003), 

entre otros. El metabolismo oxidativo del EtOH por ADH y ALDH genera un incremento 

en la demanda de oxígeno, y en consecuencia un desbalance redox del organismo en 

general. 

A nivel del SNC, el EtOH es considerado un depresor no selectivo que genera 

efectos bifásicos y opuestos: durante el escalamiento de los niveles de alcohol en sangre 

se producen efectos estimulantes motores y ansiolíticos (euforia, relajación y 

desinhibición) que a dosis mayores son reemplazados por sus efectos sedantes (Hendler 
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y cols., 2013; Pohorecky, 1977). En numerosos estudios en animales se ha intentado 

determinar el mecanismo de acción que explique las propiedades del EtOH, sin 

embargo, las bases neurobiológicas aún no están totalmente dilucidadas. Esto se debe 

a que esta droga presenta un mecanismo de acción muy complejo que produce cambios 

en la composición lipídica de las membranas y actúa tanto de manera directa como 

indirecta, interfiriendo con proteínas receptoras o efectoras de la mayoría de los 

sistemas de neurotransmisión (DA, ácido gamma-aminobutírico (GABA), glutamato 

(GLU), péptidos opioides y adenosina), incluso a altas concentraciones (Acquas y cols., 

2019). Además, es conocido que el EtOH a dosis bajas facilita la liberación de DA y GLU 

(Gass & Olive, 2008; Moghaddam & Bolinao, 1994; Szumlinski y cols., 2007), 

neurotransmisores relacionados con las propiedades reforzantes y estimulantes de 

drogas de abuso, mientras que a dosis altas la liberación de GLU disminuye (Gass & Olive, 

2008; Moghaddam & Bolinao, 1994; Piepponen y cols., 2002; Yan y cols., 1998), lo que 

produce analgesia e interviene una activación del sistema GABAérgico  (Mihic y cols., 

1997; Tabakoff & Hoffman, 2013), que genera sedación e inhibe la liberación inicial de 

DA.  

En base a estas evidencias, el EtOH ejercería su acción primaria a través de varios 

sistemas de neurotransmisión/neuromodulación del SNC, que incluye al receptor 

glutamatérgico NMDA, el GABAA, el receptor de glicina, el receptor serotoninérgico 5-

HT3 y los receptores nicotínicos de acetilcolina (Ach) (revisado en Vengeliene y cols., 

2008). Las diferencias innatas en el funcionamiento de estos sistemas cerebrales, que 

definen las propiedades de reforzamiento del EtOH, contribuyen a una respuesta 

individual a esta droga. 

En conclusión, los efectos psicotrópicos agudos del EtOH están mediados por la 

compleja interacción con los diversos sistemas de neurotransmisión anteriormente 

mencionados. Tras el “primer golpe” de esta sustancia, se inicia una segunda ola de 

efectos indirectos en diversos sistemas de neurotransmisores/neuropéptidos, lo que 

conduce finalmente a efectos conductuales del EtOH, que van desde la desinhibición a 

la sedación (Spanagel, 2009; Vengeliene y cols., 2008). 

Se ha relacionado a la fase de adquisición del consumo de drogas con sus efectos 

reforzantes positivos, es decir, los efectos placenteros que promueven el consumo 

reiterado de la sustancia y que se experimentan inicialmente durante la ingesta de la 
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droga, proceso mediado por la estimulación de las neuronas DAérgicas del circuito 

mesocorticolímbico. Esta área cerebral se encuentra localizada en la parte anterior del 

cerebro y está conformado por las proyecciones de neuronas DAérgicas cuyos somas se 

ubican en el área tegmental ventral (ATV) y proyectan hacia el NAc. Este sistema actúa 

como un circuito motivacional que traduce los estímulos biológicos y 

farmacológicamente relevantes en respuestas conductuales (Douaihy & Glance, 2013; 

Koob & Volkow, 2016). 

La neurotransmisión DAérgica en el sistema mesocorticolímbico es modulada, entre 

otros, por el receptor µ-opioide (MOR; también conocido como MOR1), que se 

encuentra en la membrana de interneuronas GABAérgicas. El tono inhibitorio que 

ejercen estas interneuronas sobre los cuerpos celulares DAérgicos de ATV, es impedido 

por la activación de MOR en las neuronas del GABA por medio de opiáceos endógenos, 

lo que en última instancia resulta en un aumento de la liberación de DA. Se ha 

demostrado que el EtOH induce la liberación de opiáceos endógenos y por lo tanto 

impulsa la liberación de DA en NAc (ver figura 3), generando como consecuencia una 

activación del sistema DAérgico mesolímbico, proceso clave para sus efectos reforzantes 

(Ben Hamida y cols., 2017; Heilig y cols., 2011; Xiao y cols., 2007).  

 Entre las evidencias que apoyan el rol de los sistemas DA y opioide endógeno en 

la modulación de las propiedades estimulantes y reforzantes de EtOH, se ha descripto 

que tanto EtOH como ACD estimulan a las neuronas DAérgicas de ATV, lo cual es 

prevenido por el tratamiento con 4-metilpirazol (inhibidor de la formación de ACD)  

(Foddai y cols., 2004) o penicilamina, (Enrico y cols., 2009), un agente quelante de ACD. 

Se ha demostrado además que ACD per se es un potente reforzador cuando es 

Figura 3. Mecanismo de acción del EtOH por el que se induce la liberación de DA en el sistema mesocorticolímbico. 
(Ilustración modificada de Heilig y cols., 2011) 
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autoadministrado en ATV en ratas que naturalmente prefieren EtOH (Rodd-henricks y 

cols., 2002). Asimismo se ha demostrado que microinyecciones de EtOH o ACD en ATV 

posterior resultaron en un aumento de la actividad locomotora en ratas, la cual fue 

suprimida por el bloqueo de los receptores opioides con el antagonista no selectivo 

naltrexona o el antagonista selectivo de receptores µ-opioides, ß-funaltrexamina 

(Sánchez-Catalán y cols., 2009). Inclusive, antagonistas opioides no selectivos 

administrados sistémicamente son capaces de reducir de una manera dosis-

dependiente la actividad locomotora inducida por EtOH en ratones (Camarini y cols., 

2000; Sanchis-segura y cols., 2004), sugiriendo que el sistema opioidérgico 

(particularmente el µ-opioide) juega un rol crucial en la activación locomotora inducida 

por EtOH y sus derivados (Hall y cols., 2001; Pastor y cols., 2005).  

Etanol como droga de abuso 

Trastornos de uso compulsivo de etanol: concepto de adicción, reforzamiento y 

factores de riesgo asociados. 

La adicción se define como un estado en el que el consumo de drogas condiciona 

todas las actividades de la vida del usuario. El paciente adicto puede perder la 

compatibilidad social (por ejemplo, la pérdida de la pareja y los amigos, la pérdida del 

trabajo, la ejecución de un delito) (Spanagel, 2009). El trastorno de uso compulsivo de 

EtOH surge de una compleja red de factores individuales, sociales, culturales y 

biológicos.  

Las características conductuales del AUD incluyen el uso compulsivo de EtOH, el 

deseo de consumir esta droga y las recaídas crónicas que pueden ocurrir incluso después 

de años de abstinencia. Este trastorno está definido por el Manual Diagnostico y 

Estadístico de los Trastornos Mentales (“Diagnostic and Statistical Manual of Mental 

Disorders (DSM-5)”, 2013) y por la Clasificación Internacional de Enfermedades 

(International Classification of Disease, por sus siglas en inglés, ICD) en función de un 

criterio operacional: el uso continuado de EtOH, a pesar de las consecuencias negativas 

psicológicas, biológicas, conductuales y sociales, un determinado número de veces 

dentro de un período de 12 meses, califica para este diagnóstico. Si se cumple más de 

uno de los criterios establecidos, el trastorno por consumo de alcohol se diagnostica 
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según el DSM-5, y la gravedad se mide por el número de criterios cumplidos. En el ICD-

11, estos trastornos se diagnostican como "dependencia del alcohol" o como un "patrón 

nocivo de consumo de alcohol", en la cual la dependencia es la manifestación más 

severa (Carvalho y cols., 2019; Saunders y cols., 2019; World Health Organization, 1992). 

El AUD representa un trastorno crónico, progresivo y recidivante que avanza 

desde la experimentación inicial con la droga hasta la dependencia al consumo de la 

misma (Heilig & Egli, 2006; Koob & Le Moal, 2008; Koob & Volkow, 2010; Spanagel, 

2009). La iniciación incluye borracheras acompañada de desinhibición y 

comportamiento pro-social, y respuestas autonómicas (como aumento del ritmo 

cardíaco). Esta sensación placentera y de euforia se traduce en un reforzamiento 

positivo del consumo de EtOH, que se experimenta en las etapas iniciales de consumo, 

lo que aumenta la probabilidad, frecuencia y magnitud de la conducta del consumo 

subsiguiente.  

Durante la abstinencia de EtOH y posterior al consumo crónico, se produce 

disforia (en contraposición a la euforia) que se manifiesta como ansiedad. Estos efectos 

disfóricos pueden ser de naturaleza fisiológica (por ejemplo, hipertermia, taquicardia, 

síntomas de resaca, etc.) o asociados a secuelas de comportamientos sociales negativos 

en búsqueda de la droga; el aumento de los síntomas de disforia determina que el 

individuo intenta aliviar este estado recurriendo al EtOH nuevamente. Esto explica que 

esencialmente durante las primeras etapas del AUD predomine el refuerzo positivo, 

mientras que en las etapas posteriores del AUD adquiera preponderancia el refuerzo 

negativo (Koob & Le Moal, 2008; Koob & Volkow, 2010, 2016).  

Como se dijo previamente, si bien las variables genéticas cobran especial 

relevancia, el hecho de que las tasas de concordancia sean menores al 50%, indicaría 

que factores de riesgo ambientales e interacciones genético-ambientales también 

contribuyen a la aparición y persistencia de estos trastornos (Carvalho y cols., 2019).  

Entre los múltiples factores que pueden predisponer a que un individuo 

desarrolle un AUD, se han identificado variaciones en alelos de las enzimas implicadas 

en el metabolismo del EtOH: la ADH (media la oxidación de EtOH a ACD a nivel periférico) 

y la ALDH2 (que convierte el ACD en ácido acético, tanto a nivel periférico como central). 

Se conocen dos alelos distintos de esta última enzima: ALDH2*1 y ALDH2*2. Al respecto, 

portadores del alelo 2 desarrollan un metabolismo alterado del EtOH con una 
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acumulación de ACD a nivel periférico que se ve impedido de metabolizarse por 

inactividad de la enzima. Los efectos adversos incluyen dolor de cabeza, enrojecimiento, 

sudoración, náuseas y vómitos, o taquicardia, todos efectos que reducen la probabilidad 

de desarrollar AUD (Li y cols., 2012; Peng & Yin, 2009). Este polimorfismo es poco 

frecuente en países europeos pero puede llegar a alcanzar hasta un 40 % en algunas 

poblaciones de Asia del Este (Li y cols., 2009). Por otro lado, polimorfismos en la ADH 

(como ser la portación de la isoforma ADH1B*2) también protegen contra el desarrollo 

de AUD (Peng & Yin, 2009; Tawa y cols., 2016). 

Respecto a variables medioambientales, se sabe que diversas noxas como 

pesticidas (paraquat, rotenona, organoclorados), disruptores endócrinos (por ejemplo 

Bisfenol A) o metales pesados (Mn, Pb, cadmio[Cd]) pueden predisponer a una alterada 

vulnerabilidad al consumo de drogas a través de alteraciones del sistema de 

neurotransmisión DAérgico (revisado en Jones and Miller, 2008). 

En este sentido, adquiere relevancia en esta tesis estudiar la influencia que 

podría ejercer la exposición a Pb en el desarrollo en las respuestas al EtOH.  

Teorías sobre los mecanismos neurobiológicos que median los efectos del etanol 

Estudios recientes se enfocan tanto en el efecto que ejerce el EtOH sobre el SNC 

como también en la participación de sus metabolitos en los efectos motivacionales de 

esta droga. Más aun, existen teorías extremas y otras más moderadas que difieren sobre 

cuál sustancia sería la responsable de las propiedades reforzantes de las bebidas 

alcohólicas: si el EtOH per se o el ACD formado a nivel cerebral.  

Por una parte, se sostiene que es el EtOH quien ejerce sus propiedades en el SNC 

afectando a numerosos sistemas de neurotransmisión, puesto que no se ha demostrado 

que el ACD cruce la BHE y además que éste se produce en concentraciones que serían 

insuficientes para mediar los efectos de la intoxicación por EtOH (Deitrich, 2004; Peana 

& Acquas, 2013). 

Sin embargo, quienes apoyan la teoría del ACD cerebral como responsable de los 

efectos reforzantes del EtOH, aducen que este último actuaría como una “pro-droga”, 

sugiriendo que sus propiedades activadoras se deben a las acciones centrales de sus 

metabolitos, independientemente de que su generación se produzca de manera central 

o periférica (Karahanian y cols., 2015; Quertemont y cols., 2005). En este último caso, 
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según esta teoría, los niveles plasmáticos de ACD tras la ingestión de EtOH alcanzarían 

concentraciones suficientes para actuar significativamente sobre neuronas del SNC 

(Raskin, 1975). La teoría más conciliadora se sitúa entre las dos anteriores, y plantea que 

los efectos son mediados por el propio EtOH en combinación con sus metabolitos 

producidos en el cerebro a partir del metabolismo local del EtOH, y que ambas partes 

actuarían sobre el sistema DAérgico mesolímbico de manera sinérgica (Deehan y cols., 

2013; Peana y cols., 2017; Quertemont & Didone, 2006). 

Por otro lado, se plantea el interrogante sobre cuál es el mecanismo concreto 

mediante el cual el ACD podría ejercer sus propiedades reforzantes, dado que su vida 

media es corta y que no existen hasta el momento receptores específicos para este 

metabolito. Sobre este campo ha cobrado relevancia la participación del salsolinol (SAL), 

una tetrahidroisoquinolina que se forma por condensación enzimática o no enzimática 

(reacción de Pictet-Spengler) de DA y ACD. El SAL (1-metil-6,7-dihidroxi-1,2,3,4-tetra-

hidroisoquinolina) es una sustancia endógena que puede formarse en cerebro, líquido 

cerebro espinal, sangre y orina (Naoi, 2004), llevando a una formación racémica de los 

enantiómeros (R) y (S) (Melchior y cols., 1982; Możdżeń y cols., 2015; Musshoff y cols., 

2000). Quintanilla y cols demostraron que el enantiómero (R) (y no así el [S]), induce 

preferencia condicionada a un sitio, sensibilización locomotora y un marcado 

incremento del consumo voluntario de EtOH (Quintanilla y cols., 2016). Más aun, se 

observó que SAL, al igual que EtOH y ACD, posee propiedades reforzantes, incluso a dosis 

mucho menores que éstos (Rodd y cols., 2008). Además, su administración sistémica 

indujo preferencia condicionada a un sitio, que fue atenuada por el bloqueo de 

receptores µ y δ-opioides (Hipólito y cols., 2011; Matsuzawa y cols., 2000). Incluso, 

cuando fue inyectado en ATV posterior indujo hiperlocomoción (Hipólito y cols., 2010), 

preferencia condicionada a un sitio, e incrementó los niveles de DA en NAc, lo que fue 

prevenido por un antagonista de receptores µ-opioides, apoyando la hipótesis de la 

implicancia de estos receptores en los efectos derivados de SAL (Hipólito y cols., 2011). 

En relación a esto, resultados obtenidos por experimentos in vitro demostraron que SAL, 

al igual que EtOH y ACD, exacerba la tasa de disparo de neuronas DAérgicas de ATV 

(Melis y cols., 2015; Xie y cols., 2012), y que efectivamente es capaz de activar 

receptores µ-opioides, en las mismas dosis en las que ejerce sus efectos neuroquímicos 

y conductuales (Berríos-Cárcamo y cols., 2017, 2019).  
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Estos resultados apoyarían tanto la participación de SAL en la activación de 

neuronas DAérgicas de ATV luego de la administración de EtOH, como la idea de que 

éste sería un efecto indirecto mediado por la activación de receptores µ-opioides 

localizados en las neuronas GABA de ATV (Acquas y cols., 2019; Cavallaro y cols., 2018; 

Melis y cols., 2015). 

En secciones anteriores, se ha mencionado el rol del sistema opioidérgico en las 

respuestas al EtOH y ACD cuando éstos son administrados en áreas límbicas.  

 

PLOMO Y ETANOL  

Es conocido que tanto Pb como EtOH son neurotóxicos que pueden actuar de 

manera sinérgica. Numerosas investigaciones avalan la existencia de una interacción 

entre la exposición al Pb y esta droga de abuso.  

A nivel bioquímico, Flora y cols reportaron evidencias de que la coexposición a 

estos neurotóxicos produce una elevación pronunciada de la peroxidación lipídica 

hepática, depleción de los niveles sanguíneos de Ca y Mg y aumento de la plombemia;  

incluso el EtOH potenciaría el efecto tóxico producido por Pb en el hígado y en el sistema 

hematopoyético (Flora y cols., 1991). A su vez, el mismo grupo de investigación reportó 

en 2012 que la exposición concomitante a dosis de 10% de EtOH y 0,1% de acetato de 

Pb en el líquido de bebida provoca alteraciones en los mecanismos de defensa 

antioxidante (disminución de actividad de enzimas como CAT y superóxido dismutasa, 

reducción en los niveles de glutatión peroxidasa), así como un aumento sinérgico en la 

generación de EO y marcadores proapoptóticos (Flora y cols., 2012), todo lo cual puede 

producir neurodegeneración mediada por EO debido a la presencia concomitante de 

ambos tóxicos.  

A nivel conductual, se ha demostrado que el Pb administrado en la etapa adulta 

genera una atenuación en los efectos del EtOH, ya sea por una menor tasa de palanqueo 

en un esquema de autoadministración oral (Nation y cols., 1991), como una atenuación 

de la analgesia dependiente de la dosis producida por la droga (Burkey y cols., 1994). Sin 

embargo, en un esquema de consumo voluntario de alcohol, animales adultos 

expuestos a Pb mostraron una ingesta incrementada (Nation y cols., 1986), así como una 

mayor actividad locomotora (Correa y cols., 1999, 2000) luego del consumo de la droga. 
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Estos resultados fueron replicados por nuestro grupo de investigación en animales 

periadolescentes expuestos a Pb durante el desarrollo. Específicamente, cuando la 

exposición transcurrió durante el desarrollo, se observó una respuesta diferencial frente 

a EtOH, que se evidenció como un mayor consumo de la droga (Virgolini y cols., 1999), 

mayor actividad locomotora luego de la última sesión de consumo de EtOH (Mattalloni 

y cols., 2013, 2017), y una mayor tasa de autoadministración de la droga (Mattalloni y 

cols., 2013). A partir de estos resultados, propusimos a las enzimas que metabolizan el 

EtOH como un mecanismo de acción común entre ambos tóxicos. Esta hipótesis fue 

abordada a través de la manipulación tanto farmacológica (Mattalloni y cols., 2013) 

como genética (Mattalloni y cols., 2019a) de CAT, así como de ALDH (Mattalloni y cols., 

2017; Mattalloni y cols., 2019b), donde en ambos casos se promovió la acumulación de 

ACD cerebral, lo que se evidenció como una potenciación en el consumo de EtOH y la 

actividad locomotora en las ratas expuestas a Pb (revisado en Virgolini y cols, 2019).  

En conjunto, todas las evidencias en roedores demuestran que la exposición 

temprana a Pb genera una impronta en los organismos vivos, que puede provocar una 

respuesta diferencial frente al EtOH en etapas posteriores de la vida. Es de interés 

evaluar si estos efectos se evidencian también en otros modelos animales como los 

invertebrados, los cuales, a pesar de su simplicidad, presentan una alta homología 

genética con los seres humanos. 

 

EL NEMATODO C. elegans COMO ORGANISMO MODELO 

Historia 

Caenorhabditis elegans es un nematodo pequeño, de 1 mm de largo en su 

estadio adulto, que en la naturaleza habita en el suelo y coloniza hábitats ricos en 

microorganismos, como las plantas y frutas en descomposición alimentándose 

principalmente de bacterias (Félix & Braendle, 2010; Frézal & Félix, 2015). El nombre de 

este nematodo proviene del griego y del latín y significa “Caeno”-nuevo, “rhabditis”-

forma de caña o vara, “elegans”-elegante, por lo que se podría traducir como “nuevo 

gusano con forma de vara elegante”. 

Los primeros informes científicos sobre el uso de los nematodos han aparecido 

en la literatura hace más de 100 años (Maupas, 1900). Subsiguientes reportes datan de 
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1940, donde Victor Nigon de la Universidad de Lion, Francia, recolectó la cepa 

denominada Bergerac (Nigon, 1949). Algunos años más tarde, se aisló la cepa Bristol de 

una muestra de compost de Bristol, Inglaterra (Nicholas y cols., 1959). Sin embargo, no 

fue hasta 1974 cuando el renombrado científico Sydney Brenner obtuvo la línea N2 

derivada de la cepa Bristol, y presentó a este organismo como un modelo animal para el 

estudio de aspectos moleculares de biología del desarrollo y neurobiología. Brenner lo 

propuso como un modelo biológico emergente, dado la simplicidad de su sistema 

nervioso y la facilidad con que podía ser manipulado (Brenner, 1974). Hasta ese 

momento, la utilización de organismos más simples como virus y bacterias ya habían 

permitido grandes avances en materia de genética y biología molecular. Estos 

microrganismos ofrecían la oportunidad de trabajar con una gran cantidad de individuos 

en poco tiempo. Sin embargo, a pesar que en ese momento ya existían otros modelos 

animales bien consolidados, como el ratón Mus musculus o la mosca Drosophila 

melanogaster, C. elegans representaba el equilibrio justo entre la sencillez de su uso y 

fácil mantenimiento en el laboratorio, con lo complejo de su biología. Tal fue el aporte 

de sus investigaciones que, en 2002, los Dres. Sydney Brenner, Robert Horvitz y John 

Sulston fueron reconocidos con el premio Nobel de Fisiología y Medicina por sus 

estudios sobre el proceso de apoptosis o muerte celular programada (Brenner, 2002; 

Sulston & Hodgkin, 1988). Más aun, por estudios relacionados a C. elegans, en 2006 

fueron galardonados Andrew Fire y Craig Mello por el descubrimiento del ARN de 

interferencia (ARNi) (Fire, 2007) y en 2009 Martin Chalfie por la aplicación de la proteína 

verde fluorescente (GFP, por sus siglas en inglés, green fluorescence protein) en el 

estudio de la expresión génica (Chalfie, 2009). Este nematodo, además, se convirtió en 

el primer organismo multicelular cuyo genoma fue completamente secuenciado 

(Consortium The C. elegans Sequencing, 1998) y su conectoma descripto (White y cols., 

1986). 

Desde entonces, los estudios con C. elegans han permitido descubrimientos 

fundamentales en neurociencia, desarrollo, transducción de señales, muerte celular, 

envejecimiento e interferencia de ARN (Antoshechkin & Sternberg, 2007; Leung y cols., 

2008). Interesantemente, en la actualidad es un modelo muy utilizado en pruebas de 

toxicidad y para evaluar los aspectos mecanísticos de las sustancias toxicas.  
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Características anatómicas y fisiológicas 

C. elegans presenta 5 pares de cromosomas autosómicos (I-V) y un par de 

cromosomas sexuales. Si el sexto par es XX da lugar a un hermafrodita, mientras que si 

es X0 se genera un macho, que se diferencia del anterior por la morfología de su cola a 

partir del estadio L2. El macho tiene una bajísima frecuencia (0,1% de la población) por 

la no disyunción espontánea de la línea germinal de los hermafroditas o mayor 

frecuencia por el apareamiento con éstos (hasta 50% de la población). La 

autofecundación se da en las larvas hermafroditas ya que poseen tanto ovocitos como 

esperma, aunque no pueden fertilizar a otros hermafroditas. Esto permite la generación 

de una progenie genéticamente idéntica, lo que confiere grandes ventajas a los 

desarrollos experimentales. Por otro lado, el apareamiento del macho con el 

hermafrodita permite el aislamiento y mantenimiento de cepas mutantes, así como la 

generación de mutantes entre cepas distintas (Altun & Hall, 2009). Los hermafroditas 

que se reproducen por autofecundación generan alrededor de 300 huevos, mientras 

que los hermafroditas apareados con machos pueden producir más de 1000 huevos 

(Strange, 2006). Las larvas recién eclosionadas tienen un largo de 0,25 mm, mientras 

que un adulto mide alrededor de 1 mm (ambos sexos presentan similar tamaño).   

El cuerpo del gusano adulto es anatómicamente simple, con 959 células 

somáticas el hermafrodita y 1031 el macho. C. elegans es un animal eutélico en su fase 

adulta, es decir, tanto el número de células como su posición son constantes en la 

especie. El adulto tiene una estructura bilateral simétrica, con un cuerpo cilíndrico 

tubular típico de cualquier nematodo (Altun & Hall, 2009). Su estructura anatómica está 

conformada por la boca, faringe, intestino, gónadas y una cutícula de colágeno. El 

orificio bucal aparece en el extremo anterior de la cabeza y le permite ingerir las 

bacterias con las que se alimenta, el ano se ubica en la zona ventral, cerca de la región 

posterior. Los hermafroditas poseen dos ovarios, oviductos, una cavidad para almacenar 

el esperma y un útero (ver figura 4).  
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Los machos tienen una sola gónada, vasos eferentes y una cola especializada 

para la cópula. Al tratarse de un organismo transparente durante todo su ciclo de vida, 

puede ser examinado a nivel celular en preparaciones in vivo por microscopía de 

contraste de interferencia diferencial (ver figura 4 A) o de disección (ver figura 5) (Corsi 

y cols., 2015). 

Figura 5. Vista de C. elegans bajo microscopio. (A) Placa de Petri situada en la base de un microscopio estereoscópico 
de disección. (B) Vista de C. elegans en diferentes estadios larvales a través de un microscopio de disección. (Imágenes 
extraídas de Corsi y cols., 2015) 

Figura 4.  Anatomía de un gusano hermafrodita adulto. A. Imagen captada con microscopia con contraste de 
interferencia diferencial. Barra de escala: 0,1mm. B. Esquema de las estructuras anatómicas del adulto. (Imagen 
extraída de Wormatlas, 2020. Cold Spring Harbor Laboratory Press) 
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Ciclo de vida  

El ciclo de vida de C. elegans está comprendido por diferentes etapas: 

embrionaria, larvaria (de L1 a L4) y adulto. Cada etapa consta de un proceso 

determinado de diferenciación celular y el final de cada estadio se consuma con un 

proceso de muda de su cutícula, la cual se desprende a medida que se sintetiza una 

nueva (Cassada & Russell, 1975). 

Este organismo puede crecer en un amplio rango de temperaturas, lo que 

determinará la velocidad de su crecimiento. No obstante, cabe destacar que a menos de 

8ºC se detiene el crecimiento del nematodo, mientras que a temperaturas mayores de 

25ºC se tornan estériles (Félix & Braendle, 2010). Dentro del rango de 25ºC el promedio 

de vida de C. elegans es de unos 10-15 días tras finalizar su etapa reproductiva adulta, 

que transcurre aproximadamente en unas 47hs (Wormatlas, 2020) lo que determina 

que en condiciones óptimas de laboratorio el promedio de vida de C. elegans es de 2-3 

semanas. A 20ºC, el ciclo de vida se completa en aproximadamente 3 días, a 25ºC se 

eleva la tasa de crecimiento y ocurre en alrededor de 2,5 días, mientras que a 15ºC, el 

proceso se enlentece y puede llegar a durar a transcurrir hasta en 6 días (ver figuras 6 y 

7).  

Figura 6. Ciclo de vida de C. elegans. Se representan las distintas fases embrionarias y larvarias por las que pasa un 
gusano hasta llegar a adulto a 20ºC. Los números amarillos indican el tiempo que el nematodo permanece en 
determinado estadio antes de mudar al siguiente. (Ilustración modificada de WormAtlas, 2016) 
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Por otra parte, la temperatura puede afectar la fertilización, ya que a 20ºC un 

adulto hermafrodita es capaz de poner unos 300 huevos en intervalos de alrededor de 

20 minutos, mientras que a 25ºC se producen unos 200 huevos; temperaturas mayores 

pueden provocar la esterilidad del nematodo (Anderson y cols., 2011; Aprison & 

Ruvinsky, 2014; Hosono y cols., 1982; Matsuba y cols., 2013; Petrella, 2014). Otro 

parámetro que condiciona el desarrollo de C. elegans es la disponibilidad del alimento. 

Si en los estadios larvales tempranos (L1-L2) se presentan condiciones ambientales 

desfavorables (falta de alimento o hacinamiento), este nematodo puede desarrollar un 

estado de resistencia llamado “dauer”. Las larvas dauer presentan un metabolismo 

disminuido y una mayor resistencia al estrés, no se alimentan y tienen adaptaciones 

estructurales, metabólicas y de comportamiento que aumentan la esperanza de vida 

hasta 10 veces y ayudan a la dispersión del animal a nuevos hábitats. El gusano dauer 

puede permanecer en este estadio hasta 4 meses (Albert & Riddle, 1988). Una vez que 

el alimento está disponible, las larvas dauer se alimentan y continúan su desarrollo 

normal hasta la etapa adulta (Smeal & Guarente, 1997; Strange, 2006). 

Ventajas como modelo biológico para evaluar toxicidad 

C. elegans es un nematodo que presenta numerosas ventajas para su uso en el 

laboratorio: la transparencia de su cuerpo, su pequeño tamaño, el bajo costo de 

mantenimiento, el ciclo de vida corto, la gran cantidad de progenie que produce en poco 

tiempo, el linaje celular simple y la facilidad de su cultivo (Riddle, Blumenthal & Meyer, 

1997). Además, la fácil manipulación genética, la existencia de herramientas 

Figura 7. Imágenes representativas en contraste de fase interferencial (DIC) de todos los estadios del desarrollo del 
nematodo, desde huevo hasta la fase adulta. (Imágenes modificadas de WormAtlas, 2016) 
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bibliográficas actualizadas de libre acceso como WormBase, WormBook, WormAtlas y 

otras bases de datos, hasta la posibilidad de obtener una gran variedad de cepas a bajo 

costo de un repositorio internacional como lo es el Caenorhabditis Genetics Center 

(Centro Genético para Caenorhabditis: CGC, Universidad de Minnesota) convierten a 

este nematodo en una herramienta muy poderosa.  A su vez, puede ser congelado y 

mantenido a -80ºC por tiempo indeterminado, o a mediano plazo en estadio dauer, lo 

que garantiza la disponibilidad constante de gusanos. Todo esto ha propiciado su 

empleo por numerosos grupos de investigación y ha permitido la generación de 

conocimiento en el área de medicina, biología molecular, farmacología y toxicología. 

