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RESUMEN 

La  Superfamilia Conoidea formada por aproximadamente >10,000 especies se caracteriza por 

presentar un sistema bucal modificado, llamado aparato venenoso. La mayoría de las especies 

contenidas en esta Superfamilia se distribuyen en tres Familias; Conidae, Terebridae y Turridae, 

siendo la primera la de mayor interés, debido a que en ella se encuentra el género Conus en el 

cual se han basado la mayoría de los estudios. El veneno de cada especie de Conus consta de 

entre 50 y 200 componentes, todos biológicamente activos y se les ha llamado conotoxinas o 

conopéptidos. La mayoría de estos componentes en promedio están compuestos por 25 

aminoácidos, entre los cuales hay varios residuos de cisteína que permiten la formación de 

puentes disulfuro y con ello una alta estabilidad.  

Estas conotoxinas presentan una gran bioactividad, por tener como blanco molecular canales 

iónicos activados por voltaje, canales iónicos activados por ligando o receptores acoplados a 

proteínas G, entre otros. Dada la gran diversidad de conotoxinas, éstas se les han agrupado en 

Superfamilias por la alta semejanza a nivel del precursor y en Familias farmacológicas por su 

blanco molecular o de acción. Familias como las α-conotoxinas se caracterizan por ser 

antagonistas competitivas para receptores nicotínicos de acetilcolina (nAChR). Algunas otras 

actúan bloqueando canales de K
+ 

activados por voltaje de tipo Shaker, tal es el caso de las 

Familias k y kM-conotoxinas. 

Existen compuestos como el 4-AP y el TEA que han sido utilizados para estudiar el canal de 

potasio,  debido a que son bloqueadores de dicho canal. El primero es un bloqueador específico, 

mientras que el segundo es menos específico y se ha utilizado como base para estudiar la 

sensibilidad del canal de potasio. El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de las 

conotoxinas κPVIIA, κM-RIIIK y SpIB, y de los compuestos 4-AP y TEA al ser inyectados en 

volúmenes bajos (4.6 nl) en larvas de tercer estadio de madurez de dos cepas de Drosophila 

melanogaster (yw y eag), para observar la sobrevivencia de ambas cepas y así determinar si con 
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este organismo se puede implementar un microsistema de evaluación rápida de toxinas con 

actividad antagónica sobre canales de potasio.   

Los resultados obtenidos con las pruebas estadísticas realizadas sugieren que no existe diferencia 

significativa en el efecto que tienen los compuestos  4-AP y TEA sobre las cepas utilizadas (F= 

0.8561, p=0.5658), pero si las hay en la sobrevivencia entre la cepa eag y la cepa yw a 

concentraciones superiores a 10mM con ambos compuestos (p < 0.05). Por otra parte, con las 

conotoxinas κ-PVIIA y κM-RIIIK, en ambas si se encontraron diferencias significativas en la 

sobrevivencia de la cepa eag con respecto a yw desde la concentración de 1µM (p < 0.05). En el 

caso de la conotoxina SpIB no se observaron diferencias significativas en la sobrevivencia entre 

estas dos cepas (eag y yw) con ninguna de las concentraciones utilizadas (p > 0.05). 

Palabras Clave: conotoxinas, canales iónicos, canal de potasio, Drosophila melanogaster. 
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I. INTRODUCCIÓN 

1.1 Océanos como fuente de moléculas bioactivas 

Los Océanos sostienen aproximadamente a la mitad de la biodiversidad del planeta. Se ha 

calculado que en él se encuentran alrededor de diez millones de especies, de las  cuales, solo se 

conoce una pequeña parte [55]. Los organismos marinos al igual que plantas y animales terrestres 

producen compuestos con propiedades bioactivas; entre las que destaca la alta actividad biológica 

contra patógenos [43]. 

Las condiciones que ejerce el mar sobre los organismos que lo habitan ocasionan que ellos 

sinteticen compuestos derivados de su metabolismo secundario, y estas a su ves sean utilizadas 

con fines específicos, tales como, marcar su territorio y defenderse de sus depredadores y 

competidores [55].  