Además de las enunciadas, la característica más importante de este organismo 

es que posee entre un 60% a 80 % de homología genética con el ser humano (Kaletta & 

Hengartner, 2006; Leung y cols., 2008). Esto adquiere relevancia puesto que la mayoría 

de los procesos fisiológicos básicos y de respuesta a estrés están conservados en 

diversas especies, ya sea nematodos, parásitos u organismos superiores, incluyendo la 

especie humana. En 1988, Williams y Dusenbery proponían este modelo como un buen 

predictor de los efectos de letalidad aguda en mamíferos, al evaluar la toxicidad aguda 

de ocho sales metálicas diferentes y obtener valores de LC50 (concentración que mata 

al 50% de la población bajo estudio) en nematodos comparables con los LD50 (dosis que 

mata al 50% de la población bajo estudio) de mamíferos, y a un décimo del costo de las 

pruebas con roedores (Williams & Dusenbery, 1988). Estas y otras evidencias 

demuestran que C. elegans tiene el potencial de predecir respuestas tóxicas que son 

comparables con mamíferos (Anderson y cols., 2004; Cole y cols., 2004; Hunt, 2016; 

Hunt y cols., 2018), pero libre de los problemas éticos que implica la experimentación 

con animales superiores (Casey y cols., 2015). Por otra parte, el desarrollo del ARNi en 

este organismo es relativamente simple, y esto ha permitido la generación de múltiples 

herramientas y recursos para producir mutantes bien caracterizados y bibliotecas de 

ARNi, de utilidad para silenciar la expresión de genes (Deuri y cols., 2018; Giles & Rankin, 

2009), siendo una técnica muy utilizada para estudiar vías de señalización (Adam, 2009). 

La versatilidad de este organismo también ha posibilitado que la investigación en 

C. elegans pueda llevarse a cabo midiendo tanto parámetros biológicos como efectos 

sobre marcadores moleculares. Los primeros contemplan letalidad, reproducción, tasa 

de crecimiento, locomoción, tiempo de vida, alimentación, metabolismo o puesta de 
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huevos. Por otro lado, los efectos sobre marcadores moleculares corresponden a 

componentes implicados en procesos de EO, daño al ADN, arresto del ciclo celular, 

apoptosis, o expresión alterada de genes y proteínas (Tejeda-Benitez & Olivero-Verbel, 

2016). Además, C. elegans se ha utilizado para investigar el envejecimiento, dada su 

corta vida media, la susceptibilidad que presenta al EO y sus similitudes con el ser 

humano en cuanto a los procesos de envejecimiento (Chatterjee y cols., 2013; Pang & 

Curran, 2014). En el campo de la farmacología, es de utilidad para identificar vías 

bioquímicas y mecanismos de acción de fármacos en fase de ensayos preclínicos 

(Kumarasingha y cols., 2014).  

En la investigación toxicológica, posibilitó la creación de estudios de screening de 

alto rendimiento para detectar químicos ambientales (como pesticidas, ftalatos y 

productos químicos utilizados en la industria del petróleo) que impactan en la salud 

(Shin y cols., 2019).  

C. elegans se convirtió en un excelente bioindicador debido a su abundancia en 

los ecosistemas de suelos y a que estos organismos pueden detectar trazas de metales 

y exhibir diferentes fenotipos (David y cols., 2003; Mutwakil y cols., 1997; Peredney & 

Williams, 2000). Además, su empleo ha permitido estudiar efectos neurotóxicos de 

metales, en particular aquellos potencialmente peligrosos para la salud humana (Mn, 

Cd, Pb, Zn, cobre [Cu]), mercurio [Hg], cromo [Cr], arsénico [As], entre otros) (Akinyemi 

y cols., 2019; Peres y cols., 2019; Xing y cols., 2009) y plaguicidas (McVey y cols., 2016; 

Negga y cols., 2012) dado que posee un sistema nervioso muy bien definido (ver figura 

8).  

 

 

Figura 8. Anatomía del sistema nervioso de C. elegans hermafrodita. Diagrama de los principales ganglios y haces 
nerviosos en C. elegans. El anillo ganglionar, el ganglio retrovesicular (RVG), el preanal (PAG) y el de la raíz dorsal 
(DRG) constituyen los principales ganglios nerviosos, mientras que los tractos nerviosos están conformados por el 
cordón nervioso ventral (CNV), el cordón nervioso dorsal (CND) y el anillo nervioso. (Imagen extraída de the 
OpenWorm browser utility [openworm.org]) 
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En el caso particular de estudios de exposición a pesticidas, el empleo de este 

organismo combinado con técnicas de ingeniería genética y GFP, permitió dilucidar 

patrones de estrés causados por estos compuestos usados en agricultura (glifosato, 

rotenona, paraquat, endosulfan) o tóxicos orgánicos persistentes (dieldrin, 

diclorodifeniltricloroetano [DDT]), que pueden contaminar el ambiente por largos 

períodos de tiempo (Anbalagan y cols., 2013).  

Interesantemente, también mediante el empleo de GFP incorporada a 

secuencias promotoras, se logró determinar patrones de expresión de genes 

relacionados con diferentes mecanismos de toxicidad (Benedetto y cols., 2010; Helmcke 

y cols., 2009; Leung y cols., 2011) , como el choque térmico (Roh y cols., 2006) , el EO 

(Dues y cols., 2017; Wu y cols., 2012), el sistema de los citocromos (Anbalagan y cols., 

2013) y las metalotioneínas (Polak y cols., 2014). También se han explorado otras 

técnicas de biología molecular, como los microarrays de ADN y los microARN, para 

evaluar los efectos de diferentes tóxicos y muestras (Menzel y cols., 2009; Roh y cols., 

2009).  

Por todas las características previamente mencionadas, C. elegans representa 

una herramienta muy poderosa y versátil para investigar y comprender los efectos de la 

toxicidad de xenobióticos sobre mecanismos biológicos que podrían trasladarse a 

organismos superiores. Es así que este organismo se ha convertido en el puente ideal 

entre los estudios in vitro y los que se desarrollan en vertebrados.  

Respuestas a drogas de abuso en C. elegans  

Las evidencias obtenidas hasta el momento han demostrado que este gusano es 

un organismo destacado para estudiar los mecanismos genéticos que sustentan los 

efectos de las drogas, así como los genes y sitios diana específicos para el desarrollo de 

medicamentos o intervenciones para esas drogas adictivas (Bettinger & Davies, 2014; 

Engleman y cols., 2016; Khanh, 2018). Esto se debe a que la transducción de señales en 

la sinapsis de C. elegans está mediada por neurotransmisores tales como Ach, GABA, 

DA, GLU, serotonina (5-hidroxitriptamina, 5-HT) y varios péptidos (Rand & Nonet, 1997), 

todos ellos presentes en organismos superiores, incluido el ser humano.  

Interesantemente, se ha demostrado que C. elegans, al igual que mamíferos y 

otros invertebrados, muestran preferencia condicionada a claves asociadas 
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previamente con drogas de abuso como metanfetamina (Katner y cols., 2016), cocaína 

(Engleman y cols., 2018; Musselman y cols., 2012), EtOH (Lee y cols., 2009), nicotina 

(Engleman y cols., 2018) y sustancias que afectan la neurotransmisión DAérgica, 

principal vía de neurotransmisión implicada en los procesos de abuso de sustancias 

(Engleman y cols., 2016). Más aun, C. elegans manifiesta dos conductas bien descriptas 

en vertebrados y características en seres humanos luego del consumo de sustancias 

psicoactivas: tolerancia, definida como una adaptación que se evidencia cuando la 

misma dosis de una sustancia provoca una respuesta comportamental disminuida, en 

general luego de una exposición crónica o repetida (Bettinger & Davies, 2014; Grotewiel 

& Bettinger, 2015) y sensibilización (Lee y cols., 2009), es decir, la generación de una 

respuesta exacerbada ante una sustancia previamente administrada, o el aumento del 

efecto ante exposiciones repetidas de una droga.  

En relación a las drogas que han sido estudiadas en C. elegans, se ha demostrado 

que nicotina afecta la contracción muscular y la puesta de huevos, produce motilidad 

incoordinada y tolerancia (Waggoner y cols., 2000). Más aun, Sellings y cols demostraron 

atracción a nicotina dependiente de la concentración, el tiempo y la edad, que se vio 

reducida frente a la exposición a antagonistas no selectivos de los receptores 

nicotínicos, como mecamilamina o vareniclina (Sellings y cols., 2013).  

Por otro lado, la exposición a dosis relativamente altas de cocaína (mayores a 1 

mM) provocó una reducción moderada de la locomoción, efecto que parece estar 

mediado por el sistema serotoninérgico (Ward y cols., 2009). Además se ha demostrado, 

a través de la asociación de cocaína con claves ambientales (alimento o medio salino), 

que esta droga genera en los nematodos comportamientos de tipo “reforzantes” 

(Musselman y cols., 2012).  

La metanfetamina provocó una disminución en la puesta de huevos (a dosis 

mayores a 8 mM), en la búsqueda de alimento (a más de 2 mM) y en la locomoción (a 

16 mM) (Schreiber & McIntire, 2011). Poco se sabe sobre la relación entre las 

propiedades neurotóxicas y apetitivas de la metanfetamina, pero este modelo puede 

servir para estudiar en mayor profundidad dicha relación (Engleman y cols., 2016). 

En particular, se ha demostrado que este nematodo responde a la exposición de 

EtOH a través de una variedad de comportamientos tales como la puesta de huevos, la 

locomoción o la amplitud de los contorneos corporales (McIntire, 2010). A partir de 
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estos paradigmas, se han empleado herramientas de genética molecular para identificar 

mutaciones en genes individuales que pueden afectar las respuestas frente a esta droga. 

Una vez identificados dichos genes, los homólogos conservados en humanos o en otros 

modelos animales e incluso los polimorfismos de dichos genes pueden ser evaluados 

para interpretar su rol en desordenes del uso de sustancias (Engleman y cols., 2016). A 

este respecto, un análisis detallado de las evidencias existentes en relación a las 

respuestas a EtOH en C. elegans puede encontrarse en la introducción de cada objetivo 

de este trabajo de tesis.   

En base a lo dicho y a pesar de las evidencias respecto de las drogas de abuso y 

los mecanismos que median los efectos descriptos en C. elegans, es necesario tomar en 

consideración las limitaciones para este modelo, como por ejemplo la ausencia de 

algunos sistemas de neurotransmisión (como la noradrenalina) u otros menos 

estudiados (como los opioides). Esto determina la necesidad de seguir aportando nuevas 

evidencias que fortalezcan la utilidad de este organismo en estudios de toxicidad y de 

adicción a drogas.
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 HIPÓTESIS 

En base a los antecedentes presentados, se postula que la exposición a Pb en 

etapas tempranas del desarrollo podría modificar aspectos de la neurotransmisión 

DAérgica en C. elegans, lo cual en conjunción con alteraciones en el proceso metabólico 

del EtOH, condicionarían una respuesta diferencial a los efectos de esta droga.  

OBJETIVOS  

Objetivo general 

El presente trabajo de tesis está orientado a evaluar la participación del sistema 

DAérgico y del proceso metabólico de EtOH en las respuestas a esta droga en C. elegans 

expuestos a Pb durante el desarrollo. 

Objetivos específicos 

1. Abordar el estudio de la morfología neuronal DAérgica mediante microscopía de 

fluorescencia en la cepa BY200 [dat-1p::GFP (vtIs1) V] que expresa el promotor de DAT 

junto a GFP. 

2. Estudiar la funcionalidad del sistema DAérgico a través de la prueba de Respuesta de 

Enlentecimiento Basal en cepas genéticamente modificadas que presentan alguna 

modificación en componentes de la sinapsis DAérgica. 

3. Evaluar la tolerancia funcional aguda en respuesta a EtOH y ACD y determinar la 

participación de la enzima ADH en este comportamiento mediante la evaluación de una 

cepa que presenta una mutación nula en el gen que codifica para la enzima responsable 

del metabolismo de EtOH a ACD en el gusano. 

4. Determinar la preferencia a EtOH y/o SAL en cepas salvajes, en un ensayo de 

quimioatracción que implica la autoexposición a estas sustancias. 
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En esta sección se exponen los materiales y métodos generales, empleados a lo 

largo de todo este trabajo de tesis, en tanto que en cada capítulo se detalla la 

metodología particular para cada experimento.  

Sujetos 

El organismo utilizado para la realización de los experimentos fue el nematodo 

C. elegans. Las cepas utilizadas durante este trabajo se encuentran detalladas en la tabla 

1. Algunas fueron obtenidas del Caenorhabditis Genetics Center (CGC, Minnesota, USA), 

en tanto que otras fueron generosamente donadas por el Dr. Michael Aschner (Albert 

Einstein College of Medicine, Bronx, NY, USA) y por el Dr. Ramón Asís (CIBICI, CONICET 

– UNC). Todas fueron mantenidas a 20ºC en incubadora (Marca AD Biomedical, modelo 

CAM-120) hasta el momento de su utilización.  

Tabla 1. Cepas de C. elegans utilizadas en este trabajo 

Cepa Genotipo Fuente 

N2 Wild-type Lab Dr. Asís 

BY200 dat-1p::GFP (vtIs1) V Lab Dr. Aschner 

RB2114 K12G11.3(ok2799) V CGC 

RB1254 C52B11.3(ok1321) X Lab Dr. Aschner 

LX734 dop-2(vs105) V; dop-1(vs100) dop-3(vs106) X CGC 

BC11202 dpy-5(e907) I; sIs10158[rCesF54D8.3::GFP + pCeh361] CGC 

CB1111 cat-1(e1111) X Lab Dr. Aschner 

UA57 baIs4 [dat-1p::GFP + dat-1p::CAT-2] Lab Dr. Aschner 

MT15620 cat-2(n4547) II Lab Dr. Aschner 

MAB398 dat-1p::GFP (vtIs1) V + dat-1(ok157) III Lab Dr. Aschner 

 

Mantenimiento  

Los gusanos fueron mantenidos en placas de Petri conteniendo agar Nematode 

Growth Medium (NGM) u otro medio denominado 8P, sembradas con bacteria 

Escherichia Coli (E. coli) OP50 como fuente de alimento (Brenner, 1974). Esta bacteria 

presenta la particularidad de que es auxótrofa para el uracilo, es decir que no tiene la 

capacidad de sintetizarlo. Su crecimiento limitado debido a la auxotrofía permite una 
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adecuada visualización de los nematodos bajo lupa o microscopio (MacNeil & Walhout, 

2013; Reinke y cols., 2010). Los medios de cultivo utilizados para los experimentos 

presentan los mismos componentes, pero en distinta proporción (ver más adelante). La 

elección de cada uno se basó en la finalidad de la placa: NGM se utilizó para la 

visualización y realización de ensayos en los gusanos, ya que es un medio más claro y 

translúcido que 8P. Este último en tanto, se utilizó exclusivamente para el crecimiento y 

mantenimiento de los organismos, debido a que, al poseer más peptona en su 

composición, la bacteria crece en mayor medida, por lo que se obtiene un césped más 

grueso y durable para la alimentación de los gusanos.  

 

Preparación de los medios de cultivo  

Materiales: 

• NaCl (Biopack) 

• Agar bacteriológico (Britania) 

• Peptona bacteriológica (Britania) 

• Agua mili Q 

• CaCl2 1M 

• MgSO4 1M 

• Colesterol (Sigma- Aldrich) (5mg/ml etanol)  

• Nistatina Micronizada (M6305) 

• Buffer fosfato 1M pH= 6 (10,44 g de K2HPO4 y 127,9 g de KH2PO4, llevar a 1 litro 

con agua miliQ)  

Procedimiento: 

Para preparar medio NGM, se disolvió en botella autoclavable con tapa 1,2 gr de 

NaCl, 6,8 gr de agar y 1 gr de peptona en 390 ml de agua mili Q. En el caso del medio 8P, 

se disolvió 1,2 gr de NaCl, 10 gr de agar, 8 gr de peptona en 390 ml de agua miliQ. En 

ambos casos se esterilizó la solución durante 55 minutos en olla a presión. 

Posteriormente se llevó a baño María a 55ºC durante al menos 15 minutos, para permitir 

que descienda la temperatura del medio y no afecte los componentes con los que se los 

aditiva luego. Una vez que se alcanzó la temperatura ambiente, se incorporaron bajo 
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llama de mechero 400 µl de CaCl2, MgSO4, colesterol y nistatina, y 10 ml de buffer fosfato 

1M pH= 6. Se homogeneizó suavemente para evitar la formación de burbujas y se vertió 

en placas de Petri que se taparon inmediatamente para evitar su contaminación. Se 

dejaron reposar toda la noche hasta su solidificación y secado. A la mañana siguiente, 

se sembraron con bacteria o se almacenaron a 4ºC según la necesidad. 

 

Crecimiento de bacteria, inoculación y condiciones de ensayo 

La bacteria se creció en medio Luria - Bertani (LB) a 37ºC en agitación durante 

toda la noche. El inóculo inicial puede ser obtenido del CGC o recuperado a partir de 

otra placa sembrada. En este último caso es conveniente preparar un medio LB sólido y 

sembrar con la técnica de estriado (ver figura 9). Luego de una noche a 37ºC, se 

seleccionó una colonia aislada de E. coli y se incorporó en el medio LB líquido para 

crecerla como se mencionó previamente.  

Preparación del medio Luria-Bertrani para el crecimiento de E. coli OP50: 

Materiales: 

• Extracto de levadura (Britania) 

• Triptona (Britania) 

• NaCl (Biopack) 

• Agua miliQ 

• Agar bacteriológico (en caso de preparar LB sólido) (Britania) 

Procedimiento: 

Se disolvieron 0,5 gr de triptona, 0,25 gr de extracto de levadura y 0,5 gr de NaCl 

en 50 ml de agua miliQ y se colocó en un erlenmeyer autoclavable. Cuando se requirió 

Figura 9. Placa de Petri con siembra en estriado 
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medio sólido, se adicionaron 0,75 gr de agar. Se homogeneizó y se cubrió con tapón de 

algodón envuelto de gasa y papel aluminio. Se esterilizó en autoclave durante 20 

minutos. En el caso del medio para LB sólido, se vertió inmediatamente sobre placas 

para realizar los estriados. Por el contrario, el medio líquido se guardó a 4ºC hasta el 

momento del uso. Para sembrar las placas NGM, en condiciones de esterilidad se 

colocaron 500 ml de E. coli OP50 ya crecida en LB líquido, se esparció la gota por el 

centro de la placa con un ansa de Drigalsky estéril y se llevó a 37ºC como se mencionó 

previamente. Eventualmente el pasto de las placas en uso puede ser insuficiente para la 

población presente en dicha placa, por lo que en esos casos se procedió a concentrar E. 

coli OP50. Esto se hizo centrifugando a 3000 rpm durante 10 minutos un total del 12 ml 

del medio LB líquido inoculado. El pellet resultante se resuspendió en 3 ml del 

sobrenadante y se agregó 200 µl de este concentrado por placa. 

 

Sincronización 

Todos los ensayos se realizaron con nematodos pertenecientes al mismo estadio 

larval a partir de un proceso llamado “sincronización” (Stiernagle, 2006). Este consiste 

en realizar un tratamiento con hipoclorito de sodio (NaClO) e hidróxido de sodio (NaOH) 

para eliminar larvas de distintas etapas y mantener sólo los huevos, cuya cutícula más 

resistente los protege de la solución alcalina. 

Materiales: 

• Agua miliQ estéril 

• Tubos tipo falcon estéril con tapa de 15 ml 

• NaOH 5N 

• NaClO 5% 

• Solución M9 estéril (3 gr KH2PO4, 6 gr Na2HPO4, 5 gr NaCl, 1 ml de MgSO4 1M, 

H2O hasta completar 1 litro. Esterilizar con autoclave) 

Procedimiento: 

Se partió de una placa cargada mayoritariamente con gusanos adultos y huevos, 

la cual se lavó con 7ml de agua mili Q estéril. Se trasvasó el líquido a un tubo falcon 

estéril de 15 ml y se agregó 2 ml de NaClO y 1 ml de NaOH hasta un volumen final de 



  Materiales y Métodos 

 Bioq. Paula A. Albrecht     41 

 

10ml. Se agitó 10 segundos y se dejó reposar el siguiente minuto, proceso que fue 

repetido 5 veces. Posteriormente se centrifugó 30 segundos a 2000 rpm y se lavó el 

pellet con 5 a 10 ml de agua mili Q. Este proceso se repitió dos veces más, en tanto que 

el tercer y último lavado se hizo con M9 estéril. Finalmente, se sembró parte del pellet 

en placas 8P sembradas con E. coli OP50, y se llevó a 20ºC hasta el momento de los 

ensayos, siempre controlando que la placa no se haya sobrepoblado ni agotado de 

alimento. En tal caso, se deben transferir los gusanos a otra placa o agregar alimento 

(batería E. coli OP50 concentrada, ver antes), según corresponda.  

 

Transferencia de gusanos 

En casos de sobrepoblación de gusanos, agotamiento de bacteria o 

contaminación de la placa huésped, es de utilidad transferir una parte de la población a 

una nueva placa con bacteria. Si bien el crecimiento de hongos y otras bacterias distintas 

a la que utiliza el nematodo como alimento no suelen dañarlo, pueden alterar su 

fisiología o dificultar su visualización bajo la lupa (Stiernagle, 2006), por lo que es 

recomendable su transferencia a nuevas placas por alguno de los dos métodos 

siguientes: 

1. Se trasladan los nematodos individualmente con un ansa de platino estéril (este 

proceso suele llamarse comúnmente “picar” los nematodos). Se debe procurar no 

hacer contacto con la parte contaminada de la antigua placa.  

2. Se corta o fragmenta una porción no contaminada del agar de la placa huésped y se 

lo posiciona boca abajo en una nueva placa sembrada en la cual los gusanos 

comenzarán a distribuirse. 

 

Conservación de gusanos a largo plazo 

Una ventaja que presenta este modelo es que una gran cantidad de cepas 

pueden ser conservadas en freezer -80ºC por algunos años, o indefinidamente en 

nitrógeno (196ºC). Para un proceso exitoso, es fundamental respetar las siguientes 

condiciones: obtener animales en una etapa determinada del desarrollo (larvas en 

estadio L1 - L2 sobreviven mejor al congelamiento), el uso de glicerol en la solución de 
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conservación y un enfriamiento gradual hasta -80ºC. El protocolo se obtuvo de 

Wormbook, al cual se le realizaron ligeras modificaciones (Stiernagle, 2006). 

Materiales: 

• S-Buffer (K2HPO4 0,05 M; KH2PO4 0,05 M; NaCl) 

• S-Buffer + glicerol 30% v/v (Biopack) 

Procedimiento: 

Para preparar S-buffer, se pesaron 0,28 gr K2HPO4, 1,48 gr de KH2PO4 y 1,46 gr 

de NaCl. Se llevó a 250 ml con agua miliQ. A una alícuota de esta solución se le agregó 

glicerol (proporción 7:3) y se esterilizó todo en autoclave por 20 minutos.  

Para el congelamiento de los gusanos, se sincronizó el día previo una o dos placas 

conteniendo abundante cantidad de huevos y se colocaron todos en una sola placa NGM 

sin bacteria. De este modo, los huevos eclosionaron y ante la falta de alimentos 

quedaron arrestados en L1. Es importante resaltar que no deben pasar más de 18 - 24 h 

de este proceso para que los gusanos no entren en fase dauer, en la cual muestran una 

menor resistencia al enfriamiento. Así, bajo condiciones de esterilidad, se lavó la placa 

con 6 ml de S-buffer y colectó en un tubo estéril. Se centrifugó 30 segundos a 1000 rpm 

y se eliminó el sobrenadante de manera tal de obtener un volumen conocido de pellet 

(aproximadamente 1 – 2 ml en función de la cantidad de larvas que se obtuvieron luego 

de la sincronización). Si se obtuvieron pocos gusanos se debe procurar diluir la muestra 

lo menos posible. A continuación, se agregó al tubo el mismo volumen de la solución de 

“S-buffer + glicerol”, se homogeneizó y se llenaron crioviales a razón de 1,5 ml cada uno. 

En un recipiente de varias capas de poliestireno se enfrió a -80ºC durante 24 h. Al día 

siguiente, se reubicaron en cajas rotuladas y conservaron en freezer hasta su uso, 

momento en que se extrajo un criovial y se colocó todo su volumen en placas NGM con 

bacteria, las que se mantuvieron a 20ºC en incubadora. Es recomendable utilizar la cepa 

para ensayos luego de al menos 1 o 2 ciclos posteriores a su descongelamiento, para de 

este modo evitar alteraciones en el comportamiento debido al estrés térmico sufrido. 
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Modelo Experimental 

Introducción 

La exposición a varios metales pesados puede afectar distintos “puntos finales” 

en C. elegans, tales como la velocidad de reproducción, el ciclo de vida, la capacidad de 

alimentación, el desarrollo neuronal y otros parámetros (Boyd y cols., 2003; Ruszkiewicz 

y cols., 2018; Yu y cols., 2016). En relación al Pb, se sabe que puede generar alteraciones 

en el nematodo como consecuencia de toxicidad, tanto aguda como crónica. En el 

primer caso se demostró que períodos cortos de exposición (menor a 12 horas), pueden 

generar una disminución en la locomoción (Boyd y cols., 2003; Wang & Xing, 2009), 

cambios en los patrones de movimiento (Wang & Xing, 2008), o una conducta de 

alimentación disminuida (Anderson y cols., 2001, 2004). Interesantemente, Guo y cols 

observaron defectos en la capacidad reproductiva (disminución en el número de puesta 

de huevos así como un alargamiento en los tiempos de generación de la progenie), en 

todos los estadios larvales del gusano cuando fueron expuestos a Pb en medio líquido 

durante 4 horas, siendo las larvas en desarrollo (particularmente el estadio L1) más 

vulnerables que los adultos jóvenes (Guo y cols., 2009). A nivel neuronal, se han 

reportado efectos deletéreos sobre neuronas DAérgicas, tanto en la morfología y la 

estructura de dichas células como también en su función, efecto que parece estar 

mediado por los niveles del transportador de DA (Akinyemi y cols., 2019). También se 

vio que la exposición a Pb durante 6 horas en gusanos L1 a L4 provoca un incremento 

significativo de manera dependiente de la dosis en las alteraciones morfológicas de 

motoneuronas GABAérgicas ventrales y dorsales, así como déficits en la 

neurotransmisión colinérgica, siendo las larvas jóvenes más susceptibles a los efectos 

tóxicos que las larvas adultas, no sólo a nivel de la neurotransmisión sino también en la 

letalidad causada por Pb (Xing y cols., 2009a; Xing y cols., 2009b). Otros grupos 

reportaron que la exposición aguda a este metal puede provocar una disminución en el 

desempeño del animal en pruebas de memoria (Ye y cols., 2008) o en el aprendizaje 

asociativo en un modelo de termotaxis (Zhang y cols., 2010). Este último efecto pudo 

ser prevenido por el pretratamiento con agentes antioxidantes como dimetilsulfóxido 

(DMSO) o N-acetilcisteína (NAC) (Wu y cols., 2012), dando la pauta de que la generación 

de EO estaría participando en el mecanismo de toxicidad que ejerce este metal. 
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Se han reportado asimismo evidencias con respecto a exposiciones más 

prolongadas (subcrónicas). Al respecto, Tiwari y cols informaron modificaciones no sólo 

en la locomoción sino también en el crecimiento cuando los nematodos fueron 

mantenidos en concentraciones subletales (3, 15 y 30 µM) de Pb por 24 horas. En sus 

estudios observaron una serie de alteraciones dependientes de la dosis en los 

movimientos reversos y cambios de dirección, así como también una disminución en el 

largo del cuerpo de los gusanos y un aumento de la velocidad peristáltica (Tiwari y cols., 

2020). Otro grupo de investigación reportó una disminución en el número de 

contorsiones corporales (CC), los movimientos de cabeza y la frecuencia de movimientos 

reversos luego de la exposición a Pb, efecto que pudo ser mitigado con el pretratamiento 

con selenio (Se). Los cambios en los ensayos de locomoción, según este trabajo, podrían 

deberse a la acción que ejerce el Pb sobre neuronas sensoriales AFD, ya que se observó 

que luego del tratamiento con el metal, se produjo una disminución de la intensidad 

relativa de fluorescencia de los cuerpos celulares de estas neuronas (Li y cols., 2013). 

Cambios similares se observaron en motoneuronas GABAérgicas: tanto la intensidad de 

fluorescencia como la morfología neuronal resultó ser afectada de manera dependiente 

de la dosis en gusanos expuestos a Pb durante 24 horas (Du & Wang, 2009). 

En cuanto a la exposición crónica (más de 24 horas), Wang y Yang demostraron 

que una exposición sostenida a Pb durante 3 días produce en el nematodo numerosos 

efectos biológicos adversos (acortamiento de la vida media, disminución del tamaño 

corporal, anormalidades reproductivas y defectos en la función del sistema nervioso y 

muscular) también de manera dosis dependiente, muchos de los cuales son transferibles 

a su progenie, incluso más severos que en las generaciones parentales (Wang & Yang, 

2007). A su vez, Yu y cols reportaron una inhibición del crecimiento y cambios en el 

patrón de movimiento, que resultó ser más marcado en la generación subsiguiente a la 

expuesta, dato que refuerza la importancia del estadio del desarrollo en que se produce 

una exposición y cómo ésta puede afectar a su progenie (Yu y cols., 2013). Más aun, se 

ha visto que los efectos en el crecimiento, la alimentación y la reproducción permanecen 

hasta cuatro generaciones, pudiendo ser incluso más notorios en la cuarta generación 

que en la primera o segunda (Yu y cols., 2016). Por otra parte, Sun y cols reportaron una 

disminución en la actividad locomotora así como una menor duración de vida en 

gusanos expuestos durante 36 hs a 8,5 µM de nitrato de Pb (Pb(NO3)2), desde el estadio 
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L1 hasta el adulto (Sun y cols., 2016). Monteiro y cols, por otra parte, observaron 

fenómenos contrapuestos: la exposición a dosis moderadas a altas de Pb por 4 días 

produjo efectos negativos en el movimiento y la reproducción de las larvas (Monteiro y 

cols., 2014). Sin embargo, cuando la concentración del metal fue muy baja (menor a 0,5 

µM), se observó un efecto estimulante en la reproducción y el crecimiento, debido 

posiblemente a una estrategia de supervivencia o de dispersión en un ambiente 

estresante (Monteiro y cols., 2014; Roh y cols., 2006). Este comportamiento puede ser 

indicativo de hormesis, fenómeno que ya ha sido descripto para Pb en otro modelos 

animales, y que se produce cuando concentraciones más bajas y no dañinas de un tóxico 

provocan un efecto estimulante que actúa como una respuesta adaptativa, protegiendo 

al organismo contra posteriores exposiciones a dosis mayores del mismo contaminante 

(Wang & Xing, 2009; Zhao & Wang, 2012). 

En base a lo expuesto, se desprende que hasta el momento no existen estudios 

que evalúen la exposición a este metal durante el desarrollo en C. elegans. A 

continuación, se detallan las diferentes estrategias implementadas a fin de establecer el 

protocolo de exposición a Pb más adecuado en este modelo animal. 

 

Ensayos preliminares 

Protocolo de exposición a acetato de Pb en medio sólido 

Materiales: 

• Placas de Petri de 10 cm de diámetro 

• Agar NGM 

• Acetato de Pb [Pb(C2H3O2)2] (BioPack) 

• Bacteria E. coli OP50 

Procedimiento: 

Se colocaron tres concentraciones diferentes de Pb(C2H3O2)2 en el agar fundido, 

de manera de obtener las siguientes concentraciones finales: 2,5 µM; 5 µM y 50 µM. 

Posteriormente, se vertió el agar sobre las placas y se las dejó secar una noche completa 

para luego sembrar bacteria E. coli. Se llevaron dichas placas a estufa a 37º durante la 

noche para que la bacteria forme el pasto y al día siguiente se colocaron huevos de una 
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población sincronizada en cada placa de ensayo. Se registró el aspecto del agar y el 

comportamiento de los gusanos luego de 24 hs. 

Resultados: 

Tabla 2. Ensayo de exposición a Pb(C2H3O2)2 en medio sólido. 

 2,5 µM 5,0 µM 50,0 µM 

Aspecto del medio Agar de 
característica 
turbia, poco 
traslúcido. 

Agar de color 
blanquecino, más 

opaco que la 
concentración de 

2,5 µM. 

Agar muy denso, 
de color blanco 

mate, con 
precipitados. 

Comportamiento 
de los nematodos 

Huevos 
eclosionados y 

gusanos vivos, en 
estado normal. 

Huevos 
eclosionados, 
gusanos sin 

movimiento. 

Mayoría de huevos 
sin eclosionar o 

eclosionados, pero 
muertos. 

 

Protocolo de exposición a nitrato de Pb en medio sólido 

En función de lo obtenido, se decidió repetir la prueba con una sal de Pb distinta, 

a fin de intentar disminuir la formación de precipitados. En este caso se utilizó Pb(NO3)2, 

que es la forma de exposición a Pb más utilizada en estudios de experimentación (Tiwari 

y cols., 2020). Se repitió el procedimiento mencionado previamente, obteniéndose los 

siguientes resultados: 

Tabla 3. Ensayo de exposición a Pb(NO3)2 en medio sólido. 

 2,5 µM 5,0 µM 50,0 µM 

Aspecto del medio Agar de 
característica 

turbia, formación 
de precipitados de 

la sal. 

Agar de color 
blanco, difícil 

observación de 
gusanos. 

Agar muy denso, 
de color blanco, 

con precipitados. 

Observaciones 
metodológicas 

La sal precipita en todos los casos cuando se incorpora al agar. 
No es posible observar el comportamiento de los gusanos. 
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Protocolo de exposición a nitrato de Pb adicionado al pasto de bacteria E. coli 

OP50 

Debido a que la cutícula de los nematodos ofrece una barrera semipermeable 

para la incorporación de diferentes compuestos (Rand & Johnson, 1995), la exposición 

oral se convierte en una vía de ingreso plausible para la investigación toxicológica. Por 

este motivo, se ensayó la vía de ingreso del metal a través del pasto de bacteria con la 

cual se alimentan los nematodos y se registraron los resultados obtenidos. 

Materiales: 

• Placas de Petri de 10 cm de diámetro 

• Agar NGM 

• Pb(NO3)2 (BioPack) 

• Medio K (32 mM KCl / 51 mM NaCl) (2,38 gr de KCl y 2,97 gr de NaCl en 1 lt de 

agua)  

• Bacteria E. coli OP50 

Procedimiento: 

Se preparó el medio NGM y se vertió en placas de Petri de acuerdo a las 

condiciones experimentales mencionadas anteriormente. Una vez que el medio se 

solidificó (por reposo durante una noche), se realizaron inoculaciones de una solución 

madre de Pb(NO3)2 en 200 µl de bacteria, de manera tal de obtener en 2,5 µM; 5 µM y 

50 µM de concentración final, y se sembró con ansa en las placas a 37º durante toda la 

noche. Así, el pasto de bacteria contiene el metal de interés. Posteriormente, se 

colocaron en las placas huevos provenientes de una población sincronizada, y se 

observó la respuesta de los huevos en las siguientes 24 y 48 hs. 
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Resultados: 

Tabla 4. Ensayo de exposición a Pb(NO3)2 en el pasto de bacteria. 

 2,5 µM 5,0 µM 50,0 µM 

Aspecto del pasto Blanco translúcido. Blanco, muy turbio. Blanco, mate. 
Difícil de 
esparcir. 

Comportamiento de 
los gusanos 

Los gusanos eclosionaron, pero no crecieron debido a que no 
se acercaron al pasto de bacteria. 

 

Protocolo de exposición a nitrato de Pb en medio líquido 

Como se mencionó previamente, la ruta oral es una estrategia adecuada para la 

incorporación de diferentes tóxicos. Dado que la exposición a diferentes sales de Pb en 

medio sólido, ya sea en el agar como en la bacteria no resultó exitosa, se testeó dicha 

estrategia en medio líquido, ya que el gusano en este caso está obligado a nadar y beber 

continuamente la toxina. 

El protocolo descripto a continuación se basa en el desarrollado por Yu y cols, 

con ligeras modificaciones (Yu y cols., 2013). Se utilizó Pb(NO3)2, en una concentración 

de 24 µM. Este valor corresponde a un exposición  a bajos niveles de Pb (Anderson y 

cols., 2001) puesto que se ha demostrado que la DL50 de toxicidad de Pb en gusanos 

durante 96 hs en medio líquido es de 62 ppm (Williams & Dusenbery, 1990), es decir 

300 µM, más de 10 veces la concentración empleada en este ensayo. El período escogido 

fue el estadio L4, ya que en gusanos hermafroditas se producen los espermatozoides 

que se almacenarán para fertilizar los óvulos que se desarrollarán más tarde (Hill y cols., 

2006), proporcionando así un período ventana en el desarrollo del nuevo organismo.  

Materiales: 

• Solución de Pb(NO3)2 (BioPack) 480uM (16 mg de Pb(NO3)2 en 100 ml de medio) 

• Medio K (32 mM KCl / 51 mM NaCl) (2,38 gr de KCl y 2,97 gr de NaCl en 1 lt de 

agua)  

• Ansa de platino 

• Bacteria OP50 en medio líquido 

• Placa plástica de 96 pocillos estéril con tapa  
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Procedimiento:  

Se utilizaron placas de cultivo en las cuales se colocó para el grupo Pb, 190 µl de 

medio K y 10 µl de solución de Pb(NO3)2, y para el grupo C, 200 µl de medio K. 

Adicionalmente, se generó un grupo “Pb + Bacteria”, en cuyos pocillos se colocó medio 

K, la solución de Pb y cantidades variables de bacteria E. coli para evaluar el 

comportamiento de la población cuando tienen disponibilidad de alimento. 

Posteriormente, con ansa de platino se colocaron alrededor de 50 - 70 nematodos por 

pocillo, se tapó y llevó a incubadora a 20ºC por 96 hs. Concluido ese período, se observó 

el desarrollo y comportamiento de los nematodos en cada pocillo.  

Resultados: 

Tabla 5. Ensayo de exposición a Pb(NO3)2 en el medio líquido 

 C Pb Pb + Bacteria 

Aspecto del medio Traslucido, fue posible observar los 
gusanos. 

Turbio, con aspecto 
sucio. No se 

visualizan 
correctamente los 

gusanos.  

Comportamiento 
de los nematodos 

Se observan larvas en estadío L1, 
pertenecientes a la generación 1, y 

gusanos adultos, pertenecientes a la 
generación 0. Todos vivos y en 

movimiento.   

Los gusanos no 
sobrevivieron con 

ninguna de las 
cantidades de E. 

coli utilizadas. 
 

A partir de estos resultados, todos los experimentos de esta tesis se realizaron 

con el ensayo de exposición a Pb en medio líquido, sin el agregado de bacteria y sólo 

con leves modificaciones en la placa de ensayo para permitir la exposición de un mayor 

número de nematodos expuestos. Así, en lugar de utilizar una placa de 96 pocillos, se 

utilizó una placa de 24 pocillos, en la cual el volumen total de líquido fue de 1 ml.   

Protocolo de exposición a Pb definitivo 

El modelo experimental usado en este trabajo de tesis (ver figura 10) comenzó 

con una población sincronizada de nematodos (generación 0), que creció hasta el 

estadio L4. En ese momento se inició el protocolo de exposición a Pb (ver procedimiento 

más adelante). Noventa y seis horas después, se obtuvo la generación 1, cuya falta de 
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alimento produjo que permanezcan en estadio L1. Al pasarlos luego a placas NGM 

sembradas con E. coli OP50, éstos crecieron hasta el estadio L4, período en el que se 

realizaron los diferentes ensayos descriptos en este trabajo de tesis.  

Para este tratamiento se utilizaron los siguientes materiales: 

• Solución de Pb(NO3)2 480uM (16 mg de Pb(NO3)2 en 100 ml de medio) 

• Medio K (32 mM KCl / 51 mM NaCl) (2,38 gr de KCl y 2,97 gr de NaCl en 1 lt de 

agua)  

• Agua miliQ 

• Ansa de platino 

• Placa plástica multicélulas de 24 pocillos estéril con tapa  

Procedimiento: 

Gusanos en estadio L4 fueron expuestos a 1 ml de solución de 24 µM de Pb(NO3)2 

(a partir de la solución madre de 480 µM) o a medio K durante 96 horas en placas de 24 

pocillos estériles con la tapa sellada (protocolo modificado de Yu y cols., 2013). En ese 

período, las larvas L4 crecieron a la fase adulta (generación 0) en la cual pusieron huevos 

que eclosionaron y crecieron sólo hasta el estadio L1 (generación 1) debido a la falta de 

alimento en el sitio de exposición. Posteriormente, bajo condiciones de esterilidad, 

fueron lavados con agua mili Q estéril y transferidos a placas NGM sembradas con 

alimento, en la cual crecieron hasta L4, momento en que fueron utilizados para los 

diferentes ensayos de esta tesis (figura 11). Los gusanos de la generación 0 fueron 

eliminados de la placa mediante toque con ansa caliente, para evitar mezcla en la 

población de nematodos. De esta manera quedan conformados los grupos 

experimentales: expuestos a plomo (“Pb”) y controles (“C”) expuestos sólo al vehículo, 

es decir medio K. 

Figura 10. Progresión en días del modelo experimental. 

DIA 1: 
SINCRONIZACIÓN DE 

GUSANOS 

DIA 4: 
EXPOSICIÓN DE LARVAS L4 

A PLOMO O MEDIO K (G0) 

DIA 8: 
RECUPERACIÓN DE LARVAS L1 (G1) 

EN MEDIO NGM CON ALIMENTO 

DIA 10: 
LARVAS G1 EN ESTADIO L3-L4. 

PRUEBAS CONDUCTUALES Y 

BIOQUÍMICAS 
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Figura 11. Esquema de exposición a Pb. Larvas en estadio L4 se colocan en un medio líquido con la solución de Pb 
durante 96 horas (flecha roja), tiempo en el cual crecen al estadio adulto y ponen huevos. Éstos eclosionarán y 
quedarán arrestados en L1 debido a la falta de alimento. Posteriormente se coloca estos nematodos en placas de 
Petri con E. coli OP50 y sin Pb (flecha azul), de manera que crezcan hasta el estadio L4, momento en que se realizan 
los experimentos de la tesis. Los nematodos progenitores se descartan por toque con ansa caliente.  
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Curva Concentración - Respuesta de los efectos tóxicos de Pb sobre 

neuronas DAérgicas 

Introducción 

En este experimento se determinó el nivel de afectación de la integridad de 

neuronas DAérgicas de C. elegans en función de la concentración de Pb. Se utilizó la cepa 

BY200 [dat-1p::GFP (vtIs1) V], la cual como se dijo previamente, es una cepa transgénica 

que expresa el promotor de DAT junto a GFP. 

A pesar de su relativa simplicidad anatómica, la neuroquímica y la genética del 

gusano son muy similares a la de los mamíferos. La señalización nerviosa se realiza a 

través de los neurotransmisores clásicos como el GLU, Ach, GABA y aminas biógenas, 

junto con un gran número de neuropéptidos (Fang-Yen y cols., 2015). 

A este respecto, en función de sus características anatómicas y la conectividad 

sináptica, las neuronas pueden clasificarse como sensoriales, interneuronas y 

motoneuronas. Las neuronas sensoriales son capaces de reconocer estímulos químicos, 

mecánicos, térmicos, lumínicos y son las que parecen tener terminaciones sensoriales, 

haya sido o no demostrado que sean funcionales. Las neuronas motoras son las que 

hacen sinapsis en las células musculares, mientras que las interneuronas son aquellas 

que realizan múltiples conexiones con otras neuronas. Esta clasificación es en cierto 

modo arbitraria, ya que muchas neuronas abarcan dos o más categorías (Fang-Yen y 

cols., 2015). 

Los nematodos hermafroditas poseen un sistema nervioso compuesto por 302 

neuronas, de las cuales 8 son DAérgicas. Éstas se subdividen en 2 pares denominadas 

cefálicas (CEP), 1 par de neuronas anteriores (ADE) y 1 par de neuronas posteriores (PDE) 

(Chen y cols., 2013; Sulston, Dew, & Brenner, 1975; WormBase, 2013) (ver figura 12).  

Figura 12. Imágenes representativas de la región 
anterior de C. elegans adulto. (a) denota 6 
neuronas DAérgicas intactas: 4 CEP (flechas 
blancas) y 2 ADE (flechas amarillas). (b) denota los 
procesos celulares intactos (flechas blancas) de las 
4 neuronas CEP. (Barra de escala: 50 µm, 
magnificación 50x). (Imagen extraída de Maulik y 
cols.., 2017) 
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Las neuronas DAérgicas son sensoriales debido a sus terminaciones ciliadas en la 

cutícula (Perkins y cols., 1986). Los procesos sensoriales de las neuronas cefálicas se 

extienden hasta la punta de la nariz, las terminaciones de las neuronas anteriores se 

sitúan de manera lateral en el tercio anterior del cuerpo, y las terminaciones de las 

neuronas posteriores se sitúan también lateralmente en la región posterior del cuerpo 

(Sawin y cols., 2000). La característica de transparencia de este organismo ha 

posibilitado el estudio del sistema neuronal in vivo a través de GFP o proteína 

fluorescente roja (mCherry). De este modo, cambios morfológicos tales como 

punteados, ausencia o encogimiento neuronal, vacuolización, pérdida de cuerpos 

celulares o interrupción de filamentos en los procesos neuronales pueden utilizarse 

como indicadores de signos de neurodegeneración (Chen y cols., 2013; Nass y cols., 

2002). 

El procedimiento más utilizado para detectar neuronas DAérgicas por 

microscopía de fluorescencia es mediante la observación de GFP unido al reportero de 

dat-1, un gen que codifica para DAT a nivel presináptico (Helmcke y cols., 2010; VanDuyn 

y cols., 2010). 

Respecto a la neurotoxicidad inducida por Pb, se ha demostrado que la 

exposición a dosis cercanas a la DL50 produce alteraciones en el sistema DAérgico, 

evidenciadas como un encogimiento de somas neuronales, pérdida de la integridad 

dendrítica y un menor porcentaje de neuronas cefálicas intactas en gusanos 

transgénicos con dat-1 adosado a GFP (Akinyemi y cols.,2019).  

Materiales  

• Solución de Pb(NO3)2 480 µM (16 mg de Pb(NO3)2 en 100 ml de medio K) 

• Medio K (32 mM KCl / 51 mM NaCl) (2,38 gr de KCl y 2,97 gr de NaCl en 1 l de 

agua)  

• Agua miliQ 

• Ansa de platino 

• Placa plástica multiceldas de 24 pocillos estéril con tapa 

• Portaobjeto 

• Agarosa al 3% (Sigma-Aldrich) 

• Cubreobjeto 
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• Levamisol (Sigma-Aldrich) 

• Microscopio de fluorescencia (Nikon Eclipse 801, Nikon Corporation) 

• Microscopio confocal LSM510 (Carl Zeiss MicroImaging, Inc) para la toma de 

imágenes ilustrativas 

Procedimiento 

Gusanos de la cepa BY200 en estadio L4 fueron expuestos a 1 ml de solución de 

Pb(NO3)2 a concentraciones crecientes: 24, 50, 100 y 240 µM (a partir de la solución 

madre de 480 µM de Pb) o al medio de disolución como control vehículo durante 96 

horas según el protocolo de exposición a Pb previamente descripto. Inmediatamente 

antes de la visualización al microscopio de los nematodos en el estadio larval adecuado, 

se prepararon en portaobjeto pads de 200 µl de agarosa al 3%; una vez secos se agregó 

5 µl de levamisol, un anestésico inocuo de uso frecuente en estos organismos. Se 

colocaron con ansa aproximadamente 40 a 60 gusanos por pad y se cubrió con un 

cubreobjetos. Se observaron bajo microscopio de fluorescencia para determinar 

alteraciones morfológicas en las neuronas bajo estudio. Se estableció un puntaje de 

neurodegeneración en función de las alteraciones, para esto se asignaron los números 

de 0 a 4 de acuerdo a la siguiente escala:   

0- célula intacta y sin cambios visibles;  

1-  leves alteraciones, es decir pequeños puntos, sin espacios ni interrupciones en 

los procesos neuronales;  

2- grandes puntos en las dendritas, cambios morfológicos notorios;  

3- punteado de mayor tamaño que en el caso anterior, de manera abundante y muy 

evidente (reconocidos como “burbujas”). Comienzan a evidenciarse espacios e 

interrupciones en las prolongaciones dendríticas;  

4- numerosos espacios en la célula, incluso pérdida del soma o de marcación 

fluorescente. 

Para este experimento se observaron 160 nematodos para las concentraciones 

de 0, 24 y 50 µM, y 68 nematodos para las concentraciones de 100 y 240 µM, a lo largo 

de 4 replicados. La disparidad en la cantidad total de gusanos se debe a que, como se 

dijo previamente, el Pb a dosis altas produce alteraciones en la capacidad reproductiva 
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y puesta de huevos (Wang & Yang, 2007) por lo que la progenie obtenida a 100 y 240 

µM de Pb fue menor que a las concentraciones más bajas analizadas.   

Resultados  

En este experimento se expuso a los gusanos de la cepa BY200 con 

concentraciones crecientes de Pb. Como se puede observar en la figura 13, la cantidad 

de nematodos con algún tipo de alteración en la integridad neuronal DAérgica aumentó 

de manera dependiente de las concentraciones de Pb estudiadas. Así, se pudo observar 

que la exposición a 240 µM de Pb(NO3)2 durante 96 horas generó modificaciones en 

aproximadamente el 80% de la población evaluada, valor que fue estadísticamente 

significativo respecto de los gusanos C, es decir que no estuvieron expuestos a Pb 

(ANOVA de una vía, F [4,27] = 9,821; p valor < 0,001). 

A su vez, se estableció una escala en función de los cambios observados sobre 

los procesos dendríticos. De esta manera, se pretendió analizar la severidad de la 

alteración en la morfología neuronal según la concentración de Pb empleada. Como se 

puede observar en la figura 14 y en las fotos que la acompañan (figura 15), en el caso de 

los gusanos C (0 µM), alrededor de un 25% presentó daño leve, manifestado como 

pequeños punteados a lo largo de los procesos neuronales. Sin embargo, a medida que 

fue aumentando la concentración, sí se observaron modificaciones más pronunciadas. 

Figura 13. Efecto de la exposición a Pb(NO3)2 en gusanos de la cepa BY200, medido en función de la cantidad de 
organismos que presentan algún signo de neurodegeneración morfológica sobre el total observado. *** indica 
p<0,001. 
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A 240 µM de Pb se evidenció en un determinado número de gusanos, incluso la pérdida 

del soma de las neuronas y/o de la marcación fluorescente en sus procesos dendríticos 

(valor 3 y 4 en la escala de neurodegeneración). Cabe destacar que a todas las 

concentraciones estudiadas se observó un predominio de alteraciones leves. Esta 

aseveración adquiere relevancia puesto que la concentración que se empleó para 

realizar todos los ensayos conductuales de este trabajo de tesis fue la de 24 µM, bajo la 

premisa de estudiar una concentración (“subumbral”) del metal, que puede generar 

cambios sutiles en la integridad DAérgica, pero sin llegar a provocar la muerte neuronal. 

En la figura 14 y 15 correspondiente a esta concentración se pudo observar que la 

mayoría de los gusanos expuestos a Pb no presentaron signos de neurodegeneración, 

en tanto que aquellos que si lo hicieron (aproximadamente el 10% del total) estas 

alteraciones fueron leves.   

Figura 15. Fotos representativas de la morfología de neuronas CEP en gusanos expuestos a distintas concentraciones 
de Pb(NO3)2. Barra de escala: 50 µm, magnificación 50x. 

Figura 14. Nivel de daño ejercido por Pb sobre neuronas dopaminérgicas de gusanos BY200.  0- célula intacta y sin 
cambios visibles; 1- leves alteraciones: pequeños puntos, sin espacios ni interrupciones en los procesos neuronales; 
2-grandes puntos en las dendritas, cambios morfológicos notorios; 3- punteado de mayor tamaño, abundante y 
evidente, con posibles interrupciones o espacios en las prolongaciones. 4- Espacios marcados en la célula, incluso 
pérdida del soma o de marcación fluorescente. 
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Discusión 

Los resultados obtenidos demuestran la capacidad del Pb de producir 

alteraciones morfológicas en neuronas DAérgicas de una manera dependiente de la 

concentración. A partir de estos datos, en el presente trabajo de tesis se seleccionaron 

los niveles de exposición que se espera provoquen mínimas alteraciones, bajo la premisa 

de estudiar una concentración “subumbral” del metal, que pueda generar cambios 

sutiles en la integridad DAérgica y que se evidencie en alteraciones 

neurocomportamentales, pero sin llegar a provocar la muerte neuronal.  

En relación a las evidencias presentadas por otros autores, Lu y cols en 2018 

reportaron que 60 µM de PbCl2 administrados a cepas en estadio L4 generó daño a las 

neuronas DAérgicas en el 40% de la población, presentando un fenotipo anormal que 

incluía alteración en los procesos neuronales, evidenciados como una reducción de los 

cuerpos celulares. A este respecto cabe destacar que en nuestro estudio la dosis de 50 

µM, que es la que más se asemeja a la reportada en este estudio, provocó que 

aproximadamente el 60% de la población evidencie algún tipo de alteración, aunque con 

un marcado predominio de daños leves en la morfología neuronal tal como se observa 

en la figura 14. Sin embargo, la gran diferencia con este estudio subyace en el periodo 

de exposición a Pb, que en nuestro caso se produjo en etapas tempranas de la vida del 

nematodo lo que, se ha demostrado en animales superiores y seres humanos, 

provocaría una huella en el neurodesarrollo del organismo, condicionando respuestas 

diferenciales para el caso que la exposición transcurra en la edad adulta (Silbergeld, 

1992; Virgolini & Aschner, 2021). En base a esta aserción, resulta de interés comparar 

los resultados obtenidos en este trabajo de tesis con estudios en los que la exposición a 

Pb transcurra en etapas tempranas del desarrollo.  

Es así que en un reporte reciente se demostró que el tratamiento agudo con 5 

mM de acetato de Pb a gusanos en estadio L1 provocó que casi el 80% de las neuronas 

DAérgicas muestren signos de neurodegeneración, lo cual fue acompañado de una 

reducción en los niveles de DA (Akinyemi y cols., 2019). A este respecto, surgen algunas 

diferencias que dificultan la interpretación de estos resultados, algunas de las cuales se 

detallan a continuación. En particular, en el trabajo de Akinyemi y cols., se emplearon 

mayores concentraciones del metal (0-50 mM de acetato de Pb) mediante una 
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exposición aguda y restringida al periodo postnatal temprano (estadio larval L1). Más 

aun, en ese trabajo no se brindó una escala indicando el grado de neurodegeneración, 

ya que fue cuantificado por un sistema binario de presencia/ausencia de algunos de los 

indicadores de neurodegeneración mencionados anteriormente. Estas diferencias 

metodológicas impiden una comparación directa con nuestros datos, pero brindan 

evidencias sobre los efectos deletéreos del Pb sobre la sinapsis DAérgica. 

Particularmente, sobre la morfología neuronal que sin lugar a dudas impactará sobre la 

respuesta de este sistema a sustancias toxicas que han sido descriptas afectan la 

funcionalidad de DA, evidenciándose como alteraciones comportamentales y 

neuroquímicas.  

Por último, resulta de interés mencionar las investigaciones recientes de Ke y 

cols, donde se atribuye la presencia de vesículas asociadas al proceso dendrítico en 

neuronas CEP a una manifestación dependiente de la edad (Ke y cols., 2020). 

Específicamente, en este estudio se demuestra que gusanos adultos en estado basal 

presentan un determinado porcentaje de vesículas como consecuencia de la formación 

de agregados, lo cual puede ser atribuido al proceso de proteostasis o al 

desprendimiento de fragmentos de membrana plasmática del soma neuronal 

(Melentijevic y cols., 2017), fenómeno ausente en gusanos L3 jóvenes. Por lo tanto, no 

puede descartarse la posibilidad de que los indicadores de neurodegeneración 

obtenidos por nosotros en los gusanos expuestos al vehículo, aunque leves (30% de 

alteraciones de grado 1, ver figura 14), puedan responder a un efecto dependiente de 

la edad, más que a un proceso neurodegenerativo per se. Estudios posteriores a este 

respecto permitirían aportar nuevas evidencias a fin de clarificar este y otros aspectos 

de la morfología neuronal DAérgica en gusanos adultos y facilitar la comprensión de los 

daños producidos a este nivel por diversas sustancias tóxicas.  

En conjunto, estos resultados sugieren que cambios leves en la morfología 

neuronal DAérgica podrían ser suficientes para producir manifestaciones en 

comportamientos que dependen de la integridad de la funcionalidad de este sistema. Es 

así que alteraciones, aun sutiles, en la integridad de dicha sinapsis podrían condicionar 

respuestas diferenciadas a otros neurotóxicos como es el caso del EtOH que, como se 

describió anteriormente, es una droga de abuso que comparte mecanismos 

neurobiológicos con otras sustancias, favoreciendo la liberación de DA en las terminales 
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nerviosas. En base a estos antecedentes, en el próximo capítulo se abordará el estudio 

en animales jóvenes de los efectos del EtOH que se ha descripto son modulados por el 

sistema DAérgico, a fin de establecer el impacto de la exposición temprana a este metal 

sobre respuestas a otros neurotóxicos en etapas posteriores de la vida. 
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Respuesta de Enlentecimiento Basal en cepas salvajes y mutantes 

frente a la exposición a EtOH 

Introducción  

Una característica importante del sistema nervioso de todo ser vivo es la 

capacidad de responder de manera flexible a cambios en el ambiente que lo rodea. A 

medida que los animales exploran su entorno, sus sistemas nerviosos transitan entre 

una amplia gama de estados internos que influyen en cómo se procesa la información 

sensorial para generar una determinada conducta (Anderson & Adolphs, 2014). Estos 

estados internos de estimulación y motivación suelen alterar muchos comportamientos, 

impactando en los circuitos motores que controlan diversas manifestaciones 

conductuales como la alimentación y la locomoción (Cermak y cols., 2020).  

Los animales pueden generar distintos patrones motores que son modificados 

en función de las necesidades internas del organismo y de las claves ambientales que 

son controlados por circuitos neuronales que actúan sobre grupos musculares 

específicos. La presencia o ausencia de alimento es uno de los factores más 

determinantes en el comportamiento de todo organismo y genera una plasticidad en el 

comportamiento que suele involucrar cambios en las propiedades de neuronas y 

sinapsis. Al respecto, se ha demostrado que la vía DAérgica está implicada en estos 

fenómenos, tanto en vertebrados como en invertebrados.  

Se ha mencionado anteriormente que la DA, un mensajero molecular en el 

cerebro de organismos superiores está también presente en C. elegans, regulando 

comportamientos tales como la inhibición de la puesta de huevos (Schafer & Kenyon, 

1995), la modulación de la velocidad de locomoción en respuesta a la comida (Sawin y 

cols., 2000) y la transición de la conducta de nado (“swimming”) a arrastre en medio 

sólido (“crawling”) (Abdelhack, 2016). A su vez, este neurotransmisor participa en la 

plasticidad del comportamiento en C. elegans, concretamente en una forma de 

aprendizaje y memoria no asociativa llamada “habituación al golpeteo” (Rankin & 

Broster, 1992; Sanyal y cols., 2004), así como también en los patrones de movimiento y 

locomoción en función de la disponibilidad de alimento (Calhoun y cols., 2015). 

La adaptación del circuito mecanosensorial durante la locomoción es un 

mecanismo muy útil que permite a los organismos sobrevivir en diferentes condiciones 
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ambientales (Abdelhack, 2016). Cuando los gusanos ingresan a un césped de comida 

(bacteria), la DA es responsable de mediar una serie de comportamientos bien 

caracterizados que facilitan la ingestión del alimento, llamadas “Respuesta de 

Enlentecimiento Basal” (Basal Slowing Response, por sus siglas en inglés, BSR) (Sawin y 

cols., 2000) y “Búsqueda de Área Restringida” (Hills y cols., 2004). 