Los primeros estudios de moléculas bioactivas de origen marino se realizaron en los años sesenta, 

estas fueron la Tetradotoxina y la Saxitoxina, moléculas extraídas del pez globo y de 

dinoflagelados, respectivamente. A pesar de ello, los océanos aún se encuentran casi 

inexplorados, desde el punto de vista de la búsqueda de nuevos compuestos bioactivos. 

Actualmente se conocen solamente en uso 13, 000 compuestos marinos frente a unos 155, 000 de 

origen terrestre [51].  

El 70% del total de las moléculas presentes en el mar se encuentran distribuidas en cinco grupos: 

esponjas, cnidarios, moluscos, tunicados y equinodermos [51]. Los estudios realizados con estas 

moléculas han tenido un incremento significativo en las últimas décadas, ocasionado 

principalmente por su uso como poderosas herramientas específicas en el área de farmacología 

[47]. Ejemplos de ello es su utilización como tratamientos en padecimientos humanos, entre los 

que podemos citar a la Ecteinascidina 743 o trabectedina, procedente del tunicado Ecteinascidia 

turbinata; que presenta propiedades antitumorales [32], el veneno de la anemona Stichodactyla 

helianthu es utilizado en el tratamiento de la esclerosis múltiple [62], y el Ziconotide (Prialt) extraído 
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del molusco Conus magus, este fármaco ha superado la fase clínica IV y se utiliza para el 

tratamiento de dolor crónico en pacientes con SIDA y cáncer terminal, además de presentar la 

característica de ser 10, 000 veces mas potente que la morfina y no producir adicción [4, 83]. 

1.2 Phylum Mollusca  

El Phylum Mollusca es el segundo grupo más grande dentro del reino animal en cuanto a número 

de especies: actualmente consta con cerca de 93, 000, mientras que los artrópodos ocupan el 

primer lugar [11]. Se conocen unos 70, 000 moluscos fósiles que datan desde el Cámbrico (debido 

a la aparición de una concha mineral) y han colonizado todos los hábitats del mar, del agua dulce y 

tierra firme [5, 9]. 

1.2.1 Plan corporal y clasificación. 

Los moluscos presentan una gran variedad, tanto en forma y tamaño, desde microscópicas 

almejas hasta calamares gigantes. Son protostomados celomados con simetría bilateral. En 

general, el cuerpo está constituido por tres partes claramente diferenciadas: La cabeza, el pie y la 

masa visceral [9].  

En la cabeza, usualmente, en la región bucal hay una estructura exclusiva llamada rádula, que es 

una banda con dientes, que se emplea como un raspador para alimentarse. Además, puede haber 

diferentes estructuras sensoriales, las más importantes son los ojos, los estatocistos y los 

tentáculos [11].  

El pie corresponde a la parte ventral musculosa, es muy variable en forma y función, por lo que en 

especies terrestres presenta bandas ciliadas, en especies excavadoras adquiere forma de hacha, 

en otros la parte anterior de este se convierte en una aleta natatoria, incluso se puede convertir en 

un órgano prensor o a desaparecer en especies sésiles [46]. 

 



6 

 

En la masa visceral se encuentra la mayor parte del canal intestinal,  las gónadas, los riñones, el 

corazón y el estómago. Allí esta presente una glándula digestiva multifuncional, denominada 

hepatopáncreas, que como su nombre lo dice, actúa como hígado y páncreas  [46]. Alrededor y por 

detrás de la masa visceral se encuentra la cavidad paleal (o cavidad del manto),  en dicha cavidad 

suelen alojarse los ctenidios (o branquias),  y los orificios de salida del tubo digestivo, de los 

nefridios y del sistema reproductor, así como los osfradios [11].  

El cuerpo está cubierto por una gruesa lamina de piel (epidermis y cutícula) denominada manto 

(también llamada palio), que tiene un papel fundamental en la organización del cuerpo, ya que 

secreta el esqueleto calcáreo, que puede estar constituido por pequeños escleritos, o placas, 

incluidos en la pared del cuerpo, o por una concha sólida, interna o externa [11]. La clasificación 

del filo se muestra a continuación: 

 

Figura 1. Clasificación del Phylum Mollusca, se muestran las ocho clases que integran al filo, el subfilo 

Conchífera (Gegenbaur 1878) incluye a los grupos de moluscos que presentan una concha sólida, ya sea 

interna o externa (Modificado de Tree of life Web Project, 1995). 