Como se mencionó previamente, C. elegans posee 8 neuronas DAérgicas: 4 

cefálicas (CEP), 2 anteriores (ADE) y 2 posteriores (PDE). Desde el punto de vista 

ultraestructural todas poseen terminaciones ciliadas en la cutícula, por lo que se les 

atribuye funciones mecanosensoriales (Perkins y cols., 1986; White y cols., 1986). A su 

vez, los receptores DAérgicos descriptos en este organismo se dividen en dos grupos: 

D1R y D2R, en función de su homología y perfiles farmacológicos. Hasta el momento, se 

ha reportado que el primer grupo se conforma por los receptores DOP-1 y DOP-4, 

mientras que en el segundo se incluye a los receptores DOP-2 y DOP-3. Los D1R son de 

localización post sináptica y actúan a través de proteína Gαq  promoviendo la generación 

de AMPc y ejerciendo un efecto estimulatorio sobre la locomoción, mientras que los 

D2R se localizan de manera pre y postsináptica, y actúan a través de la proteína Gα0 para 

provocar una disminución en la producción de AMPc e inhibir la locomoción (ver figura 

16) (Allen y cols., 2011; Chase y cols., 2004; Pandey & Harbinder, 2012). 

Figura 16. Mecanismo de acción de receptores DAérgicos tipo D1 y D2. 
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DOP-1 se expresa en células de soporte y neuronas de la cabeza, en cordón 

ventral (CV) y cola, así como DOP-3, que también se expresa en neuronas de la cabeza, 

CV, cola y de forma débil y variable en células de la pared muscular. Aun así, DOP-3 y 

DOP-1 muestran un solapamiento funcional puesto que se coexpresan en las mismas 

células pero son antagonistas entre sí (Chase y cols., 2004).  

Además de las conexiones DAérgicas, el cordón nervioso ventral (CNV), la 

principal estructura que maneja el movimiento del gusano, contiene dos tipos de 

motoneuronas que inervan la pared muscular: colinérgicas, que estimulan la 

contracción del cuerpo, y GABAérgicas, que inhiben dicha contracción o median la 

relajación de músculos opuestos. En las primeras se encuentra una alta expresión de 

receptores DOP-1 y en menor medida DOP-3, mientras que en las segundas sólo se 

expresa DOP-3. Si bien DOP-3 se expresa más en neuronas GABAérgicas que 

colinérgicas, su función la ejerce principalmente a través de las colinérgicas, donde 

antagoniza la acción de los receptores estimulatorios DOP-1 (Chase y cols., 2004) (ver 

figura 17). Cabe destacar que, además y al igual que en animales superiores, DOP-2 

actúa como un autorreceptor en C. elegans ejerciendo un efecto regulatorio sobre la 

liberación de DA (Suo y cols., 2004).  

Figura 17. Expresión de receptores DOP-1 y DOP-3 en motoneuronas del cordón ventral y dorsal de C. elegans. 
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Los receptores DOP-4 se expresan en neuronas faríngeas I1 e I2, neuronas ASG, 

AVL, CAN y PQR, en vulva, intestino, glándulas rectales y células epiteliales rectales. 

También lo hacen en algunas neuronas de la cabeza, pero con un patrón más débil y 

variable. Este perfil de expresión sugiere que dicho receptor podría jugar un rol en la 

regulación de la conducta de bombeo faríngeo, la quimiosensación, la defecación, la 

detección de oxígeno y la conducta de apareamiento de los machos (Sugiura y cols., 

2005). Por otra parte, ensayos de unión con ligandos fluorescentes demostraron que 

DOP-4 tiene una alta homología con los receptores de octopamina en C. elegans y 

receptores α-adrenérgicos en humanos, y un menor porcentaje de identidad de 

secuencia con los D1R de mamíferos. A pesar de esto, y debido a similitudes en su 

función con DOP-1, se considera a DOP-4 como un receptor DAérgico de tipo D1 único 

en invertebrados (Sugiura y cols., 2005).  

El hecho de que las neuronas DAérgicas sean mecanosensoriales, le confiere a C. 

elegans la capacidad de sensar el entorno y mantenerse en la proximidad de la fuente 

de alimento una vez alcanzada. Esto es posible por la presencia de un receptor de 

estiramiento TRP-4, la subunidad formadora de poros de los canales de 

mecanotransducción, que se expresa tanto en las neuronas DAérgicas como también en 

las interneuronas DVA y DVC (Kang y cols., 2010; Li y cols., 2006). El TRP-4 es requerido 

en las neuronas DAérgicas para ejecutar las conductas de ralentización de la comida 

(Kindt y cols., 2007) y en las DVA para el control de la amplitud de la flexión corporal (Li 

y cols., 2006; Schafer, 2015). 

En base a estas consideraciones puede definirse como BSR, a la desaceleración 

que se produce en los gusanos ante la presencia de comida, en las cuales neuronas 

mecanosensoriales CEP, ADE y PDE se activan en presencia de bacteria, liberando DA 

(Sawin y cols., 2000). Este neurotransmisor, a su vez, activa de manera directa o 

indirecta (a través de interneuronas) a motoneuronas colinérgicas y GABAérgicas del CV 

del gusano que son quienes regulan la locomoción y la disminuyen (Rodríguez-Ramos y 

cols., 2017). Cuando existe una alteración en esta vía neuronal, por ejemplo en el caso 

de mutantes para el canal TRP-4 (Li y cols., 2006) o en organismos deficientes en DA 

(Sawin y cols., 2000), los nematodos tienden a mantener una mayor actividad 

locomotora en presencia de comida, lo que se traduce en un menor BSR. 
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Sin embargo, la DA no es el único efector que media respuestas motoras 

asociadas con la locomoción y la presencia de alimento, puesto que otras aminas como 

tiramina y octopamina también influencian conductas asociadas a este estímulo (Chase, 

2007; Suo y cols., 2009). De las 959 células somáticas en C. elegans, 302 son neuronas 

identificables por su linaje, localización, morfología y neuroquímica en cada 

hermafrodita adulto. De ellas, 75 motoneuronas inervan los músculos de la pared 

corporal que proporcionan el empuje durante la locomoción (Gjorgjieva y cols., 2014). 

Una de estas vías se encuentra detallada por Suo y cols. Específicamente neuronas 

glutamatérgicas ASK sensan el estímulo del alimento, y proyectan hacia neuronas 

DAérgicas CEP, las cuales liberan DA que actuarían sobre D2R de neuronas RIC 

(octopaminérgicas), inhibiendo la liberación de octopamina, que es el neurotransmisor 

que participa en la respuesta locomotora en ausencia de alimento. Es decir que en 

presencia de alimento, el control es ejercido por DA, suprimiendo la señalización de 

octopamina a través de D2R en neuronas RIC y SIA (colinérgicas) (ver figura 18) (Suo y 

cols., 2009).  

Figura 18. Regulación 
DAérgica y octopaminérgica 
de la locomoción inducida 
por alimento. (A) Cuando hay 
alimento, el estímulo es 
reconocido por neuronas ASK 
y CEP que provocan la 
liberación de DA, quien inhibe 
la de octopamina desde 
neuronas RIC y actúa sobre 
receptores DAérgicos de 
neuronas SIA, inhibiendo la 
liberación de Ach y por 
consiguiente provocando el 
enlentecimiento. (B) Sin 
alimento, no se produce la 
liberación de DA capaz de 
inhibir neuronas RIC, por lo 
que se libera octopamina 
desde estas células que actúa 
sobre neuronas SIA y liberan 
Ach, con la consiguiente 
activación del movimiento. 
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 En cuanto a 5-HT, se ha reportado que participa en conductas tales como la 

puesta de huevos a través de su acción sobre comandos y motoneuronas, la conducta 

de alimentación por bombeo faríngeo a través de motoneuronas y músculos, y también 

la conducta de nado (Weinshenker y cols., 1995). Más aun, se ha reportado que cambios 

en la locomoción relacionados con la edad pueden ser correlacionados con cambios en 

el balance DA/5-HT en gusanos envejecidos (Murakami y cols., 2008). 

Como se expresó previamente, la mecanosensación induce la desaceleración 

mediada por DA en presencia de alimento (bacteria), y puede realizarse contabilizando 

el número de flexiones del cuerpo del gusano en un intervalo de 20 segundos (Sawin y 

cols., 2000). Las tasas locomotoras se comparan entre los gusanos bien alimentados que 

han sido colocados en las placas con alimento en relación a los que se colocaron en las 

placas sin alimento y la relación se conoce como el cambio (delta, Δ) en las curvas 

registradas en el cuerpo del gusano durante un período de tiempo establecido. Un valor 

de Δ más bajo representa un menor enlentecimiento en presencia del alimento y, por lo 

tanto, déficits en la función DAérgica, ya que los gusanos deficientes en DA no muestran 

disminución en la actividad locomotora en presencia de alimento. La conducta 

evidenciada por la cepa cat-2 se considera como “control positivo”, puesto que al 

presentar deficiencia en la enzima TH muestra un comportamiento defectuoso en la 

mecanosensación (Sawin y cols., 2000). Los controles apropiados para el ensayo 

incluyen nematodos bien alimentados y mantener la consistencia en el tamaño y grosor 

del césped bacteriano en todas las placas utilizadas. Se ha señalado que los gusanos 

mutantes nulos para bas-1 (gen que codifica para L-dopa descarboxilasa) y cat-4 (gen 

que codifica para la proteína GTP-ciclohidrolasa 1) tampoco disminuyen la velocidad en 

respuesta al césped bacteriano puesto que ambos están implicados en las vías de 

neurotransmisión serotoninérgica y DAérgica (Sawin y cols., 2000). Sin embargo, la 

aplicación de 5-HT exógena puede rescatar el comportamiento de estos mutantes. Por 

todo esto, la clave para diferenciar los efectos de 5-HT de los efectos de DA en este 

ensayo, es el estado de alimentación de los gusanos: la manifestación serotoninérgica 

de esta tarea requiere gusanos hambrientos, mientras que la DAérgica requiere que los 

gusanos estén bien alimentados hasta el momento del experimento. 
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Así, en este trabajo de tesis, se analizó el impacto de la exposición a Pb sobre el 

comportamiento de BSR tanto en la cepa salvaje como en cepas mutantes que 

presentan alguna modificación en la sinapsis DAérgica, a saber (ver figura 19):  

• UA57: baIs4 [dat-1p::GFP + dat-1p::CAT-2]. Las neuronas DAérgicas se encuentran 

marcadas con GFP y presentan sobreexpresión de TH. 

• MT15620: cat-2(n4547) II. Mutante nula para TH. 

• RB1254: C52B11.3(ok1321) X. Mutante nula para el receptor postsináptico DOP-4 

• LX734: dop-2(vs105) V; dop-1(vs100) dop-3(vs106) X. Mutante nula para los 

receptores DOP-1, DOP-2 y DOP-3. 

• CB1111: cat-1(e1111) X. Mutante nula para el transportador vesicular de 

monoaminas (VMAT) 

• MAB398: dat-1p::GFP (vtIs1) V + (ok157) III. Las neuronas DAérgicas se encuentran 

marcadas con GFP y con mutación nula para DAT. 

 

Figura 19. Esquema simplificado de la sinapsis DAérgica y todos los blancos moleculares plausibles de ser modificados 
con técnicas de ingeniería genética (Ilustración modificada de: Benedetto y cols., 2010). 

https://cgc.umn.edu/strain/search?st1=ok157&sf1=all
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Materiales 

• Placas plásticas estériles de 6 cm de diámetro con tapa 

• Medio NGM 

• Bacteria E. coli OP50 

• Lupa (Motic, modelo SMZ-171) 

• Ansa de platino 

• Buffer S- basal (0,28 gr K2HPO4, 1,48 gr de KH2PO4 y 1,46 gr de NaCl en 250 ml 

con agua miliQ y posterior esterilización 20 minutos en autoclave) 

• Papel absorbente 

Procedimiento  

Este ensayo se realizó según el protocolo de Chakraborty y cols. (2015) con 

ligeras modificaciones. Se utilizaron dos placas con medio NGM por grupo: una con 5 µl 

de bacteria E. coli OP50 sembrada en forma de anillo y crecida durante toda la noche a 

37ºC y una placa sin sembrar (ver figura 20).  

Es importante tener en cuenta que la placa con alimento debe ser sembrada el día 

anterior, para que de este modo la bacteria sea fresca y no interfiera en el 

comportamiento de los nematodos. El día de la prueba se lavaron las placas C y Pb que 

contenían gusanos en estadio L4 con 1,5 ml de buffer S-basal. Se colectó en tubos 

eppendorf y se centrifugó por 15 segundos. Se repitió este paso dos veces más a fin de 

eliminar todo resto de bacteria que pudiera ser arrastrada desde la placa anterior. Con 

la punta de un tip cortado, se colocaron en el centro de cada placa 5 µl del pellet, de 

manera tal de asegurar el traspaso de más de 20 gusanos por placa. El excedente de 

líquido se secó con un papel absorbente enrollado en forma de tira, y se dejaron reposar 

las placas de manera intacta. Al cabo de 5 minutos, se contó en cada condición el 

número de CC en 20 segundos de entre 6 a 10 gusanos. El criterio para considerar una 

contorsión fue el cambio en la dirección del pharnix (la cabeza), en un ángulo mayor a 

Figura 20. Esquema de protocolo empleado para evaluar la Respuesta de Enlentecimiento Basal. 
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45º, siempre con desplazamiento hacia adelante, es decir un cambio en la dirección de 

una parte del gusano con respecto al bulbo posterior de la faringe a lo largo del eje “Y”, 

suponiendo que el gusano se moviera a lo largo del eje “X” (Pierce-Shimomura y cols., 

1999; Tiwari y cols., 2020). En caso de un desplazamiento hacia atrás, se contó como 

contorsión el cambio en dos veces la dirección del pharnix.  

Cabe destacar que en este experimento también se evaluaron los efectos del 

EtOH (concentración final de EtOH en la placa: 200 mM) en cada condición, es decir con 

y sin alimento. El protocolo se siguió de manera idéntica, con la única variante del 

agregado de 69,12 µl de EtOH por cada 6 ml de agar en la placa, 2 horas previas a la 

realización del test. Esto da como resultado una concentración de 200 mM de EtOH en 

placa. 

Analisis estadístico 

Se compararon las variables grupo (C vs Pb), alimento (presencia vs ausencia) y 

droga (EtOH vs No EtOH) mediante un ANOVA de tres vías (gráficos no mostrados). Sin 

embargo, para facilitar la visualización e interpretación de los resutados, se decidió 

analizar los mismos mediante un ANOVA de dos vías, contrastando por separado las 

variables grupo y alimento, siendo la variable droga presentada en dos gráficos 

separados. Finalmente, se graficó y analizó la diferencia (o Δ) de las CC en las condiciones 

de presencia y ausencia de alimento. En los gráficos sólo se denota la significancia 

obtenida por el test de Tukey como prueba  post hoc cuando el ANOVA arrojó 

interacciones significativas. Los resultados fueron analizados con el programa 

estadístico Statistica 10 y graficados con el programa GraphPad Prism 8.  
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Resultados  

Cepa salvaje (N2)  

Como se observa en la figura 21, el ensayo de BSR fue realizado bajo dos 

condiciones experimentales diferentes: en ausencia y en presencia de EtOH. En el primer 

caso (figura 21 A), se pudo observar que, de acuerdo a lo esperado, tanto los nematodos 

C como los expuestos a Pb disminuyeron la tasa de movimiento al encontrarse en un 

medio con alimento respecto de la que presentaron en ausencia del mismo, no 

evidenciándose diferencias entre ambos grupos. Esta afirmación se basa en los datos 

estadísticos, los cuales mediante un ANOVA de 2 vías demuestran una diferencia 

significativa sólo en la variable alimento (F [1,23] = 61,92; p valor < 0,001). Por otra parte, 

en la condición con EtOH (figura 21 B), se observó un comportamiento similar (efecto 

en la variable alimento (F [1,27] = 103,99; p valor < 0,001), con una tendencia a un menor 

movimiento en los animales de ambos grupos. En el análisis ANOVA de 3 vías (alimento 

x grupo x droga), se evidencian diferencias en las variables alimento (F [1,51] = 160,41; 

p valor < 0,001) y droga (F [1,51] = 11,19; p valor < 0,01), sin interacciones significativas 

entre ellas. En la figura 22 se presentan los datos correspondientes a la diferencia entre 

el movimiento en la condición sin alimento y la condición con alimento. Del análisis de 

estos datos mediante el ANOVA de dos vías emergió un efecto significativo en la variable 

grupo (C vs. Pb) en la condición no EtOH (F [1,23] = 10,68; p valor < 0,01), así como una 

interacción grupo x droga (F [1,23] = 6,02; p valor < 0,05). El análisis post hoc indicó una 

menor diferencia en los movimientos del grupo Pb en relación a los animales C (p valor 

< 0,01) en un medio que carece de EtOH. Asimismo, y en presencia de EtOH, el grupo C 

evidenció una reducción significativa en sus movimientos respecto a las condiciones en 

ausencia de la droga (p valor < 0,05), efecto que no se evidenció en el grupo expuesto a 

Pb. Estos resultados indican un deterioro en el desempeño en esta prueba en 

condiciones basales (sin EtOH) en el grupo Pb, efecto que también se evidenció en el 

grupo C, pero sólo en respuesta a la exposición a EtOH. 
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Figura 22. Diferencia en el número de contorsiones corporales (condición sin alimento vs condición con alimento) de 
la cepa salvaje en la condición sin y con EtOH. ** Pb no EtOH vs C no EtOH, p < 0,01; y # C EtOH vs C no EtOH, p < 0,05.  

B)  A) 

Figura 21. Número de contorsiones corporales realizados en 20 segundos en la condición: (-) sin alimento y (+) con 
alimento. (A) denota la condición libre de EtOH, (B) la condición con agregado de la droga. 
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Cepa que carece de la enzima tirosina hidroxilasa (MT15620) 

En este caso se utilizaron nematodos que carecen de la enzima TH, por lo cual la 

síntesis de DA por esta vía estará impedida. De este modo y tal como se menciona en 

Sawin y cols (2000), la cepa que no sintetiza DA mediante TH puede emplearse como un 

“control positivo” para esta prueba, puesto que al no haber disponibilidad de DA 

sináptica se anticipa que los gusanos no serán capaces de discernir correctamente el 

cambio de textura en la superficie, y con ello se verá afectada la capacidad de enlentecer 

su movimiento en presencia de alimento (Sawin y cols., 2000). Sobre la base de estas 

consideraciones, al realizar el test de BSR en esta cepa con animales no expuestos a 

EtOH (figura 23 A), pudo observarse que, de acuerdo a lo esperado, la cantidad de CC 

fue similar, tanto en presencia como en ausencia de alimento. Este efecto, que se 

observó en ambos grupos, quedó evidenciado por la falta de diferencias 

estadísticamente significativas en la prueba de ANOVA de 2 vías.  Sin embargo, cuando 

se realizó esta prueba en presencia de EtOH (figura 23 B), pudo observarse que ambos 

grupos mostraron un aumento en el número de CC, específicamente en la condición sin 

alimento, lo que se ve reflejado por la significancia sólo de la variable alimento (F [1,28] 

= 19,27; p valor < 0,001) en el análisis estadístico. Más aun, al contrastar la locomoción 

de estos animales entre las dos condiciones de exposición a EtOH, en el ANOVA de tres 

vías emergen diferencias significativas en las variables alimento (F [1,64] = 20,97; p valor 

< 0,01); droga (F [1,64] = 5,93; p valor < 0,05) y en las interacciones grupo x alimento (F 

[1,67] = 20,6; p valor < 0,05) y droga x alimento (F [1,64]= 58,92; p valor < 0,01). El análisis 

post hoc revela que los animales expuestos a Pb y EtOH en condiciones de ausencia de 

alimento, difieren de una manera estadísticamente significativa de todas las otras 

condiciones de animales expuestos a Pb (p valor < 0,05). Por otro lado, al comparar las 

diferencias de CC en condiciones con y sin alimento (figura 24), se puede visualizar un 

aumento en los movimientos en ambos grupos a consecuencia de la exposición a EtOH 

(efecto significativo en la variable droga, F [1,29] = 12,71; p valor < 0,01), lo cual indicaría 

que el EtOH podría estar revirtiendo la conducta observada en su ausencia. Puesto que 

no se obtuvo una interacción significativa en las variables grupo x droga, no se realizó 

una prueba post hoc.   
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Figura 23. Número de contorsiones corporales realizados en 20 segundos en la condición: (-) sin alimento y (+) con 
alimento. (A) denota la condición libre de EtOH, (B) la condición con agregado de la droga.  

Figura 24. Diferencia en el número de contorsiones corporales (condición sin alimento - condición con alimento) de la 
cepa mutante nula para la enzima tirosina hidroxilasa en la condición sin y con EtOH. 
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Cepa que sobreexpresa tirosina hidroxilasa (UA57) 

Se utilizó la cepa que sobreexpresa TH, la enzima limitante en la síntesis de DA, 

a fin de evaluar cómo esta variación genética modifica el comportamiento de los 

nematodos. Como puede observarse en la figura 25 A, en condiciones basales ambos 

grupos evidenciaron una disminución en el número de movimientos corporales en una 

placa con alimento. Sin embargo, la diferencia del movimiento entre el medio con y sin 

alimento fue menor en el grupo Pb. Estas afirmaciones son avaladas por la prueba de 

ANOVA de 2 vías, que reveló un efecto significativo en la variable alimento (F [1,27] = 

43,52; p valor < 0,001) y en la interacción grupo x alimento (F [1,27] = 5,45; p valor < 

0,05). Del análisis post hoc emergió que, de acuerdo a lo esperado, ambos grupos 

redujeron su movimiento en presencia de alimento (p valor < 0,01 para animales C y p 

valor < 0,05 para el grupo Pb). Cuando se realizó esta prueba con el agregado de EtOH 

(figura 25 B), pudo observarse un incremento en la cantidad de CC en ambos grupos, 

principalmente en ausencia de alimento, lo cual se evidencia en la diferencia estadística 

en la variable alimento (F [1,24] = 47,03; p valor < 0,01), sin que se observara una 

interacción estadísticamente significativa entre los grupos. Adicionalmente, de la 

comparación entre las condiciones en presencia o ausencia de EtOH (ANOVA de tres 

vías) surge una diferencia estadísticamente significativa en las variables alimento (F 

[1,51] = 124,46; p valor < 0,001), droga (F [1,51] = 13,03; p valor < 0,001) y en la 

interacción global grupo x alimento x droga (F [1,51] = 4,24; p valor < 0,05). El análisis 

post hoc reveló una diferencia en el grupo C no EtOH con y sin alimento (p valor < 0,001), 

al igual que en el grupo expuesto a Pb y EtOH, con y sin alimento (p valor < 0,05). Estos 

cambios fueron analizados en la figura 26, en la cual se han graficado las diferencias en 

los movimientos de ambos grupos de acuerdo a la presencia de alimento y la exposición 

a EtOH. El análisis ANOVA de dos vías reveló la ausencia de diferencias significativas en 

la variable grupo, aunque si se evidenció en la variable droga [F (1,23) =7,73; p valor < 

0,05] y en la interacción grupo x droga [F (1,23) = 8,52; p valor < 0,01]. Así, el ensayo 

post hoc demostró que en la condición sin EtOH, la diferencia en los movimientos del 

grupo expuesto a Pb fue estadísticamente menor al del grupo C (p valor < 0,05). Por otra 

parte, la exposición a EtOH aumentó la diferencia en los movimientos exclusivamente 
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en los nematodos expuestos al metal (p valor < 0,01), mientras que los animales C no se 

vieron afectados en relación a la condición no EtOH.  
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Figura 25. Número de contorsiones corporales realizados en 20 segundos en cada condición: (-) sin alimento y (+) con 
alimento. (A) denota la condición libre de EtOH, (B) la condición con agregado de la droga. § alimento vs sin alimento, 
p < 0,05 y §§§ p < 0,001. 

Figura 26. Diferencia en el número de contorsiones corporales (condición sin alimento - condición con alimento) de la 
cepa que sobreexpresa la enzima tirosina hidroxilasa en la condición sin y con EtOH. * Pb no EtOH vs C no EtOH,             
p< 0,05; y ## Pb no EtOH vs Pb EtOH, p < 0,01. 
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Cepa que carece del transportador vesicular de monoaminas 2 (VMAT-2) 

(CB1111) 

En este experimento se utilizó la cepa modificada genéticamente que no expresa 

el transportador vesicular de monoaminas, proteína clave por su rol para incorporar DA 

dentro de las vesículas sinápticas. Como se observa en la figura 27 A, en presencia de 

alimento ambos grupos disminuyeron la cantidad de CC efectuadas en 20 segundos 

(efecto de la variable alimento, F [1,22] = 32,75; p valor < 0,001), aunque en el grupo Pb 

esta diferencia fue menor, lo que se refleja en la diferencia estadísticamente significativa 

en la interacción grupo x alimento (F [1,22] = 10,92; p valor < 0,01). El análisis post hoc 

revela que el grupo C en ausencia de alimento presenta una locomoción mayor que el 

mismo grupo en presencia de alimento (p valor < 0,001) y que el grupo expuesto a Pb 

en ausencia de alimento (p valor < 0,05). Por otra parte, en la condición resultante de la 

exposición a EtOH (figura 27 B), los resultados fueron similares a lo señalado 

anteriormente para ambos grupos, observándose una disminución de los movimientos 

en ausencia de alimento, lo que se manifiesta en el efecto significativo de la variable 

alimento (F [1,28] = 28,47; p valor < 0,001), aunque no en la interacción entre las 

variables.  En el ANOVA de tres vías, se observa sólo una diferencia significativa en las 

variables alimento (F [1,51] = 59,63; p valor < 0,001) y droga (F [1,51] = 5,26; p valor < 

0,05). Al analizar la diferencia de movimientos de cada grupo en función de la 

disponibilidad de alimento (figura 28), en el análisis de ANOVA de dos vías pudo 

observarse un efecto sólo de la variable droga (F [1,23] = 4,72; p valor < 0,05), aunque 

no en la interacción droga x grupo, lo que indicaría que el EtOH ejerció cambios en 

ambos grupos por igual, provocando en ellos un aumento en la diferencia de los 

movimientos corporales entre las condiciones de ausencia y presencia de alimento. 
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Figura 27. Número de contorsiones corporales realizados en 20 segundos en cada condición: (-) sin alimento y (+) con 
alimento. (A) denota la condición libre de EtOH, (B) la condición con agregado de la droga. §§§ alimento vs sin 
alimento, p < 0,001 y * C sin alimento vs Pb sin alimento, p < 0,05. 

Figura 28. Diferencia en el número de contorsiones corporales (condición sin alimento - condición con alimento) de la 
cepa mutante para el transportador vesicular de monoaminas en la condición sin y con EtOH.  
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Cepa que carece de los receptores DOP-1, DOP-2 y DOP-3 (LX734)  

Con el fin de evaluar el efecto de la ausencia de tres de los cuatro receptores 

DAérgicos descriptos en C. elegans hasta el momento en la respuesta a esta prueba, se 

utilizó la cepa LX734, la cual presenta una mutación que impide la expresión de los 

receptores DOP-1, DOP-2 y DOP-3. En la figura 29 se muestran las contorsiones de los 

grupos C y Pb en cada condición (con y sin alimento, en ausencia (A) o presencia (B) de 

EtOH). Puede observarse que en ausencia de EtOH (figura 29 A), se evidencia una 

disminución en el número de CC, tanto en los animales C como en los expuestos a Pb, 

aunque el grupo Pb muestra una menor respuesta de movimiento entre las condiciones 

con y sin alimento. Estas aseveraciones son apoyadas por los resultados que emergieron 

de la prueba de ANOVA de 2 vías, en la cual se evidencia una diferencia en la variable 

alimento (F [1,24] = 38,94; p valor < 0,001) y en la interacción grupo x alimento (F [1,24] 

= 6,46; p valor < 0,05). La prueba post hoc demostró diferencias en el grupo C entre las 

condiciones con y sin alimento (p valor < 0,001). En presencia de EtOH (figura 29 B) sólo 

se evidencia un efecto significativo en la variable alimento (F [1,32] = 5,20; p valor < 

0,05). En relación al grupo Pb, la figura 29 (A y B) demuestra que el agregado de EtOH 

no indujo cambios significativos a este grupo. Estas afirmaciones se sustentan en la 

ausencia de efectos significativos en la prueba del ANOVA de tres vías en todas las 

variables analizadas, excepto en la de alimento (F [1,56] = 42,49; p valor < 0,001). Como 

puede observarse a partir de la diferencia de movimientos de cada grupo en función de 

la disponibilidad de alimento (figura 30), el grupo Pb mostró una respuesta locomotora 

significativamente menor al grupo C. La prueba de ANOVA de dos vías mostró una 

interacción grupo x droga (F (1,23) = 16,57; p valor < 0,001), revelando, en ausencia de 

EtOH, una menor diferencia en los movimientos en las condiciones con y sin alimento 

en los nematodos expuestos a Pb comparado a los C (p valor < 0,05). Por otro lado, en 

presencia de EtOH, puede observarse un efecto de la variable droga, evidenciado como 

una disminución en la diferencia de movimientos sólo en el grupo C (p valor < 0,001). 

Estos resultados parecen indicar que la exposición a Pb en esta cepa prevendría los 

cambios resultantes del agregado de EtOH.   
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Figura 29. Número de contorsiones corporales realizados en 20 segundos en cada condición: (-) sin alimento y (+) con 
alimento. (A) denota la condición libre de EtOH), (B) la condición con agregado de la droga. §§§ alimento vs sin 
alimento, p < 0,001. 

Figura 30.  Diferencia en el número de contorsiones corporales (condición sin alimento - condición con alimento) de 
la cepa que no expresa los receptores DAérgicos DOP -1, DOP -2, y DOP -3 en la condición sin y con EtOH. * Pb no 
EtOH vs C no EtOH, p < 0,05 y ### C EtOH vs C no EtOH, p < 0,001. 
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Cepa que carece de los receptores DOP-4 (RB1254) 

Otra cepa que fue evaluada a fin de aportar mayores evidencias a estos 

mecanismos es la RB1254, la cual carece del receptor postsináptico DOP-4. Como puede 

observarse en la figura 31 A, se obtuvo una disminución en la locomoción de ambos 

grupos de gusanos, como resultado de la presencia de alimento (F [1,19] = 14,64; p valor 

< 0,01), mientras que el análisis no arrojó interacción en las variables alimento x grupo. 

Cuando se realizó el ensayo en presencia de EtOH (figura 31 B), se observó una 

disminución en las CC en presencia de alimento tal como se evidencia en la diferencia 

significativa en esta variable (F [1,27] = 83,61; p valor < 0,001). La presencia de la 

interacción grupo x alimento (F [1,27] = 7,45; p valor< 0,05) reveló un efecto diferencial 

entre ambos grupos, evidenciando el análisis post hoc una diferencia tanto en el grupo 

C (p valor < 0,001) como en los animales expuestos a Pb (p valor < 0,001), entre los 

entornos de presencia y ausencia de alimento. El ANOVA de tres vías demostró un efecto 

significativo en la variable alimento (F [1,44] = 77,58; p valor < 0,001) y en la interacción 

grupo x alimento (F [1,44] = 8,82; p valor < 0,01). Por otra parte, el análisis estadístico 

de los datos mediante un ANOVA de dos vías que se muestran en la figura 32 respecto 

de la diferencia de movimientos de cada grupo reveló un efecto de la variable grupo (F 

[1,22] = 19,50; p valor < 0,001) y droga (F [1,22] = 14,32; p valor < 0,01), pero no de la 

interacción grupo x droga.  
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Figura 31. Número de contorsiones corporales realizados en 20 segundos en cada condición: (-) sin alimento y (+) con 
alimento. (A) denota la condición libre de EtOH, (B) la condición con agregado de la droga. §§§ alimento vs sin 
alimento, p < 0,001. 

Figura 32. Diferencia en el número de contorsiones corporales (condición sin alimento - condición con alimento) de la 
cepa que no expresa el receptor postsináptico DOP-4 en la condición sin y con EtOH. 
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Cepa que carece del transportador DAT-1 (MAB398)  

La última cepa estudiada fue la MAB398, que presenta la particularidad de estar 

genéticamente modificada para no expresar el transportador de DA en la membrana 

presináptica, por lo que la recaptación del neurotransmisor está impedida luego de su 

liberación vesicular hacia el espacio sináptico. La figura 33 A demuestra que tanto el 

grupo C como el grupo Pb disminuyeron su tasa de movimiento en presencia de 

alimento, efecto que se evidenció de manera más pronunciada en el grupo C. Es así que 

en los resultados del ANOVA de 2 vías emergen diferencias significativas en la variable 

grupo (F [1,18]= 19,96; p valor < 0,001) y alimento (F [1,18] = 55,62; p valor < 0,001) 

aunque no en la interacción entre ambos. De manera similar, en la condición con EtOH 

(figura 33 B) se obtuvieron diferencias significativas en la variable grupo (F [1,20] = 8,36; 

p valor < 0,01) y alimento (F [1,20]) = 34,30; p valor < 0,001), sin interacción significativa 

entre ellos. El ANOVA de tres vías en este caso arrojó diferencias significativas para la 

variable grupo (F [1,38] = 24, 02; p valor < 0,001), alimento (F [1,38] = 80,90; p valor < 

0,001) y droga (F [1,38] = 28,94; p valor < 0,001), pero no en la interacción entre ellos. 

Al analizar esta conducta como la diferencia de movimientos entre las condiciones con 

y sin alimento (figura 34), puede observarse una tendencia no significativa hacia un 

deterioro en el desempeño en el grupo C en la condición EtOH, efecto que no se 

evidenció en el grupo Pb. 
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Figura 33. Número de contorsiones corporales realizados en 20 segundos en cada condición: (-) sin alimento y (+) con 
alimento. (A) denota la condición libre de EtOH, (B) la condición con agregado de la droga. 

Figura 34. Diferencia en el número de contorsiones corporales (condición sin alimento - condición con alimento) de 
la cepa que no expresa el transportador de DA en la condición sin y con EtOH. 
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Discusión  

Se ha mencionado en la introducción que el nematodo C. elegans es un modelo 

genético único cuyo linaje celular, neuroanatomía y secuencias genómicas han sido bien 

descriptas. A pesar de la simplicidad relativa del sistema nervioso, presenta la habilidad 

de desarrollar plasticidad conductual, la cual puede subyacer procesos de aprendizaje 

(Calhoun y cols., 2015; Sanyal y cols., 2004).  

Como se dijo previamente, el control de la locomoción se encuentra regulado no 

sólo por la acción de DA sino que es un proceso complejo que se vale de la acción de 

otros neurotransmisores como GABA, octopamina, 5-HT, Ach y Glu (Sawin y cols., 2000; 

Suo y cols., 2009), liberado desde interneuronas, motoneuronas y neuronas sensoriales 

y que en su conjunto determinan la motilidad. Asimismo, es necesario mencionar que 

además de la DAérgica, otras vías de neurotransmisión (5-HT, GABA, Glu) podrían 

también estar interviniendo en el fenómeno de una conducta alterada frente al EtOH 

por exposición temprana al Pb. El estudio de estos sistemas no fue abordado en este 

trabajo de tesis. 

El presente estudio se focalizó en describir un tipo de comportamiento que en C. 

elegans ha sido asociado particularmente al sistema DAérgico, puesto que involucra una 

conducta de búsqueda (conocida en inglés como seeking behavior) de un reforzador 

natural como es el alimento. Sobre la base de estas consideraciones se procedió a 

evaluar esta respuesta en un amplio espectro de cepas de C. elegans genéticamente 

modificadas que evidencian algún tipo de alteración en alguno de los componentes de 

la sinapsis DAérgica.  

Al respecto, y de acuerdo a lo esperado, como se evidencia en la cepa N2 

(salvaje), los gusanos del grupo C percibieron correctamente la presencia de alimento y 

fueron en su búsqueda, situación que determinó una disminución de la locomoción una 

vez que ésta fue encontrada, efecto descripto por Sawin y cols (Sawin y cols., 2000). Sin 

embargo, animales de la misma cepa expuestos a Pb durante etapas tempranas del 

desarrollo, demostraron tener una menor capacidad para alcanzar el alimento, así como 

para disminuir la locomoción en su presencia (figura 21 A). En relación a este resultado, 

y tal como se mencionó en el capítulo anterior, si bien la literatura sobre los efectos 

neurotóxicos de Pb sobre el sistema DAérgico de C. elegans es limitada, un reporte 
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reciente (Akinyemi y cols., 2019) demostró que gusanos en estadio L1 expuestos a altas 

concentraciones de acetato de Pb durante una hora manifestaron una disminución en 

el BSR similar a lo que observamos en este ensayo con animales expuestos a Pb durante 

el desarrollo. A pesar de que ambos tratamientos difieren en concentración, tipo de 

exposición y duración de la misma, resulta evidente que el Pb administrado tanto 

mediante una exposición aguda a altas concentraciones, o de manera crónica en 

cantidades menores, pero durante el desarrollo del individuo, es capaz de impactar 

negativamente sobre esta conducta. Además, este resultado guarda relación con la 

mayor neurodegeneración DAérgica que reportamos en el capítulo anterior. En esa 

sección, se observó que a 24 µM de Pb, el número de gusanos con alteraciones a nivel 

de la sinapsis DAérgica fue mayor con respecto a los C, las que podrían ser suficientes 

para modificar una conducta dependiente de este sistema. A su vez, se ha reportado 

que el Pb afecta la liberación y recaptación de varios neurotransmisores controlados por 

canales de Ca voltaje dependientes, probablemente por una competencia por el sitio de 

inserción de dicho elemento relacionada a sus características de catión divalente 

(Bressler y cols., 1996; Suszkiw, 2004). Por otra parte, cuando se evaluó esta conducta 

en presencia de EtOH, pudo observarse una disminución en el desempeño de la prueba 

sólo en los animales C, mientras que en el grupo Pb este efecto no se evidenció (figura 

22). Así, a pesar de que, según Sterken y cols (2021), a estos tiempos de exposición a 

EtOH predominarían los efectos sobre su metabolismo por sobre los neurales, este 

deterioro en la conducta podría eventualmente atribuirse a la activación ejercida por el 

EtOH sobre los canales BK (canal de potasio (K) de larga conductancia activado por calcio 

y voltaje, llamado también canal de potasio BK o SLO-1), causando un gran eflujo de K, 

hiperpolarizando la neurona y deprimiendo la excitabilidad neuronal, inhibiendo por 

consiguiente la liberación de DA  (Sterken y cols., 2021; Zhu y cols., 2014). Sin embargo, 

en el grupo expuesto a Pb se observa que la exposición a EtOH no provocó un mayor 

deterioro de esta conducta, aunque tampoco se observó un mejoramiento de la misma. 

La posible explicación de esta observación es que el EtOH no sería capaz de facilitar la 

liberación de DA en una sinapsis que en condiciones basales ya evidencia alteraciones 

estructurales inducidas por Pb, como fue demostrado en el experimento presentado en 

el capítulo anterior. Además, al analizar los valores absolutos de las CC de los 

nematodos, se evidencia que el EtOH en estas condiciones y a estos tiempos de 
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exposición no modificó la motilidad de los gusanos, por lo cual no podría atribuirse este 

resultado a un efecto sedativo que pueda estar impidiendo la llegada de los gusanos al 

sitio en el que se encuentra presente el alimento. 

Por otra parte, es necesario mencionar que se ha reportado que DA en este 

nematodo se comportaría también como una neurohormona. Esto se evidencia por el 

hecho de que las 8 neuronas DAérgicas en C. elegans hacen sinapsis con otras 41 

neuronas en el cuerpo, y con sólo 1 de las 58 neuronas del CV  (White y cols., 1986). Así, 

la DA en C. elegans podría difundir en un sitio alejado del lugar donde se libera, actuando 

de esta manera como una hormona, incluso algunos receptores de DA ejercerían su 

actividad de una manera independiente del ligando (Sanyal y cols., 2004). Estas 

evidencias sugerirían que la síntesis de este neurotransmisor en un tipo celular 

determinado puede no ser crítica para regular la totalidad de las funciones mediadas 

por DA (Chase y cols, 2004). Además, las neuronas DAérgicas de C. elegans contienen el 

transportador DAT-1 (originalmente llamado CeDAT, por su expresión en C. elegans), 

por lo cual la DA sintetizada en otros sitios puede ser recaptada en estas neuronas y 

participar en su liberación en la sinapsis DAérgica (Jayanthi y cols., 1998; McDonald y 

cols., 2006).  

En cuanto a la cepa MT15620 mutante nula para TH (cat-2 en C. elegans), no 

tendría la capacidad para sintetizar DA, por lo que cumpliría un rol de “control positivo” 

para el ensayo de BSR (Sawin y cols., 2000), es decir, la cepa cuya conducta confirma 

que ante una deficiencia de DA, el gusano no discrimina entre los entornos con y sin 

alimento. Esto responde a que el organismo bajo estudio carecería de este 

neurotransmisor y por lo tanto el efecto final, que es el enlentecimiento de la 

locomoción en presencia de alimento, no se percibiría, evidenciando la disfunción 

DAérgica. Esta aserción se corresponde con lo que se obtuvo en el ensayo, donde en 

condiciones basales, es decir en ausencia de EtOH, tanto el grupo C como el expuesto a 

Pb no evidenciaron una conducta de enlentecimiento frente a la comida. No obstante, 

cuando se replicó la prueba con agregado de EtOH, se observó en ambos grupos una 

leve mejora en la discriminación de las condiciones de alimento (figura 24), 

manifestándose un enlentecimiento de la conducta, aun en ausencia de DA sintetizada 

por la vía de la TH. Una posible explicación a este resultado se desprende en el contexto 

de que se ha descripto que las cepas mutantes para cat-2 no serían completamente 
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deficientes para DA. Se ha demostrado que estas cepas (incluyendo a MT15620 y 

CB1112) pueden sintetizar alrededor de un 40% de la DA que sintetiza la cepa salvaje a 

través de vías que no involucran la enzima TH (Sanyal y cols., 2004), evidencia que 

también se ha demostrado en ratones deficientes de TH (Rios y cols., 1999). Incluso la 

cepa MT15620, que presenta una deleción de alrededor de 1000 pares de bases en el 

gen cat-2, sintetiza un 60% de DA, comparado a la CB1112, que presenta un mutación 

puntual y sintetiza entre el 30-40% (Smith y cols., 2019). Por lo tanto, es posible que, en 

condiciones basales, la DA presente en el gusano podría no ser suficiente para generar 

el efecto de enlentecimiento, pero que ante un estímulo exógeno que potencie una 

liberación de DA, como puede ser el EtOH, se promovería la generación de DA 

extrasináptica (Sanyal y cols., 2004). Esta posibilidad podría en parte explicar el hecho 

de que los gusanos sean capaces de percibir el estímulo del alimento y actuar frente a 

él.  Por otra parte, y a partir del análisis de los valores absolutos (figura 23), en todos los 

casos puede observarse que el patrón de enlentecimiento no se produjo a expensas de 

una sedación general en todas las condiciones, sino a una disminución propiamente 

dicha de la locomoción del gusano cuando se enfrentó con el alimento. 

Alternativamente, y como se mencionará más adelante, existe la posibilidad de que el 

agregado de EtOH a las placas en las que se realiza esta conducta determine una 

respuesta independiente de la liberación de DA y solo mediada por la interacción directa 

de la droga con el receptor DOP-4 (Topper y cols., 2014). 

Con respecto a la cepa UA57, que sobreexpresa TH, pudo observarse que en 

ausencia de EtOH ambos grupos se comportaron siguiendo el mismo patrón que la cepa 

salvaje, más específicamente el grupo Pb evidenció una menor tasa de enlentecimiento 

respecto de su control (figura 25 A). Por lo tanto, la síntesis incrementada de DA 

endógena no impactaría directamente en esta conducta en estas condiciones 

experimentales. Interesantemente, cuando se agregó EtOH al medio, el resultado varió 

significativamente en relación a la cepa salvaje (figura 25 B). Es así que el grupo Pb se 

comportó distinto respecto de la condición sin EtOH, de manera tal que la diferencia en 

el enlentecimiento basal se incrementó notablemente, es decir que el EtOH mejoró esta 

respuesta en los gusanos expuestos a Pb. Sin embargo, el efecto en el grupo C fue 

diferente al observado en la cepa salvaje, ya que mientras en ese caso el EtOH redujo la 

diferencia entre ambas condiciones en los controles, en estas condiciones el efecto no 
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fue observado (figura 26). Una de las posibilidades que explicarían este resultado podría 

relacionarse a que la cepa UA57, al sintetizar niveles mayores de DA, podría estar 

revirtiendo la alteración que generaba el EtOH en el grupo C, llegando a un efecto similar 

al grupo C no expuesto al EtOH de esta cepa. El exceso de DA presináptica en presencia 

de EtOH estaría previniendo el deterioro evidenciado en la cepa salvaje, no sólo en el 

grupo C, sino particularmente en los animales expuestos a Pb en los que mejoró 

notablemente el desempeño de la prueba. Estos resultados aportan evidencias del rol 

desempeñado por la DA presináptica en la modulación de esta conducta en presencia 

de una droga que favorece su liberación. 

En relación a la cepa CB1111, deficiente de cat-1 (knock out para VMAT), cabe 

mencionar que existe sólo un gen que codifica para VMAT en C. elegans  (Rand y cols., 

2000). Éste posee un 47% de homología con VMAT1 y 49% con VMAT2 y se expresa 

primariamente en la región sináptica de 25 neuronas: 8 DAérgicas, 11 serotoninérgicas 

y en otras sin especificar (Duerr y cols., 1999). No obstante, un rasgo notable es que en 

el gusano dicho transportador muestra mayor homología con la isoforma VMAT2 de 

mamíferos, que es neuronal, que con VMAT1, que cumple más bien un rol 

“neuroendócrino”. Además, VMAT de C. elegans presenta mayor afinidad a DA que a 5-

HT (Duerr y cols., 1999). El transporte de aminas desde el citosol hacia las vesículas se 

encuentra asociado a un gradiente de pH acoplado a un antiporter de protones (H+), 

donde al ingresar DA, se liberan al espacio citosólico dos H+ (Duerr y cols., 1999; Young 

y cols., 2018). Cuando el almacenamiento de DA se encuentra desregulada, dicha 

molécula se acumula en el citosol, donde resulta vulnerable a la oxidación y al 

catabolismo enzimático. Este proceso genera metabolitos reactivos, tales como 

quinonas y EROs (Bradner y cols., 2021; Stokes y cols., 1999), lo cual en última instancia 

produce citotoxicidad.  

En C. elegans, el análisis metabólico de la cepa mutante para cat-1 pone en 

evidencia vías alteradas del metabolismo de la tirosina, que pueden deberse al mal 

funcionamiento de la incorporación de DA a las vesículas (Bradner y cols., 2021). Dicha 

cepa manifiesta niveles más bajos de DA en los procesos neuronales, e incrementados 

en los cuerpos celulares (Sulston y cols., 1975), así como un mayor número de 

metabolitos de DA (Bradner y cols., 2021). Si bien se ha reportado que la pérdida de 

VMAT replica el fenotipo de la cepa mutante de cat-2 en el BSR (Bradner y cols., 2021) 



  Capítulo 2: Respuesta de Enlentecimiento Basal 

 Bioq. Paula A. Albrecht     91 

 

a expensas de un sistema DAérgico alterado (Duerr y cols., 1999, Young y cols., 2018), 

estudios demuestran la existencia de hasta un 40% de DA en estas cepas mutantes 

(Duerr y cols., 1999; Rand y cols., 2000; Sulston y cols., 1975). Esta evidencia podría 

explicar los resultados obtenidos con la cepa CB1111, que demostró una pérdida parcial 

de la función DAérgica con ausencia de diferencias significativas en el perfil de 

desempeño de ambos grupos (figura 28), excepto el evidenciado por una menor 

discriminación en valores absolutos en relación a animales N2. Por otro lado, en el grupo 

expuesto a Pb, la ausencia del efecto facilitador del EtOH en el desempeño de la 

conducta observada en cepas que poseen una alteración en el sistema DAérgico podría 

guardar relación con evidencias que reportan que la exposición a Pb genera en ratones 

una disminución en la expresión de VMAT (Fortune & Lurie, 2009), efecto que podría 

intensificar el ya existente por la mutación.  

Por otra parte, y en relación al rol de los receptores DAérgicos pre y post 

sinápticos, como se mencionó previamente, las investigaciones de Allen establecen que 

el receptor DOP-3 pertenece a la familia de D2R, que actúan a través de la proteína Gαo 

para ejercer un efecto inhibitorio sobre motoneuronas colinérgicas y GABAérgicas de C. 

elegans. De manera opuesta, DOP-1 pertenece a la familia de D1R, y a través de la 

proteína Gαq ejerce un efecto antagónico a DOP-3, es decir, estimula la liberación de 

Ach, pero sólo desde neuronas colinérgicas (figuras 16 y 17).  Así, la activación de DOP-

3 sería la responsable de la inhibición de la locomoción en presencia de alimento, a partir 

de una disminución en la liberación de Ach desde las motoneuronas del CV del gusano, 

mientras que la activación de DOP-1 estaría potenciando la liberación de Ach y por lo 

tanto estimulando la locomoción. No obstante, en presencia de alimento o de DA 

exógena, la activación de DOP-1 desde neuronas colinérgicas podría resultar 

enmascarada por la activación de DOP-3 desde motoneuronas GABA y colinérgicas. 

Además, el Ca por sí mismo podría ser un importante regulador en la modulación 

mediada por DOP-1 en las respuestas mecanosensoriales (Kindt y cols., 2007).   

En cuanto al receptor DOP-2, a pesar de que un estudio reciente de Formisano 

(2020), reportó que las mutantes dop-2 producen una acumulación de DA en la sinapsis 

(Formisano y cols., 2020), se ha reportado que la mutación nula no afecta el BSR (Krum 

y cols., 2020) o que tiene poca incidencia en la locomoción cuando se combina con otras 

mutaciones (Chase y cols., 2004). Interesantemente, en la investigación de Chase y cols, 
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los gusanos dobles mutantes nulos para dop-1 y dop-3, en lugar de mostrar una 

resistencia a la parálisis inducida por la administración de DA exógena, como se vio en 

los mutantes nulos sólo de dop-3, resultaron mostrar una sensibilidad similar vista a la 

cepa salvaje.  Esto indica que la administración de DA exógena activó tanto DOP-1 como 

DOP-3 para ejercer efectos antagónicos en la locomoción. Cabe señalar que la 

administración de DA exógena ejerce sus efectos paralizantes por la misma vía de 

señalización que la usada por la DA endógena para disminuir la locomoción (es decir por 

una hiperactivación de DOP-3) (Allen y cols., 2011; Chase y cols., 2004). Lo detallado 

anteriormente explicaría los resultados obtenidos en la cepa LX734 (con mutación nula 

en los receptores DOP-1, DOP-2 y DOP-3) en ambos grupos, donde no se observaron 

diferencias respecto de la cepa salvaje en ausencia de EtOH, posiblemente por una 

combinación de la ausencia simultánea de efectos inhibitorios y estimulatorios, o incluso 

por un efecto neto cuyo resultado final es el equilibrio de ambos estímulos. Sin embargo, 

en presencia de EtOH, el desempeño en el ensayo se vio afectado en ambos grupos 

(figura 30). Esto podría indicar que la DA liberada resultante de la administración de 

EtOH, necesitaría de la presencia de estos receptores (DOP-1 y DOP-3) para actuar y 

poner de manifiesto esta conducta, tal como se observa en la cepa N2. Sin embargo, es 

necesario considerar también evidencias que indican que en ensayos de parálisis de la 

locomoción inducida por la administración de DA exógena, la triple mutante dop-1, dop-

2 y dop-3, presentó la misma sensibilidad a estas respuestas que las mutantes dop-1, 

dop-3. Por lo tanto, DA podría ejercer algunos de sus efectos a través de receptores 

diferentes a los mencionados anteriormente y que aún no han sido caracterizados en C. 

elegans (Chase y cols., 2004). 

Todo lo expresado anteriormente podría explicar los resultados obtenidos con la 

cepa RB1254, que presenta, a diferencia de la LX734, una mutación nula sólo para DOP-

4, perteneciente a la familia de D1R que estimulan la locomoción. Se ha demostrado que 

la iniciación de los movimientos de ondulación en C. elegans depende de los D1R, que 

incluye a DOP-1 y DOP-4, como se ha evidenciado en la cesación del movimiento luego 

de la inmersión en agua de mutantes que carecen de estos receptores (Vidal-Gadea y 

cols., 2012). Del análisis del gráfico 32 se desprende que, en ausencia de EtOH, los 

animales C mostraron un patrón similar al de la cepa salvaje, pero en valores 

notablemente menores, lo cual sugeriría que esta conducta está parcialmente afectada 



  Capítulo 2: Respuesta de Enlentecimiento Basal 

 Bioq. Paula A. Albrecht     93 

 

por la ausencia del subtipo DOP-4. Sin embargo, los gusanos expuestos a Pb se 

comportaron de manera similar a las mutantes nulas de cat-2, revelando el rol crítico de 

este receptor en la sinapsis DAérgica de estos animales. Esto coincide con lo reportado 

por Ardiel y cols, donde se demostró que en la habituación al golpeteo, una conducta 

también dependiente de DA, las mutantes nulas de cat-2 (enzima TH) muestran un 

fenotipo conductual muy similar a las mutantes nulas de dop-4 (Ardiel y cols., 2016). 

Más aun, si bien DOP-4 es un receptor del tipo D1, lo mismo que DOP-1, se vio que el 

primero ejerce un efecto diferencial sobre la conducta mediada por DA, debido a que 

dop-1 y dop-4 se expresan sobre células distintas, generando respuestas diferentes. 

Interesantemente, los resultados demuestran que la exposición a EtOH revierte de 

manera significativa las limitaciones en el desempeño de esta prueba en ambos grupos, 

sugiriendo que el exceso de DA presente en la sinapsis, que responde a la presencia de 

EtOH, estaría de alguna manera compensando la falta del sitio de unión postsináptico a 

DA. Una explicación alternativa recae en las evidencias que demuestran que la 

exposición aguda a EtOH desinhibe muchos comportamientos en un amplio rango de 

seres vivos, la cual se produciría mediante los D1R y en particular DOP-4 en C. elegans, 

probablemente por una interacción directa sobre este receptor, independientemente 

de la liberación de DA (Topper y cols., 2014). La descripción de este mecanismo provee 

evidencias del rol de DA y/o sus receptores en los efectos del EtOH, aunque futuros 

estudios deberían considerar acciones de esta droga a través de mecanismos 

independientes a la liberación de DA.  

Finalmente, cabe mencionar que mutaciones en los genes que codifican el 

recaptador DAT-1, producen una acumulación de DA extrasináptica (McDonald y cols., 

2006, 2007). Se ha reportado que los niveles sinápticos de DA son mantenidos tanto por 

la regulación del autorreceptor DOP-2 como por la actividad de DAT-1, que recicla la DA 

presente en la hendidura sináptica y la recupera a la célula presináptica (Benoit-Marand 

y cols., 2000; Pandey y cols., 2021). Los niveles de expresión de DAT-1 difieren en cada 

conjunto de neuronas: la mayor expresión de DAT-1 se produce en neuronas CEP, 

siguiendo las de neuronas ADE y con una reducida expresión en las PDE (McDonald y 

cols., 2007), lo que podría representar un elemento regulatorio en estas células. Más 

aun, en coincidencia con esto, las neuronas CEP que poseen mayor expresión de DAT-1 

son las principales implicadas en la conducta de percepción del alimento, al enviar las 
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proyecciones dendríticas hacia la nariz del animal, donde recibe el estímulo y se 

transmite la señal hacia las motoneuronas (Sawin y cols., 2000). La pérdida de DAT-1 en 

la línea dat-1 mutante, puede, por lo tanto, añadir una nueva fuente de DA 

extrasináptica procedente de neuronas CEP y ADE, normalmente limitada para las 

acciones sinápticas por el transportador. Así como pudo observarse en el ensayo de BSR 

con la cepa MAB398 (mutante nula para DAT-1) en condiciones basales, es decir sin la 

presencia de EtOH en el medio (figura 33 A), las diferencias de CC en cada condición de 

alimento varían en ambos grupos, aunque en el C es menor al observado en la cepa 

salvaje. Ante el agregado de la droga, la tendencia del grupo C es a decaer la capacidad 

de enlentecimiento mientras que en el grupo Pb no se modifica en relación a la 

condición observada en ausencia de EtOH (figura 34). El deterioro de esta conducta 

dependiente de DA observada en los animales expuestos a Pb no fue revertida, como se 

observó en cepas evaluadas anteriormente ante el agregado de EtOH. Al respecto, cabe 

mencionar que la regulación de las proteínas DAT está estrechamente controlada por 

múltiples proteínas que interactúan entre sí, así como por vías vinculadas a 

quinasa/fosfatasa (Melikian, 2004; Foster y cols., 2006). De hecho, el Pb, al tratarse de 

un metal divalente que puede desplazar otros metales con el mismo estado de 

oxidación, podría estar interfiriendo en la actividad de dichas enzimas, dando como 

resultado final una vía de señalización alterada y por ende una desregulación de DAT-1.  

Para concluir, se puede evidenciar que el análisis del sistema DAérgico en C. 

elegans ha revelado una considerable conservación con el mismo sistema en mamíferos. 

Este gran número de similitudes entre ambos sistemas sugieren que C. elegans podría 

servir efectivamente como un modelo para estudiar las bases moleculares de conductas 

y desordenes relacionados con la exposición a metales tóxicos y sus efectos 

subsecuentes sobre sistemas neuronales (como el DAérgico) y respuestas a drogas de 

abuso.  

En su conjunto, el estudio del perfil de la sinapsis DAérgica en este paradigma 

conductual posicionan a la DA como un posible interruptor maestro, capaz de alterar el 

comportamiento de un organismo, inhibiendo y promoviendo una serie de efectos 

motores en función del contexto, el ambiente y la historia previa de la vida del animal 

(Vidal-Gadea & Pierce-Shimomura, 2012). 
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Actividad locomotora de C. elegans en respuesta a Etanol, 

Acetaldehído o a la combinación Etanol/Acetaldehído 

Introducción  

Es conocido que la exposición aguda al EtOH induce respuestas bifásicas en los 

seres vivos que se presentan en función de la dosis absorbida y sus efectos a nivel del 

SNC (Hendler y cols., 2013; Pohorecky, 1977). En los seres humanos provoca 

hiperactividad y euforia a dosis bajas, mientras que a dosis elevadas produce deterioro 

de la coordinación y el equilibrio, sedación e incluso la muerte (Zhu y cols., 2014). La 

observación de estos comportamientos puede ser un indicador muy sensible de la 

toxicidad, pero en los organismos superiores es muy compleja y, por lo tanto, difícil de 

cuantificar. Frente a estas consideraciones, C. elegans permite la evaluación de 

comportamientos simples que se evidencian principalmente como alteraciones en la 

locomoción, medibles como cambios en la velocidad o la dirección del movimiento y que 

guardan estrecha relación con los comportamientos observados en humanos. Al 

respecto, se ha demostrado que gusanos expuestos a EtOH mostraron en el primer 

momento hiperactividad seguida de inmovilidad, la cual es revertida cuando estos 

gusanos son retirados del EtOH (Wu y cols., 2020). Del mismo modo, concentraciones 

bajas de la droga (17 - 52 mM) producen hiperactividad, en tanto que concentraciones 

entre 100 y 400 mM de EtOH ponen de manifiesto una disminución en la motilidad 

(Dhawan y cols., 1999; Morgan & Sedensky, 1995; revisado en Scholz & Mustard, 2013).  

Se ha reportado que C. elegans presenta respuestas conductuales a los efectos 

agudos del EtOH comparables a las de especies superiores (Davies y cols., 2003). En este 

modelo animal la exposición aguda a EtOH causa una depresión en la locomoción y en 

el comportamiento de puesta de huevos dependiente de la dosis y a la misma 

concentración interna de EtOH que induce intoxicación en humanos y otros mamíferos 

(Alaimo y cols., 2012). Interesantemente, la exposición continua a esta droga genera el 

desarrollo de un fenómeno comportamental representativo de plasticidad neuronal 

denominado “tolerancia funcional aguda” (TFA) (Davies y cols., 2004), descripta por 

primera vez en roedores en LeBlanc y cols., 1975. 