1.3 Clase Gastropoda  

Sin duda alguna es la clase más grande y variada dentro de los moluscos, abarca cerca de 75, 000 

especies vivientes y aproximadamente 15 000 formas fósiles [11, 46]. Se tiene un registro 

ininterrumpido desde el periodo Cámbrico y han experimentado la radiación adaptativa más 

extensa de todas las clases de moluscos, por lo que se les ha considerado el grupo más próspero 

[9]. 
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La alimentación de los gasterópodos es muy variada, observándose hábitos alimenticios tales 

como herbivoría, carnivoría, consumidores de partículas en suspensión, de materias orgánicas en 

descomposición, y parasitismo [70]. La rádula en la mayoría de los gasterópodos se ha convertido 

en un órgano de alimentación con un alto grado de desarrollo, sirviendo para raspar, cortar, etc. Su 

estructura presenta dientes (de quitina) dispuestos longitudinalmente y en hilera en la zona media.  

A los lados se encuentran hileras de dientes marginales y laterales; el número de ellos es variable 

y va de 16 a varios millares  (Figura 2) [9]. 

 

Figura 2. Modificaciones radulares y disposición de los dientes quitinosos de los cinco principales órdenes de 

Gasterópodos. (a) ripidioglosa; (b) docoglosa; (c) toxoglosa; (d) tenioglosa; (e) raquidioglosa. R= raquis o 

diente central, L= dientes laterales, M= dientes marginales. (Modificado de Remane et al., 1980 [70]; Brusca y 

Brusca, 2005 [11]; http://www.coneshell.net/Gif/f_radule.gif). 

La Clase Gastropoda se divide generalmente en tres subclases: los pulmonados (caracoles y 

babosas terrestres), los opistobranquios (babosas marinas) y los prosobranquios (principalmente 

caracoles marinos con concha), esta última es la más numerosa y en ella se encuentra el Orden 

Neogastropoda, el cual contiene a la Superfamilia Conoidea [11]. 

 

http://www.coneshell.net/Gif/f_radule.gif
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1.4 Superfamilia Conoidea 

La Superfamilia Conoidea también conocida como el suborden Toxoglossa, es un grupo constituido 

por más de 10, 000 especies. Se caracteriza por presentar un sistema bucal modificado para 

formar un aparato venenoso, el cual está constituido por tres partes: un bulbo venenoso, un 

conducto venenoso y un saco radular (Figura 3). El veneno es producido en el conducto venenoso, 

donde células epiteliales especializadas expresan y secretan una gran variedad de toxinas de 

origen peptídico [86], después es empujado por el bulbo hasta el saco, en el cual se almacenan los 

dientes desechables en forma de arpón [20]. En la depredación un diente se tiene dentro de la 

proboscis (estructura larga con gran capacidad de maniobra), la cual sirve como cordel de pesca, 

un incremento en la presión hidrostática impulsa el diente, que simultáneamente penetra en la 

pared corporal de la presa, captura y la sujeta, e inyecta una potente neurotóxina a través de la 

herida y paraliza a la presa que posteriormente es engullida por completo [42, 56] 

 

Figura 3. En la parte superior se muestra el aparato venenoso de C. purpurascens. El aparato venenoso 

comprende; vb, bulbo venenoso;  vd, ducto venenoso; rs, saco radular; p, faringe; pr, probóscide; h, diente 

radular en forma de arpón. Cada arpón es usado una sola vez, los demás se alojan en el saco radular. En la 

parte baja, se muestra una fotografía tomada con microscopio electrónico de barrido de un diente radular. 

(Tomado de Olivera, 2006) [57]. 
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La mayor parte de las especies que contiene la Superfamilia Conoidea están distribuidas 

principalmente entre las Familias Conidae, Terebridae y Turridae, siendo la primera la de mayor 

interés, debido a que la mayoría de los estudios que se han realizado están basados en el género 

Conus perteneciente a esta Familia [41]. La clasificación antes mencionada está basada 

exclusivamente en las características morfológicas de la concha. Otra clasificación fue propuesta 

en 1993 por Taylor y colaboradores [80]. En ella proponen clasificar a la Superfamilia Conoidea en 

6 familias, tomando en consideración la anatomía de la parte anterior del aparato digestivo de las 

especies estudiadas, llegando así a la inclusión de las Familias Pseudomelatonidae, Drilliidae y 

Strictispiridae; todas con el aparato venenoso característico de la Superfamilia a excepción de la 

Familia Strictispiridae que no presenta aparato venenoso.  

1.5 Género Conus 

Dentro de la Familia Conidae se encuentran tres Géneros: Conorbis (con una especie), Hemiconus 

(ya extinto) y Conus [39]. La aparición y expansión del género Conus se presenta después de la 

extinción masiva del Cretácico/Terciario (K/T), hace aproximadamente 50 millones de años. La 

primer radiación del grupo ocurre tras la desaparición de los amonites, que eran los moluscos 

depredadores de los mares. Una segunda radiación se suscita en el Mioceno y continua hasta la 

actualidad [34, 56, 82]. Los fósiles más antiguos pertenecientes al Género Conus son: C. roualti y 

C. concinnus, descubiertos en Francia e Inglaterra, respectivamente [34, 39].    

Se han descrito 700 especies dentro del Género Conus, las cuales habitan arrecifes coralinos y 

zonas intermareales con suelos arenosos o rocosos, aunque existen especies que habitan 

profundidades mayores a los 400 metros y actualmente se destacan como uno de los principales 

depredadores de estos hábitats [42, 59]. Pueden ser encontrados en todo el ambiente tropical; solo 

unas pocas especies habitan aguas frías. Se ha documentado que un solo arrecife de coral en el 

Indo-Pacifico tropical puede tener más de 30 especies diferentes de Conus [56]. 

La clasificación de los Conus está basada en el tipo de presa de la cual se alimenta. El primer 

grupo corresponde a los vermívoros, con 300 especies, las cuales se alimentan de poliquetos, 
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equiuridos y hemicordados. El segundo grupo corresponde a los molusquívoros, que se alimenta 

de otros moluscos y el tercer grupo el de los piscívoros, que se alimenta de peces, de estos dos 

últimos grupos se han descrito cerca de 50 especies [61].  

1.6 Drosophila melanogaster 

1.6.1 Descripción  

El Género Drosophila agrupa alrededor de 3341 especies. Al ser un insecto presenta una tagmosis 

dividida en: cabeza, tórax y abdomen, con un exoesqueleto de quitina, el adulto mide 

aproximadamente 3mm y presenta un marcado dimorfismo sexual [67]. 

El primer tagma, la cabeza, presenta seis segmentos: Labrum, Clipeus, Antenal, Ocular, Maxilar y 

Labial [72]. El segundo tagma presenta tres segmentos torácicos (numerados de T1 a T3), del 

Protórax (T1) salen el primer par de patas (con peines sexuales en machos), del Mesotórax (T2) 

sostiene el segundo par de patas y un par de alas, y el Metatórax (T3) presenta un par de patas y 

un par de balancines [3]. El tercer tagma está formado por siete u ocho segmentos visibles en la 

hembra y de cinco a seis visibles en el macho [72]. 

1.6.2 Taxonomía 

La clasificación de D. melanogaster ó “mosca del vinagre” o “mosca de la fruta” es la siguiente: 

 
Phylum: Arthropoda 

Subphylum: Hexapoda 

Clase: Insecta 

Subclase: Pterygota 

Orden: Diptera 

Familia: Drosophilidae 

Género: Drosophila 

Especie: Drosophila melanogaster (Meigen, 1830). 
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1.6.3 Ciclo de Vida 

Drosophila melanogaster es un organismo holometábolo y presenta estadios en su ciclo de vida 

(Figura 4): huevo, larva (con sus respectivos estadios), pupa e imago o adulto, con una duración de 

10 días a 25 °C y 60% de humedad [8, 73]. Una vez fertilizado el huevo de la hembra de D. 

melanogaster, y un día posterior a la ovoposición, eclosionará una larva que pasa por tres estadios 

larvarios. Estos estadios larvarios duran cuatro días, y en ellos aumenta de tamaño hasta 

convertirse en una pupa inmóvil (similar a un capullo de mariposa); en los siguientes cinco días el 

cuerpo de la larva será “remodelado”  y posteriormente dará lugar a un adulto [71].   