Existen varias clases de tolerancia definidas por el tiempo (aguda, rápida y 

crónica), el patrón de exposición (constante vs. intermitente) o por los diferentes niveles 



Capítulo 3: Tolerancia Funcional Aguda y Quimiotaxis 

 Bioq. Paula A. Albrecht     97 

 

de complejidad biológica (molecular, celular, comportamental/funcional). La tolerancia 

funcional ocurre luego de la exposición a drogas de abuso y se caracteriza por un efecto 

reducido de la droga en un parámetro comportamental, ya sea por una alteración en el 

metabolismo de la droga o por una alterada funcionalidad en la que los efectos de la 

droga disminuyen a pesar de que su concentración permanece inalterada, lo que 

determinará que se produzca un escalamiento en el consumo para mantener el efecto 

deseado. La TFA ocurre dentro de minutos de la exposición a la droga y se considera que 

podría ser un marcador de probabilidad de desarrollo futuro de AUD en humanos. La 

tolerancia crónica es la disminución en la sensibilidad que se desarrolla como resultado 

de exposiciones repetidas a una droga y que es medida en días o semanas, más que 

minutos (Pietrzykowski & Treistman, 2008).  

En relación a las bases genéticas de estos comportamientos, debido a la 

importante conservación de los genes relacionados a los componentes del SNC entre C. 

elegans y los seres humanos (Wolf & Heberlein, 2003), los efectos del EtOH sobre 

diferentes comportamientos han podido ser estudiados en estos organismos (Khanh, 

2018). Muchos de los genes que se encuentran relacionados con el nivel de respuesta 

que exhiben los nematodos frente al EtOH también están presentes en organismos 

superiores, inclusive en humanos (Bettinger & Davies, 2014). Hasta el momento, se han 

identificado más de 50 genes en C. elegans que participan en los comportamientos 

inducidos por esta droga, lo que ha determinado que se proponga a este organismo 

como una plataforma para descubrir genes involucrados en el AUD. A este respecto, en 

un trabajo reciente (Sterken y cols., 2021) se evidenció el curso temporal de la 

exposición a 400 mM de EtOH, lo que indujo perfiles transcripcionales diferentes y que, 

de acuerdo a lo esperado, un mayor número de genes mostraron estar regulados a 

períodos más largos de exposición. Es así que exposiciones cortas al EtOH (hasta de 2 

hs) indujeron la expresión de enzimas involucradas en el metabolismo de esta droga (en 

particular de ADH), en tanto que exposiciones más largas (8 hs) tuvieron efectos mucho 

más profundos en el transcriptoma, incluyendo genes implicados en la función neuronal, 

en el microambiente lipídico y en las respuestas fisiológicas a esta droga, incluyendo 

blancos directos del EtOH (Sterken y cols., 2021).  

Las respuestas comportamentales a la exposición aguda a EtOH en invertebrados 

y en humanos están bastante conservadas: dosis bajas de EtOH inducen locomoción o 
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estimulación psicomotora, mientras que dosis moderadas de EtOH producen sedación; 

del mismo modo, la tolerancia al EtOH es también observada en organismos modelos 

de experimentación (revisado en Grotewiel & Bettinger, 2015). Al respecto, es conocido 

que el EtOH produce un efecto sedativo en los nematodos a dosis internas que se 

correlacionan con dosis intoxicantes en los humanos (Alaimo y cols., 2012; McIntire, 

2010), lo que pone en relieve las similitudes mecanísticas que regulan los 

comportamientos inducidos por EtOH en ambas especies. Incluso se ha demostrado que 

C. elegans muestra algunos rasgos fundamentales de los síntomas de abstinencia de 

EtOH observados en animales superiores, incluyendo los seres humanos (Scott y cols., 

2017). Es decir, los comportamientos se ven alterados tras la retirada de una exposición 

prolongada al EtOH, y estas alteraciones pueden revertirse parcial o totalmente 

mediante la reexposición a una dosis baja de la droga (Scott y cols., 2017). También se 

ha reportado que el EtOH genera una serie de alteraciones no sólo en las conductas 

asociadas al movimiento sino en otros parámetros, como la reproducción y la esperanza 

de vida (Davis y cols., 2008).  

Los primeros reportes indican que altas concentraciones de esta sustancia 

generan un efecto de inmovilización en los gusanos que es reversible en el tiempo 

cuando se recuperan de dicha intoxicación (Morgan & Sedensky, 1995). Al respecto 

Davis y cols (2008), realizaron un gran aporte al estudiar los efectos de la exposición a 

EtOH de manera crónica o aguda durante el desarrollo, así como también crónica en 

estadios larvales más avanzados. Cuando la exposición ocurrió durante el desarrollo y 

de manera crónica, resultó en un retraso temporal del crecimiento del cuerpo, una 

ralentización del desarrollo, un retraso en el inicio de la madurez reproductiva, y una 

disminución en la fecundidad y la longevidad. Por otra parte, cuando esta exposición se 

produjo en etapas más avanzadas, generó una disminución en el tamaño corporal, y una 

disminución en la fertilidad reproductiva y la esperanza de vida. Por último, la exposición 

de los nematodos en diferentes estadios embrionarios, pero a altas concentraciones de 

EtOH administradas de manera aguda, resultó en una menor probabilidad de que los 

huevos eclosionen, y los que sí lo hicieron presentaron alteraciones morfológicas y 

fisiológicas (Davis y cols., 2008). McIntire, por su parte, reportó una disminución en la 

actividad locomotora, en la amplitud de la contorsión del cuerpo y una menor frecuencia 

en la puesta de huevos en respuesta a concentraciones crecientes de EtOH. Más aun, 
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durante la abstinencia, los gusanos mostraron una postura alterada y un deterioro en la 

capacidad de dirigirse hacia el alimento (McIntire, 2010). Resultados similares ya habían 

sido reportados por este mismo grupo, demostrando que la locomoción de los 

nematodos disminuye de manera dependiente de la dosis ante la exposición a EtOH. En 

este estudio incluso se diseñaron experimentos para aislar cepas mutantes y resistentes 

a estos efectos con el fin de aportar evidencias sobre los genes implicados en estas 

respuestas (Davies & McIntire, 2004). Respecto a estos resultados, se reportó la 

participación de slo-1, un gen altamente conservado que codifica para el canal de K de 

larga conductancia activado por calcio y voltaje (llamado también canal de potasio BK o 

SLO-1, homólogo al del ser humano). El EtOH activa los canales BK, por el cual se produce 

la salida de K hacia el espacio extracelular, hiperpolarizando las neuronas e inhibiendo 

la excitabilidad neuronal, lo que es una de las causas principales de las respuestas 

agudas en los gusanos y resulta en la ralentización de la locomoción y la incoordinación 

(Crowder, 2004). Mutaciones en dicho gen producen resistencia a los efectos del EtOH 

sobre la locomoción cuando se encuentra sobreexpresado (Davies y cols., 2003). 

Interesantemente, muchas de las respuestas asociadas con la abstinencia a esta droga 

luego de la interrupción de una exposición crónica a EtOH también parecen estar 

moduladas por la expresión de este gen (Scott y cols., 2017).   

Como se mencionó previamente, la plasticidad conductual provocada por EtOH 

en organismos superiores es también reproducible en C. elegans y se lo conoce como 

TFA. Ésta se pone en evidencia cuando los gusanos recuperan parte de su movilidad 

luego de la sedación (conocida como “sensibilidad inicial”, la cual que se manifiesta 

como una disminución de la velocidad de movimiento o locomoción en una superficie 

sólida de agar) que les produce la exposición a concentraciones altas de EtOH (Davies y 

cols., 2015; Raabe y cols., 2014). La plasticidad neuronal, y los mecanismos subyacentes 

a la TFA representan una respuesta compensatoria al insulto ambiental provocado por 

las acciones del EtOH (Raabe y cols., 2014).  

Las respuestas a esta droga también pueden estar condicionadas por factores 

tales como el ambiente lipídico en el que se encuentran los nematodos (Bettinger y cols., 

2012; Raabe y cols., 2014), la osmolaridad de la solución de EtOH a la cual se exponen 

(Alaimo y cols., 2012), el medio en el que se encuentran, ya sea líquido como sólido 
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(Topper y cols., 2014) y la regulación por parte de múltiples genes (Kwon y cols., 2004), 

cuyo estudio excede al propósito de esta tesis. 

Estas evidencias ponen de manifiesto que C. elegans, a pesar de sus limitaciones, 

es una poderosa herramienta no sólo para identificar períodos críticos del desarrollo en 

los cuales el EtOH podría causar retardos subsecuentes (Lin y cols., 2013), sino también 

puede utilizarse para identificar factores epigenéticos, genes y/o proteínas que regulan 

los efectos relacionados con el EtOH y que podrían funcionar como posibles blancos 

terapéuticos para el tratamiento de los trastornos por consumo de esta droga de abuso 

(Khanh, 2018).  

El experimento que se menciona a continuación se basó en el protocolo 

descripto por Davies y cols, en los cuales se ha registrado la velocidad relativa de gusanos 

expuestos a EtOH frente a un grupo no expuesto, tanto a los 10 como a los 30 minutos, 

de manera tal de evidenciar si desarrollan o no el fenómeno de TFA a lo largo del tiempo. 

Es decir, si muestran una recuperación del ya descripto efecto depresor que produce el 

EtOH sobre la locomoción en los nematodos (Davies y cols., 2015).  

En este ensayo se utilizaron gusanos expuestos a Pb pertenecientes a las cepas 

N2 (salvaje) y RB2114 (mutante nula para la enzima ADH, ver más adelante), con el fin 

de evaluar el efecto que produce la exposición a Pb en etapas tempranas del desarrollo, 

sobre el fenómeno de tolerancia a los efectos locomotores de EtOH y la implicancia del 

metabolismo de dicha droga en estos efectos.    

Al respecto, se ha mencionado previamente que la vía canónica del metabolismo 

del alcohol consta de dos pasos: el primero es la oxidación reversible del alcohol a su 

aldehído correspondiente por la enzima ADH, a la que sigue la oxidación del aldehído al 

ácido respectivo, reacción catalizada por la enzima ALDH. En animales superiores hay 

varias enzimas ADHs codificadas por diferentes genes, lo que determina la velocidad a 

la cual metabolizan el EtOH. En los seres humanos, por ejemplo, existen siete isoformas 

diferentes: ADH1A, ADH1B, ADH1C, ADH4, ADH5, ADH6, y ADH7, siendo ADH1B la que 

predomina en la oxidación de EtOH y la que está asociada al mayor riesgo de alcoholismo 

(Edenberg & McClintick, 2018; Kubiak-Tomaszewska y cols., 2020). Los roedores 

producen solo cuatro diferentes ADHs activas, siendo la ADH1 la principal responsable 

del metabolismo de alcoholes comunes (Plapp y cols., 2015). En animales inferiores, 

particularmente en el pez cebra, el EtOH es metabolizado de una manera similar a los 
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humanos con dos genes diferentes que codifican para ADHs. La ADH1 tiene una Km 

(concentración de sustrato necesaria para alcanzar la mitad de la velocidad máxima de 

reacción) muy pequeña y metaboliza el EtOH a concentraciones más bajas. La ADH3 

tiene una Km mucho mayor y debido a su baja afinidad, contribuye al metabolismo del 

EtOH sólo cuando la concentración de éste aumenta. La curva en forma de U invertida 

de la actividad total de la ADH puede explicarse mediante el modelo de las dos ADH, que 

sugiere que el metabolismo del EtOH está regulado por ambas enzimas en función de la 

concentración de EtOH (Tran y cols., 2015). Si bien ADH es considerada una enzima no 

inducible en la mayoría de los organismos vivos (Kubiak-Tomaszewska y cols., 2020), en 

C. elegans se ha demostrado que el EtOH induce la expresión del gen sodh-1 (Oh y cols., 

2020) y que dicha expresión resulta necesaria para el primer paso del metabolismo del 

EtOH en C. elegans (Alaimo y cols., 2012; Williamson y cols., 1991). Este gen codifica 

para la síntesis de la enzima sorbitol deshidrogenasa, la cual es una proteína análoga de 

la enzima ADH en humanos, es decir que, si bien son codificadas por genes diferentes, 

la función que cumplen en cada especie es muy similar. Se infiere que la enzima sorbitol 

deshidrogenasa es la que participa en la oxidación del EtOH a ACD, ya que mostró 

regulación transcripcional en respuesta a un tratamiento prolongado con 

concentraciones altas de EtOH (Kwon y cols., 2004; Patananan y cols., 2015) y sus 

funciones en C. elegans han sido atribuidas como equivalentes a la enzima ADH (Alaimo 

y cols., 2012). Por otra parte, con respecto a la segunda enzima en el proceso de 

oxidación de EtOH (la enzima ALDH), se han descripto 19 genes en seres humanos, pero 

solo tres más relevantes para el metabolismo de ACD y estrechamente relacionados con 

una identidad de secuencia de aminoácidos del 68%:  ALDH1A1, ALDH1B1 y ALDH2 

(Edenberg & McClintick, 2018). Se ha reportado que C. elegans posee varios genes que 

codifican para ALDH (alh) (Alaimo y cols., 2012; Patananan y cols., 2015). Sin embargo, 

se desconocen las funciones específicas para muchos de ellos, aunque se postula que 

posiblemente presentan acciones redundantes (Artyukhin y cols., 2015). El escenario es 

más claro para la ADH, codificada por el gen sodh-1, que resulta necesaria para el primer 

paso del metabolismo del EtOH en C. elegans (Alaimo y cols., 2012; Williamson y cols., 

1991) en el cual nos focalizaremos en los experimentos subsiguientes. 
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Materiales   

• Placas plásticas de cultivo celular de 35 mm de diámetro conteniendo medio 

NGM 

• Anillos de cobre de 10 mm de diámetro externo  

• Etanol absoluto frío (Sintorgan) 

• Acetaldehído (Sigma-Aldrich) 1mM disuelto en agua destilada  

• Parafilm 

• Cámara de fotos (Olympus, modelo SP-350) 

• Lupa binocular (Nikon, modelo SMZ645) 

• Ansa de platino 

Procedimiento  

Los grupos experimentales se conformaron de la siguiente forma:  

• Grupo C no EtOH 

• Grupo C EtOH 

• Grupo Pb no EtOH 

• Grupo Pb EtOH 

Se destinaron 2 placas de 35mm a cada grupo: una sólo conteniendo agar NGM 

y otra placa conteniendo el mismo agar en la cual se depositó un anillo de cobre 

calentado en mechero, de manera que al contactar con el agar y fundirlo levemente 

quedó fijado en la superficie. Ninguna de las placas de ensayo fue sembrada con 

alimento. En el caso de los grupos EtOH, 2 horas antes del inicio del experimento, se 

agregó a la placa con el anillo de cobre una alícuota de EtOH absoluto y se sellaron las 

tapas con parafilm, de manera que al difundir en la totalidad del agar se obtuvo la 

concentración de la droga deseada (100, 200, o 400 mM). Posteriormente, gusanos en 

estadio L4 fueron levantados con ansa desde sus placas de origen de 10 cm conteniendo 

NGM y alimento, y colocados en las placas de cultivo con NGM sin alimento, con el 

objetivo de eliminar todo resto de bacteria. A los 30 minutos se reubicaron 10 de esos 

gusanos dentro del anillo de cobre de las segundas placas (con y sin EtOH) y se selló 

nuevamente la tapa con parafilm. La locomoción de estos organismos fue filmado a los 

10 y 30 minutos posteriores con una cámara de fotos adosada a la lupa (ver figura 35). 
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Al finalizar los experimentos se analizó la trayectoria de cada uno de los organismos con 

el software Tracker (Open Source Physics ver. 4.9.8, 2017). Se determinó la variación en 

la velocidad (tomado como distancia recorrida en 2 minutos) de los gusanos en 

respuesta a EtOH frente a los animales no expuestos, tanto a los 10 como a los 30 

minutos posteriores a la exposición a la droga.   

En relación a los experimentos con ACD, el análisis de los grupos ACD y 

ACD/ETOH, se realizó de manera similar a la ya descripta con algunas modificaciones. 

Los grupos experimentales quedaron conformados de la siguiente manera:  

• Grupo C ACD 

• Grupo C ACD/EtOH 

• Grupo Pb ACD 

• Grupo Pb ACD/EtOH 

Al igual que en el experimento realizado con EtOH, se destinaron dos placas de cultivo 

de 35 mm con las mismas características, es decir, ambas con NGM sin alimento y una 

de ellas con el anillo de cobre posicionado en la superficie. En el caso de los grupos ACD, 

se colocaron 5 µl de ACD 1mM en la placa con el anillo en las 2 horas previas a su 

filmación, mientras que en las placas de los grupos ACD/EtOH se colocó esta 

concentración de ACD junto con el EtOH necesario para conseguir una concentración 

Figura 35. Esquema de exposición a EtOH empleado en el ensayo de actividad locomotora. 



Capítulo 3: Tolerancia Funcional Aguda y Quimiotaxis 

 Bioq. Paula A. Albrecht     104 

 

final de 200 mM como en el experimento anterior. Se realizó el test en condiciones 

experimentales idénticas a las mencionadas previamente.  

Análisis estadístico 

En primer lugar, se realizó un ANOVA de dos vías, contrastando las variables 

grupo (C vs Pb) y droga (EtOH vs No EtOH), en dos análisis separados para los 10 y 30 

minutos post exposición a EtOH. A continuación, y a los fines de facilitar la visualización, 

se analizó el comportamiento del grupo C y Pb en función del tiempo de exposición 

(ANOVA de dos vías de muestra repetidas), refiriendo los datos al promedio de su 

respectivo grupo no expuesto a EtOH. Cuando los ANOVAs arrojaron interacciones entre 

las variables, se realizó el test de Tukey como prueba post hoc, cuyo resultado se denota 

en los símbolos de las figuras correspondientes. Finalmente, en el cálculo de porcentaje 

de recuperación de la conducta de sedación a lo largo del tiempo se aplicó el test de 

Student para muestras independientes. Los resultados fueron analizados con el 

programa estadístico Statistica 10 y graficados con el programa GraphPad Prism 8.  

Determinación de alcohol en el agar 

En este ensayo se determinó la concentración de EtOH en las placas de ensayo, 

con el objetivo de determinar si la concentración alcanzada se correlacionaba con el 

cálculo teórico precisado.  

Materiales: 

• Placas plásticas de cultivo celular de 35 mm de diámetro conteniendo medio 

NGM 

• Etanol absoluto frío (Sintorgan) 

• Parafilm 

• Agua destilada fría 

• Hielo 

• Equipo Roche Cobas 6000, método enzimático para determinación de etanol 

(sensibilidad: 10 mg/dL). 
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Procedimiento:  

Se realizó el ensayo en 3 grupos experimentales diferentes, los cuales fueron: 

- EtOH, 0 mM  

- EtOH, 200 mM 

- EtOH, 400 mM 

Se pesaron las placas vacías y luego se colocó aproximadamente 3 ml de agar 

NGM en cada una. Se calculó la diferencia de peso entre la placa vacía y la placa con 

agar. Posteriormente, se colocó la cantidad necesaria de EtOH frío de modo tal de 

conseguir una concentración final de 200 y 400 mM por placa y se sellaron las tapas con 

parafilm. En el caso del grupo EtOH 0 mM, se agregó sólo agua destilada. Luego de 2 

horas de reposo, tiempo estimado para permitir que el EtOH se equilibre con el medio 

NGM, se realizaron varias perforaciones en cada placa y se homogeneizó cada fracción 

de agar en tubos con agua destilada fría, para evitar evaporación del EtOH, a razón de 

1:3 (agar/agua destilada). Dichas muestras fueron luego analizadas por el equipo Equipo 

Roche Cobas 6000 método enzimático y se calculó la cantidad de agar en la placa original 

en función de los datos arrojados por el equipo. Este experimento se realizó por 

triplicado.  

Resultados: 

Como se puede observar en la figura 36, la concentración real de EtOH en 

distintos puntos de la placa de exposición mostró coincidencia con la concentración 

teórica calculada tanto a 200 mM como a 400 mM de EtOH, que fueron las primeras 

concentraciones en ser evaluadas en los experimentos. El valor obtenido en la placa sin 

EtOH (0 mM), puede explicarse por la composición del agar NGM, que contiene 

colesterol disuelto en EtOH (5 mg/ml EtOH). No obstante, este valor representa una 

cantidad insignificante e insuficiente para modificar la conducta de los gusanos sin el 

agregado adicional de la droga. 
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Resultados 

Respuesta de gusanos de la cepa N2 frente a distintas concentraciones de EtOH 

- Gusanos N2 frente a 400 mM de EtOH 

Como puede observarse en la figura 37, se registró la velocidad de alrededor de 

10 gusanos de cada grupo (C y Pb) en condiciones de EtOH y sin EtOH en la placa de 

Petri. La respuesta observada a los 10 minutos de exposición (figura 37 A) se traduce en 

una disminución de la velocidad en los gusanos expuestos a EtOH, tanto el grupo C como 

el grupo Pb, comparados con su respectiva condición sin EtOH. Esto es avalado por el 

análisis estadístico, que demuestra un efecto en la variable droga (F [1,26] = 7,04; p valor 

< 0,05). Al cabo de 30 minutos, esta tendencia varió sólo en el grupo Pb, donde los 

nematodos expuestos a EtOH superaron levemente la velocidad que evidenció el grupo 

no expuesto a la droga, aunque esta variación no fue estadísticamente diferente (figura 

37 B). El análisis de la conducta como una normalización sobre la base del movimiento 

de los gusanos no expuestos (figura 38 A), revela que en el grupo C el efecto de sedación 

se mantiene a lo largo de toda la prueba sin lograr una completa recuperación de su 

movilidad, es decir sin desarrollar TFA (figura 38 B). No obstante, en el caso del grupo 

Pb, se observa una sedación inicial a los 10 minutos que no sólo se revierte a los 30 

minutos, sino que supera la actividad de los gusanos que no fueron expuestos a EtOH, 

lo que se podría interpretar como una tolerancia al efecto sedativo de la droga (figura 

38 A). Al respecto, el análisis estadístico (ANOVA de dos vías, variables grupo x tiempo) 

reveló una diferencia significativa en la variable tiempo (F [1,13] = 7,15; p valor < 0,05). 

En cuanto a la recuperación de la locomoción (figura 38 B), al cabo de los 30 minutos el 

Figura 36. Comparación entre la concentración real de EtOH en el medio de ensayo frente a la teórica obtenida por 
cálculo matemático. 
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grupo expuesto al Pb recuperó el 48% de su movilidad inicial, comparado con el grupo 

C que sólo recobró un 23% de su movilidad inicial, aunque estas diferencias no 

resultaron ser estadísticamente significativas. 

 

 

 

  

Figura 37. Respuesta locomotora a 400 mM de EtOH en gusanos N2 a los 10 (A) y 30 (B) minutos posteriores a la 
exposición a la droga. 

Figura 38. (A) Respuesta locomotora a 400 mM de EtOH en gusanos expuestos respecto de los no expuestos a la droga. 
(B) Nivel de recuperación de la movilidad en la actividad locomotora a los 30 minutos posteriores a la exposición a 
EtOH. Entre paréntesis se expresa el N empleado en cada ensayo.  

A) B) 

A) B) 
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- Gusanos N2 frente a 200 mM de etanol 

Teniendo en cuenta los efectos sedativos de una concentración de 400 mM de 

EtOH (Davies y cols., 2003) y considerando las propiedades bifásicas que presenta esta 

droga en función de la dosis empleada (Hendler y cols., 2013; Pohorecky, 1977), se 

decidió evaluar los efectos de una dosis menor de la droga, con el objetivo de evidenciar 

las propiedades estimulantes que deberían presentarse a menores concentraciones. En 

este caso, como puede observarse en la figura 39, tanto a los 10 como a los 30 minutos 

los gusanos C tendieron a disminuir su velocidad luego del agregado de EtOH. Por el 

contrario, los gusanos Pb mostraron el efecto opuesto, es decir, los nematodos 

presentes en la placa con EtOH evidenciaron mayor velocidad de locomoción que 

aquellos que no fueron expuestos a la droga. El análisis estadístico revela una diferencia 

significativa sólo en la variable grupo (F [1,21] = 8,63; p valor < 0,01). Al igual que con 

400 mM, el grupo C tampoco mostró el desarrollo de tolerancia ni recuperación al cabo 

de los 30 minutos de exposición (figura 40 A y B). En el caso del grupo Pb, el efecto se 

evidencia con mayor claridad en la figura 40 A, donde se puede observar que estos 

animales no sólo desarrollaron tolerancia, sino que aumentaron su movilidad luego de 

30 minutos de exposición a la droga. Más aun, demostraron una mayor recuperación a 

lo largo del tiempo, en relación al grupo C (figura 40 B). El ANOVA de dos vías para la 

figura 40 reveló diferencias estadísticamente significativas en la variable grupo (F [1,11] 

= 13,07; p valor < 0,01), tiempo (F [1,11] = 6,20; p valor < 0,05) y en la interacción grupo 

x tiempo (F [1,11] = 6,59; p valor < 0,05). Por otra parte, la recuperación entre los grupos 

C y Pb (figura 40 B) también fue estadísticamente diferente (Test de Student, t = 3,10; p 

valor< 0,05). 
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Figura 39. Respuesta locomotora a 200 mM de EtOH en gusanos N2 a los 10 y 30 minutos posteriores a la exposición 
a la droga.  

Figura 40. (A) Respuesta locomotora a 200 mM de EtOH en gusanos expuestos respecto de los no expuestos a la 
droga, donde + representa una diferencia entre Pb 10’ vs Pb 30’, p <0,05. * indica diferencia significativa entre Pb 30’ 
vs C 30’ con p <0.05. (B) Nivel de recuperación de la movilidad en la actividad locomotora a los 30 minutos posteriores 
a la exposición a EtOH. *indica diferencia significativa C vs Pb, p < 0,05.  

A) B) 

A) B) 
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- Gusanos N2 frente a 100 mM de etanol 

Puesto que a 200 mM de EtOH se evidenciaron diferencias significativas entre 

ambos grupos en la sensibilización inicial y en la TFA a la droga, se buscó evaluar si dosis 

aun menores potenciarían la manifestación de este efecto bifásico y diferencial en 

ambos grupos frente a la droga. Como puede observarse en la figura 41 A y B, la 

velocidad de todos los grupos de nematodos fue similar en todas las condiciones 

experimentales. La figura 42 A demuestra que la dosis empleada no provocó sedación 

ni desarrollo de tolerancia en ningún grupo a lo largo del tiempo, así como tampoco 

hubo cambios estadísticamente significativos en la recuperación (figura 42 B).  

 

Figura 41. Respuesta locomotora a 100 mM de EtOH en gusanos N2 a los 10 (A) y 30 (B) minutos posteriores a la 
exposición a la droga. 

Figura 42. (A) Respuesta locomotora a 100 mM de EtOH en gusanos expuestos respecto de los no expuestos a la 
droga. (B) Nivel de recuperación de la movilidad en la actividad locomotora a los 30 minutos posteriores a la 
exposición a EtOH. 

A) B) 

A) B) 
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Respuesta de gusanos de la cepa RB2114 frente a 200 mM de etanol 

Se empleó la cepa RB2114 la cual, como se mencionó anteriormente, no posee 

la enzima con capacidad de ADH (sodh-1 en C. elegans) por lo tanto no metabolizaría 

completamente el EtOH presente en el organismo. Siguiendo el diseño de los 

experimentos previos, se registró la respuesta locomotora frente a 200 mM de EtOH en 

esta cepa de nematodo. 

Los resultados demuestran (figura 43) que los gusanos de todos los grupos 

evidenciaron velocidades de locomoción muy similares independientemente de la 

exposición a EtOH a los 10 minutos de exposición (figura 43 A), en tanto que a los 30 

minutos (figura 43 B) se observó una disminución en los grupos que fueron expuestos a 

EtOH, resultando en una significancia estadística para la variable grupo (F [1,24] = 10,36; 

p valor < 0,01). Este comportamiento se ha graficado en la figura 44 (A) como el 

porcentaje de la velocidad en función de los animales no tratados con EtOH. Puede 

observarse que los gusanos de ambos grupos disminuyeron su tasa de movimiento a lo 

largo del tiempo, e incluso no generando TFA, dado que no sólo no recuperaron el 

movimiento a medida que transcurrió el tiempo, sino que éste mostró una reducción no 

significativa desde el inicio de la exposición a EtOH (figura 44 B). 

 

Figura 43. Respuesta locomotora a 200 mM de EtOH en gusanos mutantes nulos para sodh-1 a los 10 (A) y 30 (B) 
minutos posteriores a la exposición a la droga. 

A) B) 
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Figura 44. (A) Respuesta locomotora a 200 mM de EtOH en gusanos RB2114 expuestos respecto de los no expuestos 
a la droga. (B) Nivel de recuperación de la movilidad en la actividad locomotora a los 30 minutos posteriores a la 
exposición a EtOH. 

A) B) 
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Respuesta de gusanos de la cepa N2 frente a 200 mM de etanol y/o 1mM de ACD 

A partir de los resultados obtenidos con la cepa RB2114, se pudo evidenciar que 

la falta de la enzima que metaboliza el EtOH a su primer metabolito impide la generación 

del fenómeno de TFA en ambos grupos. Esto podría deberse a un efecto de acumulación 

de EtOH, o por el contrario a la ausencia de la generación de ACD, primer producto de 

la metabolización de la droga.  

A los fines de indagar sobre la segunda de estas posibilidades, se realizó, en 

primer lugar, el ensayo de actividad locomotora en respuesta a EtOH en la cepa N2, en 

presencia de 1 mM de ACD.  

Como puede observarse en la figura 45 (A), la presencia concomitante de EtOH 

+ ACD en el medio generó una TFA en el grupo Pb (F [1,14] = 6,06; p valor < 0,05), 

mientras que los animales C manifestaron una sedación mayor a los 30 minutos que a 

los 10 minutos de exposición. Esta aseveración se basa en la interacción grupo x tiempo, 

(F [1,14]= 6,27; p valor < 0,05) evidenciada en el ANOVA de dos vías, a pesar que el test 

de Tukey no arrojo diferencias significativas entre las variables. Sin embargo, en la figura 

45 (B) se evidencia una diferencia significativa en el porcentaje de recuperación, es decir 

que los gusanos expuestos a Pb recuperaron su movilidad en relación a los gusanos C, 

en los cuales esta conducta se vio empeorada (Test de Student, t= 2,65; p valor < 0,05).  