 

Figura 4. Ciclo de vida de la mosca de la fruta Drosophila melanogaster (Modificado de http://flymove.uni-

muenster.de/). 

Es importante destacar que 72 horas posterior a la eclosión, la larva se encuentra en el tercer 

estadio larval (L3), con una talla de aproximadamente 4.5mm y presenta activas a la mayoría de 

sus rutas metabólicas [24]. Se encuentran presentes dos estirpes celulares generales: una 

corresponde al tejido larvario y otra integrada por células de los discos imagales, estas últimas 

presentan un menor tamaño, indiferenciación aparente y proliferación a un ritmo diferente de las 

células larvarias [3, 74]. Este estadio larval termina aproximadamente a las 120 horas después de 

la eclosión, dando origen a la pupa. En la pupa ocurre un proceso de histólisis de la mayoría de los 

tejidos larvarios al tiempo que continúa la diferenciación y organización de las respectivas 

estructuras del adulto a partir de los discos imagales, principalmente [27]. 

http://flymove.uni-muenster.de/
http://flymove.uni-muenster.de/
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II. ANTECEDENTES 

2.1 Algunos estudios  sobre Conus 

El estudio del veneno de los caracoles cono inician en la década de los 70’s. Las primeras 

evidencias sobre la existencia de múltiples toxinas presentes en tales venenos fueron descubiertas 

en Australia por parte del investigador Robert Endean y colaboradores en 1974, al utilizar el 

veneno crudo de un grupo de caracoles cono y encontraron evidencia que sugería la presencia de 

más de un componente activo [19]. 

Tres años después Spence y colaboradores en 1977 realizan la primera caracterización bioquímica 

haciendo referencia a componentes activos presentes en los venenos de Conus [78]. La toxina 

extraída de C. geographus, paralizaba e inhibía los potenciales de acción en músculos, sin que se 

detectara algún efecto sobre la actividad eléctrica de los nervios. Este fue un gran avance para 

este campo de estudio, debido a que se determinó la composición de aminoácidos de la toxina. Sin 

embargo no fue caracterizada por completo. 

No fue sino hasta finales de los 70´s y principios de los 80´s cuando se logra secuenciar y sintetizar 

químicamente la primera toxina. El péptido fue nombrado α-conotoxina GI, está compuesto de 13 

aminoácidos y se extrajo de  C. geographus [16, 23].  

En los litorales de México se encuentran más de 50 especies pertenecientes al Género Conus,  

alimentándose mayoritariamente de gusanos marinos [59]. Desafortunadamente no se le ha dado 

en el país gran énfasis al estudio de los venenos de los caracoles cono. 

2.2 Características del Veneno de Conus 

Se ha identificado un gran número de toxinas en las especies del Género Conus. Los genes que 

codifican esos péptidos son el resultado de una acelerada evolución, por lo que cada especie 

cuenta con una única serie de toxinas peptídicas. De esta manera  de las 700 especies de 

caracoles cono descritas se sabe que cada una de ellas produce hasta 200 péptidos, por lo que se 
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estima que puedan existir más de 100,000 secuencias peptídicas en los ductos venenosos de 

todas las especies incluidas en el Género [59]. 

El veneno de cada especie de Conus consta de entre 50 y 200 componentes únicos, todos 

biológicamente activos y a los que se les ha llamado conotoxinas o conopéptidos [44]. Muchos de 

ellos están formados por 7 y 40 aminoácidos, aunque la mayoría contiene en promedio 25 

aminoácidos, siendo muy pequeños al compararlos con las de arañas y víboras cuyo tamaño va de 

40 a 80 aminoácidos [42, 55]. 

Una característica de estas toxinas es la presencia o no de residuos de cisteína en su estructura 

primaria, por lo que son divididas principalmente en dos grupos; i) aquellas que presentan  

múltiples puentes disulfuro, llamados conotoxinas y ii) los que contienen uno o ningún puente 

disulfuro, llamados conopéptidos [33, 48].  

Estos últimos representan una minoría, sin embargo, poseen propiedades farmacológicas nuevas 

en el ámbito de la medicina. Incluidas en este grupo tenemos a; las conantokinas, péptidos 

pequeños de 17-27 aminoácidos antagonistas al receptor de N-metil-D-aspartato (NMDA) [62], las 

contulakinas, que son péptidos parecidos a la neurotensina, las conopresinas, agonistas de la 

vasopresina y los contrifanos, cuyo blanco molecular aún es desconocido [49], entre otros.  

2.3 Conotoxinas; Características y Clasificación 

El pequeño tamaño molecular de las conotoxinas  permite que se difundan rápidamente en los 

tejidos de la presa y así  alcancen en un breve lapso de tiempo los blancos moleculares que 

pueden ser canales iónicos activados por voltaje, canales iónicos activados por ligando o 

receptores acoplados a proteínas G [68]. Otra característica interesante de las conotoxinas es su 

alta estabilidad, lograda mediante modificaciones postraduccionales y múltiples enlaces disulfuro, 

lo que favorece un plegamiento estable del péptido y confiere la capacidad de resistir la 

degradación enzimática inducida por proteasas que bien se pueden encontrar dentro del mismo 

veneno o en la presa [15, 36].  
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Dentro de las conotoxinas se ha documentado la presencia de dos o más enlaces disulfuro. En 

algunos casos del 22 al 50% de los aminoácidos que conforman al péptido son cisteínas (Cys), 

capaces de formar enlaces disulfuro. Los residuos de cisteínas les confieren una termo estabilidad 

poco común, incluso a temperaturas de 100°C [14]. Además estos péptidos tienen otras 

modificaciones post-traduccionales reportadas que incluyen amidación en la región C-terminal, 

hidroxilación de prolinas, γ carboxilación en glutaminas, bromación de triptofanos, glucosilación en 

treoninas, sulfatación de tirosinas, piroglutamación, ciclización de los extremos amino y carboxilo 

terminal e isomerización en aminoácidos de tipo D [36, 57].  

Un gran número de péptidos han sido identificados en diversas especies de Conus, y estos se han 

agrupado dentro de Superfamilias con estructura similar (genéticamente descrito)  y Familias 

funcionalmente similares (farmacológicamente descritas) [59]. Los miembros de cada Superfamilia 

tienen en común una secuencia señal altamente conservada en sus precursores y los miembros de 

cada Familia dentro de una Superfamilia tienen características compartidas en la disposición de 

residuos de cisteína dentro de sus péptidos [33].  

Se conocen cerca de once Superfamilias de conotoxinas (ver Tabla 1), de las cuales las más 

extensamente estudiadas son  las; A, M y O. La mayoría de especies de Conus que cazan peces y 

moluscos se encuentran dentro de estas 3 Superfamilias, que son las que cuentan con la mayor 

proporción de péptidos presentes en sus venenos [33]. 

La Superfamilia A esta integrada por las familias α, αA, κA y ρ -conotoxinas. Esta superfamilia tiene 

diferentes patrones de cisteínas (CC-C-C y CC-C-C-C-C).  

 Las α-conotoxinas  fueron las primeras en descubrirse y son las más pequeñas, 

compuestas  por 13-15 aminoácidos [39]. Son antagonistas competitivas para el receptor 

nicotínico de acetilcolina, y se unen a receptores de tipo neuromuscular [7]. 
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 Las  αA-conotoxinas al igual que las α-conotoxinas, son competitivamente antagonistas 

para receptores nicotínicos de acetilcolina [33]. Todos los péptidos pertenecientes a esta 

familia que se han caracterizado actúan en el subtipo muscular de estos receptores [82]. 

 Las κA-conotoxinas son péptidos O-glicosilados en serina, que actúan bloqueando canales 

de K
+
 activados por voltaje en peces y anfibios en los cuales se identificó recientemente 

como blanco el canal Kv1 tipo Shaker [7, 41]. 

 Las ρ-conotoxinas  antagonizan el receptor adrenérgico, que es un receptor acoplado a 

proteínas G. Esta familia relativamente nueva cuenta con  una única conotoxina 

caracterizada, la ρ-TIA [43]. 

La Superfamilia M: Integrada por las familias farmacológicas µ, ψ y por las κM-conotoxinas, que 

presentan un patrón único en el arreglo de cisteínas (CC-C-C-CC). 