Por otro lado, como se puede observar en la figura 46, el ACD solo, sin el 

agregado de EtOH, no modifica la movilidad de los gusanos, dado que tanto en presencia 

como ausencia de ACD, la actividad locomotora se produjo a igual velocidad (figura 46 

A), tanto a los 10 como a los 30 minutos. Esta aseveración puede corroborarse en la 

figura 46 (B), en la que los gusanos muestran porcentajes de recuperación cercanos al 

0%. 
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Figura 45. (A) Respuesta locomotora a 200 mM de EtOH y 1 mM de ACD en gusanos N2 expuestos respecto de los no 
expuestos a dichas sustancias. (B) Nivel de recuperación de la movilidad en la actividad locomotora a los 30 minutos 
posteriores a la exposición a EtOH + ACD, donde * representa diferencia entre C vs Pb, p < 0,05.  

Figura 46. (A) Respuesta locomotora a 1 mM de ACD en gusanos N2 expuestos respecto de los no expuestos a dicha 
sustancia. (B) Nivel de recuperación de la movilidad en la actividad locomotora a los 30 minutos posteriores a la 
exposición a ACD. 

A) B) 

B) A) 
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Respuesta de gusanos de la cepa RB2114 frente a 200 mM de etanol y 1mM de 

ACD 

Otro aspecto que fue abordado en este estudio fue la evaluación de la conducta 

de los gusanos de la cepa RB2114 en presencia de ACD en condiciones similares a las del 

experimento anterior. Dicho ensayo responde a la característica de esta cepa basada en 

la imposibilidad de metabolizar al EtOH, debido a la ausencia de la enzima que cataliza 

su metabolismo a ACD.  

Los resultados demuestran que la presencia concomitante de 1mM de ACD y 

200mM de EtOH indujo idéntico comportamiento en ambos grupos de gusanos (C y Pb) 

(figura 47 A), tanto en la velocidad de locomoción como en el porcentaje de 

recuperación (figura 47 B). Puede observarse en este caso una tendencia del ACD a 

generar un efecto de tolerancia, pero los resultados no presentan significancia 

estadística entre ambos grupos a los 30 minutos de exposición.  

En cuanto al ACD por sí solo (figura 48 A y B), los resultados indican que no se 

produjo un efecto significativo en la velocidad de locomoción, ni en los animales C ni en 

los expuestos a Pb. A pesar que en el grupo Pb se observa un cambio en el 

comportamiento tendiente a generar tolerancia, éste no fue estadísticamente 

significativo.  

 

 

Figura 47. (A) Respuesta locomotora a 200 mM de EtOH y 1 mM de ACD en gusanos RB2114 expuestos respecto de 
los no expuestos a dichas sustancias. (B) Nivel de recuperación de la movilidad en la actividad locomotora a los 30 
minutos posteriores a la exposición a EtOH + ACD. 

A) B) 
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Figura 48. (A) Respuesta locomotora a 1 mM de ACD en gusanos RB2114 expuestos o no expuestos a dicha sustancia 
(A). (B) Nivel de recuperación de la movilidad en la actividad locomotora a los 30 minutos posteriores a la exposición 
de ACD. 

 

A) B) 
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Respuesta a la exposición a alcohol alílico 

Introducción  

Como se ha mencionado anteriormente, la enzima ADH es la responsable del 

proceso de oxidación de EtOH a ACD, con la consecuente reducción de NAD+. En 

organismos superiores, ADH participa en la metabolización a nivel periférico del EtOH 

pero no así a nivel central, ya que se ha demostrado que está presente en cantidades 

insignificantes en cerebro y este paso es catalizado principalmente por la enzima CAT 

(Sippel, 1974; Smith y cols., 1997; Zimatkin, 1991). No obstante, en el invertebrado C. 

elegans no se ha descripto que la enzima CAT participe en el metabolismo de EtOH, por 

lo que puede inferirse que esta sustancia es metabolizada en su totalidad por ADH para 

producir ACD, el cual en última instancia es oxidado a ácido acético por la enzima ALDH. 

La presencia de ADH ha sido fundamental para estudiar el metabolismo y la regulación 

de los genes implicados en la respuesta a EtOH en C. elegans. A este respecto, 

Williamson y cols describieron un método para seleccionar nematodos mutantes con 

expresión disminuida o falta de actividad de ADH y la frecuencia de mutación de esta 

enzima. Para esto se valieron del uso de alcohol alílico, un compuesto que genera un 

metabolito tóxico, la acroleína, cuya formación permite seleccionar organismos que no 

expresan la enzima, ya que son los que sobreviven a este tratamiento (Williamson y 

cols., 1991).  

En base a los resultados presentados en la sección anterior, resulta de interés 

abordar el estudio de la funcionalidad de la enzima ADH a fin de inferir su actividad tanto 

en los nematodos C como en los expuestos a Pb durante el desarrollo. Se utilizaron 

gusanos de las cepas N2 y RB2114, esta última como control positivo del 

comportamiento bajo estudio.  

Materiales 

• Placas de cultivo celular 35mm estériles con tapa 

• Medio NGM 

• Alcohol alílico (Sigma-Aldrich) 

• Parafilm 

• Bacteria E. coli OP50 concentrada 
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• Tubos falcon de 15 ml estériles con tapa 

Procedimiento 

Se prepararon por duplicado placas con NGM y una dosis de alcohol alílico en 

función de la concentración final deseada de esa sustancia en el agar (ver figura 49). Las 

dosis empleadas fueron: 0,005%, 0,01%; 0,05% y 0,1% v/v de alcohol alílico. A tal fin, se 

colocaron 14 ml de agar NGM fundido en tubos falcon y se agregó 1,4 µl, 7 µl y 14 µl de 

alcohol alílico puro para 0,01%; 0,05% y 0,1%, respectivamente. Se procedió a plaquear 

con 3 ml de agar por placa. En el caso 0,005% se agregó 1,4 µl de una solución de alcohol 

alílico al 50% en agua para evitar pipetear un volumen tan pequeño. Se dejaron 

solidificar y secar con tapa sellada con parafilm hasta el día siguiente, momento en el 

que se agregó 25 µl de bacteria concentrada en el centro de cada placa. A las 24 h, se 

colocaron entre 20 y 30 gusanos de cada grupo por placa, se sellaron las tapas 

nuevamente con parafilm y se mantuvieron por 48 h a 20ºC en incubadora. Finalmente 

se contaron bajo lupa la cantidad de gusanos vivos y muertos en cada placa, y se realizó 

un promedio de las observaciones para cada dosis por grupo.  

 

 

 

 

 

  

Figura 49. Esquema experimental empleado en el ensayo de exposición a alcohol alílico. 
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Resultados  

El conteo de gusanos RB2114 que sobrevivieron al cabo de 48 hs de la exposición 

a alcohol alílico, confirmó la mutación de la cepa, ya que ambos grupos (tanto C como 

Pb), presentaron valores cercanos al 100% de supervivencia, es decir que al no poseer 

la enzima que metaboliza el alcohol alílico, no se formó el metabolito tóxico, por lo 

tanto, prácticamente todos los gusanos sobrevivieron al tratamiento (figura 50). Por el 

contrario, en el caso de los nematodos de la cepa N2, la supervivencia que se logró en 

ambos grupos a las dosis más bajas de este compuesto fue similar y prácticamente 

completa en la población estudiada, posiblemente como resultado de la escasa cantidad 

de alcohol alílico en esa placa, insuficiente para generar el metabolito tóxico (figura 51). 

Sin embargo, a dosis mayores emergieron las diferencias entre grupos, siendo la dosis 

de 0,05% de alcohol alílico la que generó un cambio estadísticamente significativo en los 

grupos (Test de Student, t= 3,10; p valor < 0,01) con valores para los animales 

pertenecientes al grupo C = 6,746 ± 2,597 (n=7) y para el grupo expuesto a Pb = 29,60 ± 

6,474 (n=8). A la dosis de 0,1% de alcohol alílico, el nivel de supervivencia fue muy bajo 

en ambos grupos, posiblemente debido a que la cantidad de acroleína que se forma 

provoca la muerte de la mayoría de la población, independientemente del grupo al que 

pertenecen. A partir de estos resultados podría proponerse que los gusanos N2 

expuestos a Pb presentarían una enzima ADH con una menor actividad catalítica en 

comparación con los C. Así, la exposición temprana a Pb induciría una menor actividad 

de ADH, generando menos acroleína, y por consiguiente un mayor índice de 

supervivencia. Este efecto determinaría que, frente a la presencia de EtOH, se genere 

una mayor concentración de esta droga con respecto a los animales C, la cual sería 

responsable de un mayor efecto estimulante, tal como se pudo evidenciar en la prueba 

de actividad locomotora de gusanos N2 frente a 200mM de EtOH (ver figura 40 A).  
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Figura 51. Ensayo de supervivencia a alcohol alílico en gusanos controles y expuestos a Pb de la cepa N2, donde ** 
representa diferencia significativa de Pb vs C en la dosis 0,05%, p < 0,01 
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Discusión  

Es conocido que el EtOH presenta efectos subletales incluso a una concentración 

muy baja que podrían no observarse con puntos finales menos sensibles, como la 

letalidad. Al respecto, se ha reportado un LOAEL (menor nivel de efecto adverso 

observado, por sus siglas en inglés, lowest observed adverse effect level) en gusanos de 

0,8 g/L de EtOH (21 mM) (Dhawan y cols., 1999). Estos efectos subletales podrían 

manifestarse frente a la toxicidad generada por otras sustancias químicas. En base a 

estas consideraciones, la administración de Pb durante el desarrollo del gusano podría 

representar un estímulo suficiente como para que se pongan en evidencia efectos como 

los buscados en este trabajo de tesis, es decir evaluar el impacto de una noxa perinatal 

(Pb en nuestro caso) sobre los efectos de otros neurotóxicos en etapas posteriores de la 

vida. Es así que el ensayo de locomoción puso de manifiesto que gusanos expuestos a 

dosis altas de EtOH (400 mM) desarrollaron una sedación a los 10 minutos post 

exposición, donde sólo el grupo Pb logró recuperar parte de esa movilidad, aunque no 

de manera significativa respecto a los animales C (figura 38). Estos resultados 

concuerdan con los reportes ya mencionados que demuestran que el EtOH a dosis 

elevadas produce sedación en estos organismos (Alaimo y cols., 2012; Davies y cols., 

2015; P. H. Mitchell y cols., 2007). A este respecto, al evaluar la respuesta de los animales 

frente a la exposición a 200 mM de EtOH, se pudo observarse que emergieron las 

diferencias entre los grupos. Los gusanos expuestos a Pb mostraron una mayor 

velocidad de locomoción desde los 10 minutos posteriores a la exposición a la droga, la 

que se acentuó al cabo de 30 minutos, evidenciándose el fenómeno de TFA, efecto que 

no se manifestó en los gusanos C (figura 40). Interesantemente, la hiperactividad 

inducida por EtOH en animales expuestos a Pb durante el desarrollo es un fenómeno 

comportamental que ya ha sido descripto por nosotros en un modelo de roedores con 

condiciones de exposición comparables al descripto en este trabajo de tesis. Al respecto, 

en Mattalloni y cols reportamos que ratas Wistar de 35 días de edad, expuestas a dosis 

ambientalmente relevantes de Pb durante la etapa perinatal, consumieron más alcohol 

que sus respectivos controles y presentaron mayor actividad locomotora luego de la 

sesión de consumo voluntario de EtOH (Mattalloni y cols., 2013, 2017). Así, si bien el 

diseño experimental y el modelo animal utilizado en estos estudios es diferente, en 
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ambos casos observamos una aumentada locomoción en respuesta al EtOH resultante 

de la exposición a Pb durante el desarrollo, lo que evidencia la posibilidad de trasladar 

respuestas comportamentales de un modelo a otro y permite estudiar mecanismos de 

toxicidad que podrían ser comparables con los observados en mamíferos.  

Dado que las enzimas primarias responsables del metabolismo de EtOH (y por lo 

tanto sus metabolitos) están presentes en C. elegans y son funcionalmente similares a 

las de los mamíferos, es probable que el metabolismo de EtOH ocurra de manera similar 

en esta especie, aun cuando no es posible en gusanos compartamentalizar este 

metabolismo. 

Con el fin de profundizar sobre el efecto que estaría produciendo la exposición a 

Pb en la actividad de ADH, se replicó el test de actividad locomotora en cepas que 

carecen de esta enzima (RB2114: -/-sodh-1). En estas condiciones experimentales los 

gusanos de ambos grupos mostraron una sedación en la actividad locomotora tanto a 

los 10 como a los 30 minutos de exposición y no desarrollaron el fenómeno de TFA. La 

acumulación de EtOH observada en los animales mutantes fue suficiente para alterar su 

comportamiento y producir sedación ante la exposición de dicha sustancia. En 

concordancia con los reportes de Alaimo y cols, la mutación del gen que codifica para 

ADH (sodh-1) causó hipersensibilidad a los efectos sedativos agudos del EtOH en la 

locomoción, probablemente debido al incremento de la concentración interna de EtOH 

en estos animales (Alaimo y cols., 2012).  Estos autores reportaron también que la 

osmolaridad de la solución de EtOH exógeno afectó fuertemente la sensibilidad a los 

efectos depresivos de la droga, lo cual indicaría que la concentración de la solución no 

es el único factor que podría estar condicionando esta respuesta. Del mismo modo se 

han reportado diferencias en los mecanismos que median los efectos frente a EtOH en 

función del medio de exposición (medio líquido vs. semisólido-agar) (Mitchell y cols., 

2007). 

En relación al hecho de que los animales salvajes expuestos a Pb desarrollan TFA 

a los 30 minutos frente a una exposición de 200 mM de EtOH, podría atribuirse al 

proceso de metabolización natural de la droga por las vías enzimáticas mencionadas 

anteriormente. Esto está sustentado por el reporte reciente que demuestra que los 

genes inducidos por exposiciones cortas a esta droga son principalmente los de las 

enzimas involucradas en el metabolismo de EtOH (Sterken y cols., 2021). Sin embargo, 
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existen evidencias que indican que la metabolización de esta sustancia es lenta y 

sostenida, y que las concentraciones tisulares de EtOH no disminuyen sustancialmente 

durante una única exposición constante (Davies & McIntire, 2004). Por lo tanto, estos 

autores sugieren que la respuesta de tolerancia se debería a un proceso de plasticidad 

neuronal y adaptación al medio, es decir un efecto a nivel de sistema nervioso, más que 

a un efecto metabólico relacionado con la desaparición de la droga. En relación a esta 

posibilidad, una explicación viable a los efectos centrales del EtOH podría estar 

relacionada con la activación de BK, el canal de K activado por Ca y voltaje también 

llamado SLO-1 (slo-1 codifica la subunidad formadora de poros de dicho canal) que, 

como se dijo anteriormente, actúa amortiguando la actividad de las células neuronales 

puesto que limitaría la liberación de neurotransmisores excitatorios. La potenciación por 

el EtOH, por tanto, disminuiría la actividad neuronal, dando lugar a los efectos 

depresivos de la intoxicación con esta droga (Wu y cols., 2019). Interesantemente, el 

canal BK ha sido señalado como una de las bases moleculares involucradas en el inicio 

de la tolerancia funcional a EtOH, al menos en invertebrados (Pietrzykowski & 

Treistman, 2008). 

Así, a pesar de los reportes contradictorios y que las evidencias presentadas 

indicarían que el metabolismo de EtOH podría ser un factor secundario en los efectos 

sobre la locomoción resultante de la exposición a la droga, resultó de interés evaluar si 

los efectos observados en los gusanos Pb estarían relacionados con la acumulación de 

EtOH o en contraparte con una ausencia de la producción de ACD. Interesantemente, se 

ha señalado que en C. elegans la acción de la ADH (a diferencia de ALDH) es reversible 

(Alaimo y cols, 2012) por lo que en determinadas situaciones el posible exceso de ACD 

en estos animales podría convertirse nuevamente en EtOH, aumentando así la 

concentración interna de esta droga. Este hecho, sumado a la hipótesis de una 

hipofunción de ADH, apoya la idea de que en los efectos del EtOH sobre los animales 

expuestos a Pb predominaría la acumulación de EtOH, por sobre la disminución de ACD. 

Cabe recordar que, como se mencionó en la introducción, el ACD presenta en animales 

superiores efectos opuestos que guardan directa relación con el órgano en el cual se 

produce. Es así que cuando es generado in situ en el cerebro está asociado a efectos 

estimulantes y recompensantes, en tanto que cuando su formación ocurre en la 

periferia del organismo predominan los efectos aversivos resultantes de su 
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acumulación. A este respecto, los resultados en roedores mencionados en la 

Introducción revelan la importancia del primer metabolito de EtOH en sus propiedades 

estimulantes y motivacionales en animales expuestos al Pb, apoyando el postulado de 

que la farmacocinética del metabolismo de EtOH influencia el riesgo de desarrollar un 

AUD. Las enzimas ADH y ALDH juegan un rol clave no sólo en los niveles de ACD 

producido y el consumo de EtOH, sino también en la vulnerabilidad a desarrollar AUD. 

Es de interés destacar que varios genes asociados al metabolismo del EtOH pueden estar 

sobreexpresados frente a una exposición a dicha droga. Se ha reportado que en el 

análisis de ARN-seq en C. elegans expuestos a 17 mM de EtOH durante 4 días, el gen 

sodh-1 fue sobreexpresado 103 veces, mientras que alh-1, alh-2 y alh-5 

aproximadamente 5, 64 y 4 veces, respectivamente (Patananan y cols., 2015). Sin 

embargo, y a pesar que esta compartimentalización no está presente en C. elegans, 

resultó de interés evaluar la participación del ACD en la tolerancia al EtOH en este 

organismo. Resultados obtenidos por Gainutdinov y cols. demostraron que el aumento 

de la concentración endógena de ACD mediante la inhibición farmacológica de la 

actividad de la enzima ALDH atenuó fuertemente las alteraciones inducidas por el EtOH 

en la locomoción de los gusanos. Asimismo, reportaron que bajas concentraciones de 

ACD (entre 0,6 a 1,6 mM) protegieron contra el efecto sedativo del EtOH sobre la 

locomoción en C. elegans (Gainutdinov y cols., 2009).  

En base a estas evidencias, en este trabajo de tesis, realizamos la prueba de 

locomoción tanto en la cepa salvaje como la mutante nula para ADH con el agregado de 

ACD en una concentración final de 1 mM, valor que no produce efectos adversos en el 

nematodo como ocurre a dosis superiores (entre 2 y 20 mM) (Gainutdinov y cols., 2009; 

Kalinnikova y cols., 2012). Como se puede visualizar en las figuras 45 y 46 (cepa salvaje) 

y 47 y 48 (cepa nula para ADH), la adición de ACD, ya sea sólo o en concomitancia con 

EtOH, no modificó la conducta que ya se había observado previamente en presencia de 

EtOH en ambas cepas. La ausencia de la recuperación de la sedación observada en la 

cepa RB2114, se explicaría a partir de un exceso de EtOH, generándose así el efecto 

sedativo de esta droga que se presenta sostenido en el tiempo. Esta conclusión se basa 

en la ausencia de ADH en estos animales, lo que impediría la formación de ACD y 

favorecería la acumulación de EtOH. 
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Así, a los fines de evaluar la funcionalidad de ADH, se adaptó el protocolo 

descripto por Williamson y cols. (1991) en la prueba de formación del metabolito tóxico 

acroleína a partir de alcohol alílico. Se concluyó que los gusanos expuestos a Pb 

presentarían una ADH hipofuncional, lo que provocaría una ralentización en la 

metabolización, con la consecuente acumulación de EtOH y probablemente la 

prolongación de la fase estimulante dentro de los efectos bifásicos de esta droga (figura 

51). Ha sido descripto que ADH sufre un cambio conformacional global al unirse NAD+, 

que involucra una rotación del dominio catalítico relativo al dominio de unión de la 

coenzima y el cerramiento del sitio activo para producir una enzima catalíticamente 

eficiente (Plapp, 2010). Cabe destacar que las enzimas de la familia ADH son 

deshidrogenasas de cadena larga que requieren Zn como cofactor, cuya presencia es 

crítica para el cambio conformacional. Se ha reportado que todas las ADHs de plantas y 

animales caracterizadas hasta la fecha son enzimas diméricas, con dos átomos de Zn por 

cada subunidad unido a la proteína por grupos sulfhidrilos (Glasner, 1995). Así, la 

presencia de Zn le otorga una característica de metaloenzima que potencialmente 

podría ser hipofuncional, aunque no totalmente inhibida por una sustitución entre 

cationes divalentes, en este caso Zn por Pb, un metal con una alta afinidad por grupos 

sulfhidrilos, producto de su presencia en estos animales que han sido expuestos 

perinatalmente al Pb. Sin embargo, también se ha señalado que esta enzima es capaz 

de adaptarse a varias sustituciones sin perder su capacidad catalítica (Plapp, 2010). Por 

otra parte, el metabolismo de EtOH en humanos puede ser descripto aproximadamente 

con las constantes de velocidad estimadas de ADH y ALDH. Al respecto se ha señalado 

que la velocidad de eliminación de EtOH está directamente relacionada con la actividad 

de ADH, en tanto que el nivel estacionario de ACD (una concentración sanguínea casi 

constante) depende de los niveles tanto de ADH como de ALDH (Plapp y cols., 2015).  

Otra posibilidad de interferencia con la actividad catalítica de la enzima está relacionada 

con el paso limitante de su funcionalidad, que es la disponibilidad de NAD+; es posible 

entonces que el Pb pueda interferir con la reoxidación del cofactor en el complejo I de 

la cadena respiratoria mitocondrial, reduciendo la eficiencia catalítica de la enzima. En 

apoyo a esta hipótesis, existen evidencias en diferentes modelos experimentales en las 

cuales se ha asociado la exposición a Pb a disfunción mitocondrial (Kumar y cols., 2015; 

Zhang y cols., 2015). Sin embargo, ni la posible interferencia con el sitio de unión al Zn 
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ni la disponibilidad del cofactor NAD+ han sido evaluados en este trabajo de tesis, lo que 

determina que estas consideraciones sean meramente especulativas y requieran de 

experimentos futuros para su validación.   

A partir de estos resultados, la ausencia de tolerancia observada en los gusanos 

expuestos a Pb pertenecientes a la cepa RB2114 (figura 44) se podría explicar por la 

acumulación de EtOH que sería responsable de la manifestación de sus efectos 

sedativos. Esto implicaría un corrimiento a la izquierda de la curva bifásica de los efectos 

producidos por el EtOH en los gusanos expuestos a Pb. Es decir, que frente a la 

concentración que produce sedación en los gusanos del grupo C, es el efecto 

estimulante el que se observa en los expuestos a Pb. Ha sido descripto que la locomoción 

en C. elegans aumenta con la exposición a una baja concentración de EtOH (1%, es decir, 

aproximadamente 170 mM) pero se ralentiza frente a altas concentraciones de alcohol, 

resultando en incoordinación e incluso una aparente parálisis y una alimentación 

limitada (Wu y cols., 2019). Sin embargo, esta diferenciación en los efectos 

estimulantes/sedativos de EtOH se observó en nuestro estudio exclusivamente a esta 

concentración (200 mM), puesto que cuando se evaluaron concentraciones más bajas 

de EtOH (100 mM) la droga no provocó cambios en la conducta locomotora en ninguno 

de los grupos, posiblemente debido a que los niveles de exposición resultaron 

insuficientes para generar los efectos esperados. Estas diferencias tampoco se 

observaron a 400 mM, posiblemente debido a la manifestación de los efectos sedativos 

de EtOH inducidos por la exposición a dosis mayores de esta droga. 

En conclusión, la exposición a Pb durante el período temprano del desarrollo 

indujo en C. elegans una disminución en la TFA, lo que puede considerarse una respuesta 

de menor efecto sedativo en presencia de EtOH. Este escenario podría responder a una 

hipofunción de la enzima ADH asociada al tratamiento con Pb como fue demostrado en 

el experimento con alcohol alílico. Es de destacar que es posible que dicha enzima sea 

la responsable de este efecto, puesto que hemos mencionado que Sterken y cols (2021) 

reportaron que exposiciones cortas a EtOH (menores a 2 hs) indujeron la expresión de 

enzimas involucradas en los procesos metabólicos de EtOH (en particular ADH). Se 

sugiere entonces que la mayor funcionalidad de ADH inducida por el tratamiento con 

EtOH a períodos cortos favorecería su metabolismo a ACD en animales C, en tanto que 

este efecto se vería atenuado en el grupo Pb, provocando la acumulación de EtOH el 
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cual, a estas bajas concentraciones, podría estar ejerciendo su efecto estimulante 

locomotor por liberación de DA, sugiriendo un corrimiento a la izquierda de la curva 

dosis/efecto. En la discusión general se profundizarán aspectos de la funcionalidad basal 

de este neurotransmisor en las condiciones experimentales planteadas en este trabajo 

de tesis y de los efectos de la exposición perinatal a Pb combinada con EtOH sobre los 

diferentes componentes de la sinapsis DAérgica que fueron evaluados en el capítulo 2. 
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Ensayo de Quimiotaxia  

Introducción 

C. elegans es un organismo modelo que se vale de la quimiosensación para evitar 

condiciones adversas, para el apareamiento, para encontrar comida y desarrollarse 

adecuadamente. A partir de las neuronas con cilios que presenta en su cuerpo, se 

expone al ambiente y detecta estos estímulos a través de un complejo y versátil sistema 

quimiosensorial que, si bien es muy divergente de los mamíferos, los mecanismos de 

regulación y comportamiento parecen estar conservados entre ellos (Bargmann, 2006). 

Específicamente, C. elegans posee un sistema sensorial compuesto por 60 

neuronas ciliadas que perciben estímulos químicos, olfativos, térmicos y mecánicos, así 

como también la posición relativa del cuerpo (propiocepción) (Metaxakis y cols., 2018). 

Muchas de las sustancias químicas que percibe pueden ser atrayentes, repelentes, o 

incluso atrayentes a bajas concentraciones, pero repelentes a altas concentraciones. Se 

ha reportado que dicho nematodo experimenta quimioatracción hacia numerosas 

sustancias, entre ellas benzaldehído, alcohol isoamílico, butanona, diacetil (Colbert & 

Bargmann, 1995), EtOH (Katner y cols., 2019), cocaína y nicotina (Engleman y cols., 2018; 

Sellings y cols., 2013), mientras que se es repelido por otras como nonanona (Smith y 

cols., 2019), 1-nonanol (Sammi y cols., 2018), quinina, soluciones de alta carga osmótica 

(Wang, 2019), óxido de grafeno (Xiao y cols., 2018), cobre, dodecilsulfonato de sodio 

(SDS) (Shao y cols., 2018), entre otros. 

Históricamente, la quimiotaxis ha sido una medida utilizada para examinar el 

comportamiento sensorial de aproximación y evitación en los gusanos. Los fenómenos 

de quimiosensación conllevan un proceso de aprendizaje, los cuales interesantemente, 

están mediados por muchos de los circuitos presentes en organismos superiores y se 

encuentran muy bien descriptos (revisado en Ardiel & Rankin, 2010). De hecho, muchos 

paradigmas de aprendizaje se basan en el emparejamiento de señales químicas con 

comida o inanición (Shimizu y cols., 2019). Por ejemplo, el condicionamiento de los 

animales con NaCl en ausencia de comida conduce a una reducción significativa de la 

quimiotaxis en comparación con el condicionamiento en presencia de comida (Saeki y 

cols., 2001; Wen y cols., 1997). 
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Al igual que los vertebrados, C. elegans ha demostrado aprendizaje no asociativo 

cuando genera habituación a un estímulo, ya sea a corto o largo plazo (Beck & Rankin, 

1997; Ebrahimi & Rankin, 2007; Rankin y cols., 1990); o de tipo asociativo, donde forma 

asociaciones entre estímulos neutros y estímulos biológicamente relevantes (o 

apetitivos) (Law y cols., 2004). Tal es así que ha demostrado un aprendizaje 

condicionado por claves ambientales vinculadas a la disponibilidad de alimentos 

(Shimizu y cols., 2019; Wen y cols., 1997), temperatura (Mohri y cols., 2005) u oxígeno 

(Cheung y cols., 2005). Respecto de esto último, C. elegans tiene una fuerte preferencia 

por los niveles intermedios de oxígeno molecular, evitando tanto los niveles bajos de 

oxígeno (<4%) como los altos (>12%), ya que como animal aeróbico, necesita oxígeno 

para vivir, pero evita la hiperoxia para prevenir el daño oxidativo del ADN y otras 

macromoléculas (Gray y cols., 2004). La quimiotaxis hacia algunos cationes, aniones, 

nucleótidos cíclicos y aminoácidos fue descripta por primera vez por Ward en 1973, 

quien demostró que los animales pueden migrar hacia un compuesto atractivo, como el 

anión Cl- en presencia de un alto nivel uniforme de otro compuesto atractivo, como el 

catión Na+, lo que indica que diferentes atrayentes pueden tener distintos sitios de 

unión (Ward, 1973). 

La quimiotaxis a los odorantes volátiles está mediada por las neuronas olfativas 

AWA, AWB y AWC (Bargmann y cols., 1993) y la neurona polimodal ASH (Yoshida y cols., 

2012). En dichas neuronas se expresan entre 500 y 1000 receptores diferentes 

acoplados a proteínas G (GPCR), que pueden complementarse con vías sensoriales 

alternativas. Después de los GPCR, hay dos sistemas de transducción de señales que 

destacan en la quimiosensación: uno que utiliza el guanosín monofosfato cíclico (GMPc) 

como segundo mensajero para abrir los canales regulados por GMPc y otro que se basa 

en los canales TRPV. Dichas vías sensoriales están moduladas y ajustadas, a su vez, por 

quinasas y fosfatasas (Bargmann, 2006). 