 µ-conotoxinas: es la  familia más notable, esta compuesta por péptidos de 20-22 

aminoácidos, varias de ellas contienen hidroxiprolina y se encuentran amidadas. Tienen su 

efecto  bloqueando las corrientes de Na
+
 compitiendo por el sitio I de los canales de Na

+
 

sensibles a voltaje [41]. Actúan sobre canales de sodio activados por voltaje de músculos y 

nervios  [54].  

 ψ-conotoxinas: son antagonistas no competitivos de los receptores nicotínicos de 

acetilcolina, actúan en el subtipo muscular [31, 82]. Son las conotoxinas más grandes en 

cuanto al número de residuos de aminoácidos [41].  

 κM-conotoxinas: Bloquean canales de K
+
 activados por voltaje, principalmente los de tipo 

Shaker [82]. 

La Superfamilia O: Es la más diversa en términos de función farmacológica. Comprende a las 

familias; ω, κ, δ, µO y γ-conotoxinas. Presenta un patrón único  en el arreglo de cisteínas (C-C-CC-

C-C). 
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 ω-conotoxinas: se han convertido en reactivos para investigaciones en canales de Ca
2+

 

sensibles a voltaje. Se usan para bloquear las terminales presinápticas y con ello la 

liberación de neurotransmisores [26].  

 δ-conotoxinas: su actividad es variable según el sistema en el cual se utilice. Puede 

retrasar o inhibir la inactivación de canales de Na
+
 sensibles a voltaje [26]. 

 µO-conotoxinas;  afectan las corrientes originadas por los canales de Na
+
, asociándose al 

dominio II [26]. 

 κ-conotoxinas: actúan bloqueando canales de K
+
 activados por voltaje de tipo Shaker  [54]. 

 γ- conotoxinas: esta familia presenta junto con las seis cisteínas un patrón distintivo en su 

estructura primaria: γCCS. Presenta un residuo con modificación post-traduccional, 

gamma-carboxiglutamato (Gla). La γ-PnVIIA es la única toxina que ha demostrado tener un 

efecto activador sobre canales marcapaso o “canales activados por hiperpolarización”, 

causantes del disparo espontaneo de potenciales de acción [45]. 
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Tabla 1. Clasificación de las Conotoxinas. 

Superfamilia Arreglo de Cisteínas Familia Actividad farmacológica y/o blanco molecular 

 

 

A 

CC-C-C α Antagonista, receptor nicotínico de acetilcolina 

ρ Antagonista, receptor adrenérgico α1B 

CC-C-C-C-C αA Antagonista, receptor nicotínico de acetilcolina 

κA Bloquea canales de K
+
 activados por voltaje 

    

 

M 

 

CC-C-C-CC 

µ Bloquea canales de Na
+
 activados por voltaje 

ψ Antagonista, receptor nicotínico de acetilcolina 

κM Bloquea canales de K
+
 activados por voltaje 

    

 

 

O 

 

 

C-C-CC-C-C 

ω Bloquea canales de Ca
2+ 

activados por voltaje 

κ Bloquea canales de K
+
 activados por voltaje 

δ Retrasa la inactivación de canales de Na
+
 activados por voltaje 

µO Bloquea canales de Na
+
 activados por voltaje 

γ Modula canales tipo marcapaso 

    

T CC-CC τ(ε) Bloquea canales de Ca
2+

 presinápticos 

C-C-CPC χ(λ) Inhibe el transporte de norepinefrina 

    

 

I 

 

C-C-CC-CC-C-C 

 

κI 

Modula canales de K
+
 activados por voltaje dependientes de 

Ca
2+

 (Tipo BK) 

Bloquea canales Kv1.1 y Kv1.3 

ι Agonista del canal de Na
+ 

    

P C-C-C-C-C-C  (?) 

    

S C-C-C-C-C-C-C-C-C-C σ Antagonista, receptor 5-HT3 

    

J C-C-C-C α/κJ Receptores de acetilcolina 

Inhibe canales de K
+ 

    

V  C-C-CC-C-C-C-C  (?) 