Para algunos alcoholes, el grado de atracción o repulsión depende de 

características tales como su extensión. La explicación más sencilla es que en las 

neuronas sensoriales de C. elegans se encuentran dos receptores para los alcoholes, uno 

de los cuales reconoce los alcoholes de tamaño medio y dirige la quimiotaxis, y otro 

reconoce los alcoholes de cadena más larga y dirige la repulsión. Es así como Bargmann 

en 1993 determinó que el EtOH y el 1-propanol solo son débilmente atractivos, mientras 
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que el 1-butanol, el 1-pentanol y el 1-hexanol son fuertemente atractivos, pero sólo en 

bajas concentraciones. El 1-heptanol, el 1-octanol y el 1-nonanol no son atractivos a 

ninguna concentración y son repulsivos a concentraciones elevadas. Interesantemente, 

la repulsión observada con 1-nonanol permitió, años más tarde, elaborar un ensayo 

dependiente de la DA que mide el comportamiento repulsivo basado en el 1-nonanol 

(Bargmann y cols., 1993; Kaur y cols., 2012). Como se mencionó en capítulos anteriores, 

niveles de DA están relacionados con la motivación, el reconocimiento, la recompensa, 

la memoria, la adaptación, la regulación hormonal y el control motor en los gusanos 

(Felton & Johnson, 2014). Cualquier cambio en los niveles de DA alteran su 

comportamiento hacia los atrayentes y repelentes (Ward, 1973). En ese experimento, 

los gusanos con niveles normales de DA exhiben niveles óptimos de comportamiento de 

repulsión hacia el 1-nonanol, mientras que los gusanos con niveles disminuidos de DA 

exhiben un tiempo prolongado para dicha acción; por otro lado, el aumento de la DA, 

disminuye el tiempo de repulsión (Kaur y cols., 2012; Sammi y cols., 2018). Por lo tanto, 

ésta resulta una estrategia indirecta que permite inferir los niveles de DA en el gusano 

a partir de su capacidad para alejarse de dicha sustancia, y refleja la utilidad de la quimio 

atracción/repulsión como parámetro comportamental para estudiar procesos más 

complejos en el nematodo.  

Como se mencionó previamente, la DA desempeña un papel fundamental en los 

procesos neurales del comportamiento relacionado con la adicción a drogas (Koob & 

Volkow, 2010). En C. elegans, se ha demostrado que la DA es importante en la 

plasticidad de varias conductas, incluyendo la mecanosensorial (Sanyal y cols., 2004), la 

plasticidad gustativa (Hukema y cols., 2008), el aprendizaje dependiente del estado 

(Bettinger & McIntire, 2004) y la plasticidad inducida por el EtOH (Lee y cols., 2009; 

Mitchell y cols., 2010). 

En cuanto a las drogas de abuso, se ha demostrado que C. elegans desarrolla una 

preferencia condicionada a claves que habían sido previamente apareadas con cocaína 

(Musselman y cols., 2012), metanfetamina (Katner y cols., 2016; Musselman y cols., 

2012) o EtOH (Bettinger & McIntire, 2004), todos procesos regulados por la señalización 

DAérgica (Bettinger & McIntire, 2004; Musselman y cols., 2012).  

Del mismo modo, se ha reportado que Drosophila melanogaster muestra 

respuestas de preferencia condicionada a claves que habían sido previamente 
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emparejadas con EtOH en paradigmas de autoadministración de dicho alcohol (Kaun y 

cols., 2011), e incluso cangrejos de río mostraron fenómenos relacionados con la 

recompensa, búsqueda y abstinencia a cocaína, anfetamina y opiáceos (Huber y cols., 

2011). 

La reproductibilidad de estas conductas a lo largo de la filogenética reviste suma 

importancia ya que los organismos inferiores en general, y C. elegans en particular, 

reflejan aspectos conservados en la neurobiología compatible con los de los 

vertebrados, y los convierte en un adecuado modelo para estudiar conductas asociadas 

a la exposición a drogas de abuso y posibles mecanismos que las medien. No obstante, 

no deberían ser subestimadas las limitaciones propias de estos modelos en relación a la 

mayor complejidad anatómica y funcional de los organismos superiores.  

En cuanto a EtOH, Lee y cols crearon en C. elegans un ensayo de preferencia 

hacia esta droga y reportaron que el nematodo desarrolla atracción o preferencia como 

resultado de una preexposición prolongada a esa sustancia. La exposición crónica a EtOH 

indujo cambios adaptativos que aumentaron su preferencia por la droga y su 

autoexposición (Lee y cols., 2009). Estos datos indican que C. elegans muestra una 

atracción hacia el EtOH dependiente de la concentración, que resulta de una 

autoexposición a esta droga y en concentraciones tisulares significativas de EtOH 

(Alaimo y cols., 2012); más aun, su preferencia aumenta tras una exposición crónica 

(Katner y cols., 2019).  

En investigaciones recientes también se ha reportado que incluso sin 

condicionamiento previo, C. elegans es capaz de autoexponerse a una determinada 

sustancia en un paradigma de quimioatracción, donde el nematodo se dirige hacia una 

zona en particular de la placa donde se encuentra una sustancia de abuso: cocaína, 

nicotina (Engleman y cols., 2018) o EtOH (Katner y cols., 2019). A su vez, esta preferencia 

es impedida si se realiza un tratamiento previo con naltrexona (antagonista pan-opioide) 

para el caso de cocaína y EtOH, o vareniclina (agonista parcial de receptores colinérgicos 

nicotínicos), ambos fármacos indicados para el tratamiento de adicciones en humanos, 

confiriéndole así la validez predictiva al modelo (Sellings y cols., 2013; Katner y cols., 

2019).  

En el experimento que se detalla a continuación, se siguió el protocolo descripto 

en Katner y cols. (2019), con ligeras modificaciones, para evaluar la respuesta de 
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autoexposición a EtOH. Se utilizaron nematodos de los grupos C y Pb de cepas salvajes 

(N2). Además, se evaluó la respuesta a SAL disuelto en diferentes vehículos (agua, EtOH 

al 25% v/v y EtOH al 100% v/v) en la cepa N2. Como se mencionó en capítulos previos, 

se ha reportado que SAL, producto de la condensación de DA y ACD, actuaría como un 

agonista µ-opioide. Posee un efecto reforzante positivo capaz de provocar 

comportamientos análogos a los generados por EtOH debido a su capacidad de liberar 

DA. Particularmente, en un modelo de roedores se demostraron estos efectos a través 

de un paradigma de preferencia asociada a un sitio (CPP) (Hipólito y cols., 2011; 

Matsuzawa y cols., 2000), también mediante un esquema de autoadministración, en el 

cual ratas se autoadministraron SAL en áreas cerebrales relacionadas con el circuito 

mesocorticolímbico DAérgico tales como NAc (Rodd y cols., 2003) y VTA (Rodd y cols., 

2008), incluso a concentraciones de entre 1 a 2 órdenes de magnitud menores que las 

requeridas para la autoadministración de ACD y EtOH (Rodd y cols., 2003, 2008). Cabe 

destacar que hasta 2015 no se había descripto en C. elegans un sistema opioide, hasta 

que Cheong y cols reportaron la existencia de un sistema opioide endógeno en este 

modelo, que actúa a través de NPR-17, una proteína con secuencia similar a los 

receptores opioides y que regularía, entre otras acciones, la alimentación (Cheong y 

cols., 2015). Frente a este reporte, también resulta de utilidad evaluar si C. elegans es 

capaz de autoexponerse a SAL y si dicha respuesta se ve modificada por la exposición a 

Pb en estadios temprano del desarrollo.  

Materiales 

• Placas estériles con tapa de 6 pocillos 

• Medio NGM sin NaCl (“NaCl free”) 

• Agua miliQ 

• Etanol absoluto (Sintorgan) 

• Salsolinol (Sigma-Aldrich) 

• Parafilm 

• Ansa de platino 

• Lupa (Motic, modelo SMZ-171) 

• Plancha de acetato transparente de 10 x 15 cm 
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Procedimiento 

En este ensayo se utilizó la cepa N2 expuesta a Pb o vehículo según los protocolos 

descriptos en secciones anteriores. Cuando los animales alcanzaron el estadio L4, se 

lavaron de la placa con 5 ml de agua miliQ y se centrifugaron a fin de obtener un pellet 

de gusanos. Este fue pipeteado con un tip de punta cortada a un eppendorf, donde se 

agregó 1 ml de agua y se centrifugó por 15 segundos. Este paso se repitió dos veces más 

a fin de extraer todo resto de bacteria que pudieran arrastrar de la placa de origen. 

Posteriormente, se eliminó el sobrenadante hasta dejar aproximadamente 250 µl, y se 

contó bajo la lupa la cantidad de gusanos en ese pellet colocando 10 gotas de 0,5 µl del 

pellet sobre porta objeto y registrando la cantidad de gusanos por gota. Finalmente se 

promediaron esos valores y referenciaron a la cantidad estimada de líquido presente en 

el eppendorf. Este dato se utilizó para calcular la cantidad de volumen a colocar en el 

centro de cada pocillo al momento del test.  

El ensayo se desarrolló en placas de 6 pocillos que contenían medio “NaCl free”. 

Éste es análogo al medio NGM con la única diferencia que no se adiciona colesterol ni 

NaCl, con el fin de obtener un agar más límpido y transparente. Por otro lado, se preparó 

en plancha de acetato del tamaño de la placa, un molde en el cual se marcaron con fibra 

indeleble dos círculos de aproximadamente 1 cm de diámetro en extremos opuestos de 

la base de cada pocillo: una zona “vehículo”, donde se coloca agua, y una zona “blanco” 

donde se coloca EtOH o SAL, según corresponda (ver figura 52).  

 
Figura 52. Representación de una placa de test de autoexposición. Los círculos azules indican la zona donde se coloca 
el vehículo, y los rojos, la droga. El punto negro central representa el lugar donde se colocan los nematodos. Cada 
pocillo equivale a una concentración diferente de la droga utilizada y colocada en la zona roja. 
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En el centro de cada pocillo se colocaron aproximadamente 80 a 100 gusanos y 

se secó el excedente de líquido con una tira de papel absorbente enrollado. Se sellaron 

las tapas con parafilm y al cabo de 30 minutos, se fotografió cada zona y se contó la 

cantidad de gusanos en cada una con el programa Image J. Se estableció el índice de 

preferencia de la siguiente manera:  

IP= (cantidad de gusanos en la zona blanco) / (gusanos en zona vehículo y blanco) 

Análisis estadístico  

Se compararon las variables grupo (C vs Pb) y concentración de droga ( 0 a 100% 

EtOH). Se realizó la prueba de Student, analizando cada concentración de EtOH por 

separado. Los resultados fueron analizados con el programa estadístico Statistica 10 y 

graficados con el programa GraphPad Prism 8.  

Resultados 

Respuesta a concentraciones crecientes de EtOH en cepas N2 (salvaje) 

Se estableció como punto de partida evaluar el nivel de preferencia de gusanos 

salvajes expuestos a Pb y C, según el protocolo de exposición mencionado 

anteriormente en la sección Materiales y Métodos. Como se puede observar en la figura 

53, los nematodos C mostraron un índice de preferencia similar a lo largo de todas las 

concentraciones de EtOH empleadas, mientras que los expuestos a Pb desarrollaron 

mayor preferencia hacia la zona que contenía la droga, incluso de manera 

estadísticamente significativa cuando se colocó EtOH al 75 % y al 100 % en dicha región 

(Test de Student de muestras independientes, t= 2,88 (75%) y t= 2,77 (100%), p valor < 

0,05).  

  

Figura 53. Respuesta de autoexposición a alcohol en gusanos controles y expuestos a Pb de la cepa N2. * C vs Pb, p < 
0,05. 
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Ensayo de quimiotaxia en N2 frente a SAL 

Como se dijo previamente, el SAL es una sustancia que actúa sobre receptores 

opioides de tipo µ produciendo como efecto final la liberación de DA. Este experimento 

se realizó colocando en la zona “blanco” concentraciones crecientes de SAL para evaluar 

si produce un efecto por sí solo, o un efecto aditivo o sinérgico cuando es evaluado en 

concomitancia con EtOH.  Para ello, el agonista fue disuelto en diferentes soluciones: 

agua, EtOH al 25 % o EtOH al 100%. La elección de estas concentraciones (EtOH-25% y 

EtOH-100%) se basó en la similitud en la preferencia de los gusanos C y Pb a 25% de 

EtOH, pero un perfil de preferencia diferencial frente al 100% de EtOH. Como puede 

observarse en las figuras 54 a 56, en ningún caso el SAL generó una respuesta diferencial 

entre los nematodos expuestos a Pb respecto de los C, independientemente de su 

concentración o de la solución empleada para disolver el SAL. Sin embargo, mientras 

que cuando se testeó la preferencia sólo con concentraciones crecientes de EtOH (figura 

53) se obtuvo una diferencia significativa entre grupos al 100% de EtOH, en este caso 

sólo los C mostraron un aumento en la preferencia, al punto de igualar a los gusanos 

expuestos a Pb (figura 56). Esto podría ser explicado como un efecto potenciador de la 

droga que se evidencia exclusivamente en el grupo C, mientras que en el grupo Pb podría 

explicarse como un posible efecto “techo”, producto de la alta preferencia por el sitio 

asociado a EtOH evidenciado en estos animales.  

 
Figura 54. Respuesta de autoexposición frente a dosis crecientes de SAL disuelto en agua en gusanos controles y 
expuestos a Pb de la cepa N2. 

Veh: Agua 
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Figura 55. Respuesta de autoexposición frente a dosis crecientes de SAL disuelto en EtOH al 25% en gusanos controles 
y expuestos a Pb de la cepa N2. 

Figura 56. Respuesta de autoexposición frente a dosis crecientes de SAL disuelto en EtOH al 100% en gusanos 
controles y expuestos a Pb de la cepa N2. 

Veh: EtOH 25% 

Veh: EtOH 100% 
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Discusión  

La adicción es un proceso muy antiguo considerado desde el punto de vista 

filogenético, dado que muchos mecanismos que subyacen a las conductas adictivas 

están presentes en los invertebrados (Engleman y cols., 2016). La perspectiva de 

modelar algunos estados conductuales complejos, como la "motivación" en C. elegans, 

es discutible (Mitchell y cols., 2010). Sin embargo, el desarrollo de preferencia por una 

señal que estaba previamente apareada con drogas sugiere que algunos aspectos 

conservados del comportamiento de recompensa pueden ser también evidentes en este 

organismo (Tzschentke, 2007). A este respecto, cada vez hay más pruebas que indican 

que C. elegans es un modelo excelente para identificar los mecanismos moleculares que 

median los efectos de las drogas y las posibles dianas para el desarrollo de 

medicamentos para diversos compuestos adictivos. 

Sobre la base de estas consideraciones, un método popular para evaluar cómo 

los nematodos C. elegans responden frente a una sustancia química es el ensayo de 

quimiotaxis simple (Bargmann, 2006; Bargmann & Horvitz, 1991) que es considerado un 

tipo de paradigma de autoexposición voluntaria (Katner y cols., 2019). Al respecto, se ha 

reportado que C. elegans, al igual que otros modelos de organismos superiores, 

desarrolla una preferencia condicionada a claves que han sido previamente apareadas 

con metanfetamina o cocaína (Musselman y cols., 2012). Además, muestra preferencia 

por EtOH, cocaína, nicotina y se autoexpone a ellas sin condicionamiento previo 

(Engleman y cols., 2018; Katner y cols., 2019). Notablemente, luego de la preexposición 

a drogas, estos animales manifiestan sensibilización (Lee y cols., 2009) y tolerancia 

(Grotewiel & Bettinger, 2015), fenómenos que son característicos de la adicción en 

humanos (Koob & Volkow, 2010; Wise & Koob, 2014). Las similitudes en las respuestas 

a las drogas de abuso entre C. elegans y los mamíferos sugiere que estas dependerían 

más de las similitudes funcionales que de complejidades neuroanatómicas (Katner y 

cols., 2019). 

Así, en relación a estas evidencias y como se detalló en la introducción de este 

capítulo, Lee y cols crearon un ensayo de quimiotaxia hacia EtOH y reportaron que el 

nematodo desarrolla atracción o preferencia como resultado de una preexposición 

prolongada a esta sustancia. Más aun, demostraron que dicha conducta se encuentra 
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regulada por DA y 5-HT, dado que cuando replicaron el ensayo con gusanos mutantes 

para enzimas que participan en la síntesis de esos neurotransmisores, no desarrollaron 

la preferencia hacia EtOH (Lee y cols., 2009). En este trabajo de tesis se decidió abordar 

la preferencia no condicionada al sitio de la droga. Fundamenta esta elección la hipótesis 

de trabajo y la intención de evaluar el efecto que podría tener un neurotóxico del 

desarrollo sobre la fase de iniciación de una conducta de consumo de la droga, más que 

el efecto de la reexposición. Por estas razones se realizó el experimento aquí descripto, 

ya que se ajustó mejor al modelo planteado y al paradigma de consumo voluntario de 

EtOH que ya hemos realizado y reportado con nuestro grupo de investigación en 

roedores (Mattalloni y cols., 2013, 2017; Mattalloni y cols., 2019a).  

Los resultados obtenidos en este apartado demuestran que el EtOH, como 

sustancia reforzante positiva, fue capaz de inducir una respuesta de quimioatracción en 

gusanos de ambos grupos experimentales. Sin embargo, se manifestó de manera 

diferencial en el grupo expuesto a Pb a las dos concentraciones más altas de EtOH (75% 

y 100%). 

Nuestros datos indican que los nematodos C. elegans exhiben una atracción 

dependiente de la concentración hacia el EtOH, lo que, según trabajos anteriores, da 

lugar a la autoexposición y a la elevación de las concentraciones internas de EtOH hasta 

niveles asociados a la motivación en humanos (Katner y cols., 2019).  

Resultados similares se han obtenido en otros modelos de invertebrados, como 

Drosophila melanogaster, en los cuales vieron que estos organismos prefieren consumir 

alimentos que contienen EtOH en lugar de alimentos sin él, y además esta preferencia 

aumenta a lo largo del tiempo (Devineni y cols., 2011; Devineni & Heberlein, 2009). 

Aunque altas concentraciones de EtOH pueden ser tóxicas, Drosophila puede desarrollar 

tolerancia a dicha droga, de modo que mejora la recuperación después de su consumo 

(Berger y cols., 2004). 

En cuanto a los ensayos realizados con SAL, cuando fue vehiculizado en agua, no 

se observó preferencia hacia la zona “blanco” con ninguno de los dos grupos, mientras 

que cuando fue disuelto en EtOH, ya sea 25% o 100%, se obtuvo un IP similar en ambos 

grupos. Dicha equiparación se produjo a expensas de un incremento en la preferencia 

del grupo C, no así del grupo Pb. Se puede atribuir esta respuesta al hecho de que SAL 

podría ejercer un efecto potenciador en el IP de los animales C pero no así en los 
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animales expuestos al Pb, ya que al alcanzar un 80% de preferencia hacia EtOH por sí 

solo, podría estar experimentando un “efecto techo”, tal como propuso en otras 

investigaciones (Engleman y cols., 2018; Katner y cols., 2019). Así, el aumento de la 

preferencia que se observa de manera gradual tanto en los C como en los Pb a medida 

que aumenta el porcentaje de EtOH en el medio de disolución, se podría explicar por un 

efecto propio del EtOH en esta cepa (test de la figura 53), más que a una acción propia 

del SAL.  

En resumen, los resultados obtenidos en este trabajo demuestran que C. elegans 

expuestos a Pb durante el desarrollo experimentaron, en estadios larvales más 

avanzados, una preferencia al EtOH y que SAL no fue capaz de modificar esta respuesta. 

Esto guarda relación con estudios realizados en modelos de roedores, en especial los 

realizados por nuestro grupo de investigación, donde se observó un mayor consumo 

voluntario de EtOH en ratas que habían sido expuestas pre y perinatalmente a 

concentraciones subumbrales de Pb (Mattalloni y cols., 2013; Virgolini y cols., 2017; y 

revisado en Virgolini y cols., 2019), lo cual pone en evidencia la presencia de mayores 

respuestas motivacionales a EtOH en animales expuestos a este neurotóxico durante el 

desarrollo. 
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Los resultados obtenidos en esta tesis permitieron demostrar que la exposición 

a concentraciones subumbrales de Pb en etapas tempranas del desarrollo en gusanos C. 

elegans provocó una leve alteración en la morfología de neuronas dopaminérgicas y 

puso de manifiesto un deterioro en la funcionalidad de dicho sistema, lo cual fue 

abordado mediante el empleo de cepas genéticamente modificadas. A su vez, pudo 

determinarse que los gusanos expuestos a Pb presentaron un mayor índice de 

preferencia hacia EtOH y una mayor tolerancia a los efectos sedativos de la droga, efecto 

relacionado a alteraciones en su primer paso metabólico. En conjunto, estos resultados 

demuestran el impacto sobre las respuestas al EtOH en la vida posterior como 

consecuencia de la exposición temprana a un neurotóxico del desarrollo.  

Específicamente, los resultados obtenidos en el primer capítulo permitieron 

seleccionar la dosis a la cual la exposición perinatal a Pb no produce alteraciones 

morfológicas evidentes, aunque suficientes como para evidenciar alteraciones 

conductuales, tal como se demostró en los capítulos subsiguientes.  

Al respecto, en la prueba denominada BSR, los gusanos fueron expuestos a EtOH 

en una placa y evaluados en un tiempo muy corto (sólo 20 segundos), 5 minutos después 

de su contacto inicial con el entorno, tiempo durante el cual se habituaron a las 

condiciones de carencia de alimento, lo cual permitió que se evidencie la motivación 

para conseguirlo. Es decir que esta conducta pone de manifiesto la búsqueda por parte 

del animal de un reforzador natural como es el alimento, imprescindible para su 

supervivencia. Este un comportamiento dependiente primariamente de una adecuada 

funcionalidad DAérgica que se vio afectado por los tóxicos bajo estudio, ambos con 

reconocidos efectos deletéreos sobre la sinapsis DAérgica, aunque por mecanismos 

diferentes pero no mutuamente excluyentes. Más aun, el análisis con las distintas cepas 

que presentan alteraciones en la sinapsis DAérgica, tanto a nivel pre como postsináptico, 

permitió concluir que el Pb en condiciones basales (cepa salvaje sin EtOH) provocó un 

deterioro en la funcionalidad DAérgica que se evidenció en la menor motivación para la 

búsqueda de alimento, lo cual no pudo ser revertido por el exceso de DA que se 

esperaría libere EtOH frente a su exposición. Este efecto tampoco fue observado en el 

grupo C, el cual sólo en condiciones de ausencia del receptor DOP-4 mostró una 

tendencia al mejoramiento de la conducta de BSR en presencia de EtOH, en tanto que 

la ausencia simultánea de los receptores DOP-1, 2 y 3 empeoró la conducta al igual que 
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fue observado en condiciones basales (cepa N2). Es así que la respuesta de la cepa triple 

mutante nula frente al EtOH podría explicarse en términos de una compensación por la 

falta de receptores con efectos antagónicos (excitatorios: DOP-1; inhibitorios DOP-2 y 

DOP-3), evidenciando un fenotipo similar a la cepa salvaje. Un resultado notable de este 

estudio se relaciona con la evaluación de los mutantes nulos para DOP-4, cepa en la que 

la ausencia de este receptor no tuvo mayor impacto en el desempeño del grupo C como 

sí lo hizo con los animales expuestos a Pb. Sin embargo, en los gusanos expuestos a Pb 

y en la mayoría de las condiciones en las cuales se presentan mutaciones en los 

componentes de la sinapsis DAérgica, la sola presencia de EtOH facilitó la manifestación 

de la conducta de BSR al promover la liberación de DA, probablemente compensando el 

deterioro morfológico en la sinapsis DAérgica que describimos previamente en este 

grupo. Nuestros resultados demuestran el rol clave del receptor postsináptico 

excitatorio DOP-4 en el aumento de motivación por la búsqueda del alimento en 

animales expuestos a Pb y en condiciones de ausencia de EtOH, lo que reflejaría la 

interacción de DA con este receptor para que se evidencien los efectos observados en 

las conductas bajo estudio.  

Los dos objetivos siguientes estuvieron orientados a brindar evidencias a los 

componentes estimulantes (TFA) y motivacionales (quimioatracción) a EtOH que fueron 

valorados en la conducta de BSR, sin el posible factor de confusión de la presencia 

/ausencia de alimento que se sabe, es un reforzador natural.  

Así, la prueba de TFA reveló que una dosis intermedia de EtOH fue capaz de 

poner de manifiesto la mayor actividad locomotora del grupo expuesto a Pb 10 minutos 

después de la exposición a esta droga, así como su mayor capacidad de recuperación del 

efecto sedativo de EtOH a estas dosis. En este caso, a diferencia de la prueba BSR, los 

animales fueron evaluados por su actividad locomotora horizontal y los tiempos de 

análisis fueron más extensos: 30 minutos en contraposición a los 5 minutos del ensayo 

de BSR. Por otra parte, los animales se evaluaron en condiciones libres de comida, lo 

que permitió medir selectivamente los efectos motivacionales de la droga, es decir que 

no fueron sometidos a un desafío de buscar alimento, observándose una mayor 

movilidad en presencia de EtOH y ausencia de comida. En este caso, se abordó el estudio 

del primer paso del metabolismo del EtOH y se determinó el rol crítico de la enzima ADH 

para que se manifieste una mayor tolerancia a los efectos sedativos en los animales 
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expuestos a Pb. Se concluyó que la actividad de esta enzima estaría disminuida como 

consecuencia de la exposición temprana a Pb, condicionando una acumulación de EtOH 

en estos animales, el cual podría facilitar la mayor respuesta locomotora observada en 

los gusanos salvajes debido a un corrimiento a la izquierda de la curva dosis-respuesta 

en relación al grupo C. 

Por otra parte, en el ensayo de quimioatracción se evaluó la motivación del 

animal a trasladarse al sitio de autoexposición al EtOH. En este caso, la presencia de una 

curva concentración-respuesta permitió determinar que los gusanos expuestos a Pb 

evidenciaron una mayor motivación que los C para trasladarse y elegir el sitio que 

presentaba soluciones de concentraciones máximas de la droga, lo cual demuestra que 

el metal no impide el movimiento de los gusanos. Es importante resaltar que, debido a 

los 30 minutos de espera, todos los animales tuvieron tiempo suficiente para 

desplazarse a un sitio vehículo o droga, independientemente de los efectos sedativos 

del EtOH, que se manifiestan a concentraciones mayores de la droga. En este 

experimento pueden descartarse efectos adversos del Pb sobre la locomoción, puesto 

que todos los animales tuvieron la oportunidad de elegir y el tiempo necesario para 

desplazarse a un sitio vehículo o droga.  

Sobre la base de estos resultados y a pesar que C. elegans no permite modelar 

las complejidades de los AUDs en humanos, este nematodo ha demostrado su utilidad 

para reproducir aspectos importantes de la toxicidad del EtOH. En particular en este 

trabajo de tesis hemos demostrado en el organismo C. elegans los efectos adversos y a 

largo plazo de una exposición a dosis bajas de Pb sobre respuestas estimulantes y 

motivacionales a EtOH, efectos que no habían sido reportados en este modelo animal 

por ningún otro grupo de investigación. Además, el empleo de cepas mutantes que 

brindan herramientas genéticas para evidenciar comportamientos que en situaciones 

basales no se manifestarían, nos ha permitido aportar evidencias sobre la importancia 

del metabolismo de esta droga y del sistema DAérgico en estos efectos. Más aun, la alta 

homología genética entre especies abre la posibilidad de transferir los resultados 

obtenidos en este modelo a mamíferos superiores y en consecuencia al ser humano. En 

este sentido, hemos podido reproducir la hiperactividad y los mayores efectos 

motivacionales en respuesta a EtOH que describimos en ratas expuestas a Pb durante el 

desarrollo (Virgolini y cols., 2017). En ese caso utilizamos distintas pruebas conductuales 
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para evaluar el efecto de EtOH en roedores sobre: el registro de la actividad locomotora, 

la preferencia por EtOH en un paradigma de libre consumo y la adquisición de la 

conducta de autoadministración de EtOH en cajas de Skinner, lo cual implicó utilizar gran 

número de animales y realizar cirugías para la administración intracerebral de drogas. El 

uso de modelos alternativos como C. elegans nos permitió validar varios de nuestros 

resultados obtenidos previamente en roedores y avanzar, de esta manera, en la 

generación de conocimiento en áreas de la Neurotoxicología Experimental, respetando 

las normas éticas en el cuidado de usos de animales de experimentación.  

Los invertebrados ofrecen muchas posibilidades para avanzar en la comprensión 

de los genes y los mecanismos que subyacen a los comportamientos inducidos por el 

alcohol, dado que se ha reportado que la droga se metaboliza sistémicamente por 

mecanismos similares a los de los vertebrados y que muestran signos similares de 

intoxicación; que las vías moleculares que median las acciones del EtOH y/o las 

conductas relacionadas con el AUD son similares con las de los vertebrados y que 

algunos parámetros de comportamientos que se utilizan como criterio para determinar 

AUDs en humanos (como la tolerancia, preferencia y el restablecimiento del consumo 

de EtOH después de períodos de abstinencia), pueden ser analizados en invertebrados. 

Además, las elegantes herramientas genéticas disponibles en estos modelos pueden 

utilizarse para diseccionar las causalidades entre los diferentes componentes de una 

conducta y sus contribuciones al desarrollo y mantenimiento de desórdenes del 

consumo de EtOH (Scholz y cols., 2013).  

En este trabajo de tesis hemos reportado por primera vez la interacción entre la 

exposición temprana a dosis bajas de un metal con efecto neurotóxico como lo es el Pb, 

y su efecto a nivel del sistema DAérgico y sobre la metabolización de EtOH, lo que 

produciría una respuesta diferencial en dichos organismos.  

Por lo arriba expuesto, esperamos que este trabajo de tesis represente un avance 

en el conocimiento y siente las bases para estudios en este modelo animal sobre los 

mecanismos neurales de la exposición en la vida temprana a contaminantes de ubicua 

presencia en el ambiente, y las consecuencias que ello puede ocasionar en la respuesta 

a desafíos posteriores en la vida de ese individuo. Se anticipa que en el futuro C. elegans 

pueda ser usado como una plataforma de búsqueda para probar la eficacia de 

compuestos farmacológicos que se utilicen para el tratamiento de las conductas 
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asociadas a los AUDs. Del mismo modo, que su empleo como herramienta de estudio de 

sustancias toxicas pueda extenderse también a otros contaminantes ambientales y 

aportar nuevas evidencias a sus mecanismos de acción tóxica. 
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