    

C C-C αC Receptores nicotínicos de acetilcolina 

    

D C-CC-C-CC-C-C-C-C-C αD Receptores nicotínicos de acetilcolina 

(Fuente: McIntosh et al., 1999 [48]; McIntosh y Jones, 2001 [49]; Jiménez et al., 2003[31]; Olivera, 2006 [57]; 

Heinemann y Leipold, 2007 [26]; Favreau y Stöcklin, 2009 [20]; Pérez-Rueda, 2010 [64]). 
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2.4 Canales iónicos 

El paso de moléculas a través de la membrana está mediado por proteínas de transporte, que 

poseen segmentos que la atraviesan, formando canales por los cuales pasan solutos que no 

pueden atravesar la membrana por difusión simple, tales como aminoácidos, nucleótidos, iones, 

etc. Se conocen dos clases de proteínas de transporte; las proteínas acarreadoras o 

transportadores y los canales proteicos [69]. Los transportadores se unen con solutos específicos 

en un lado de la membrana, posteriormente sufren cambios conformacionales que terminan en la 

transferencia de estos solutos hacia el otro lado de la membrana. Los canales proteicos forman 

poros acuosos que traspasan la bicapa lipídica, mismos que al abrirse permiten el paso de iones; 

en esta clase se encuentran los canales iónicos [3].   

Algunos canales iónicos son regulados por la unión de un ligando, llamados canales activados por 

ligando, que puede ser un neurotransmisor o una hormona (a nivel extracelular), o por segundos 

mensajeros (a nivel citoplasmático). Otros tipos son los canales dependientes de voltaje, que son 

influenciados por cambios en el potencial de membrana, y por último existe un grupo de canales 

que se activan por tensión mecánica. La tensión mecánica se origina por una variación en la 

tensión de la bicapa lipídica. La representación de estos tres tipos de canales iónicos se observa 

en la Figura 5-A [3, 28].  

 

Figura 5. Canales iónicos regulados. Dibujo esquemático de los diferentes sistemas a través de los cuales se 

pueden regular los canales iónicos (Modificado de Alberts et al., 2002 [3]).  
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Los canales iónicos disponen de uno o más estados conformacionales estables, que corresponden 

a estados funcionales. Los tres estados funcionales posibles son: abierto activo (O), cerrado 

activable (C) y cerrado no activable (I); es decir, este último esta desensibilizado o inactivado 

(Figura 5-B). El estado desensibilizado hace referencia a los canales activados por ligando y el 

inactivado está en relación a canales activados por voltaje que se encuentran en estado no 

conductor [63]. La transición de un canal entre los diferentes estados recibe el nombre de 

“mecanismo de compuerta”  o “gating”. 

2.5 Canales iónicos activados por voltaje 

Las funciones que realizamos diariamente, tales como la capacidad de percepción, movimiento y 

lenguaje, entre otras, se deben a la velocidad con la que se comunican nuestras células.  La 

señalización más rápida de nuestro cuerpo implica mensajes eléctricos producidos por apertura y 

cierre de canales iónicos en las membranas celulares. Los canales iónicos son proteínas de 

membrana y funcionan como poros para el paso de iones en particular, como respuesta a un 

estímulo [3]. 

Los canales iónicos que se activan por un cambio en la diferencia de voltaje a través de la 

membrana, sufren un cambio conformacional que conduce al cierre o apertura del poro.  Esto 

genera una alteración transitoria de la permeabilidad de la membrana a iones de manera selectiva 

y a favor de un gradiente electroquímico. Los principales iones son el sodio, el potasio, el calcio y 

el cloruro [69]. Entre otras funciones, los canales iónicos son responsables del potencial de 

membrana, de la contracción muscular, de la regulación del volumen celular, participan en las vías 

de señalización y son los encargados de la generación del impulso nervioso [28].  

2.5.1 Canales de Potasio 

La Superfamilia de los canales de potasio es la más grande y estudiada de los canales iónicos. Su 

clasificación está basada en el número de segmentos transmembranales y de poros, por lo que se 

han identificado 4 grupos generales; el primer grupo es el de los activados por Calcio (KCa) que 
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presenta 6 segmentos transmembranales por subunidad, un sensor de voltaje y un poro. El 

segundo grupo son los rectificadores entrantes (Kir) formados por heterotetrámeros de 4 

subunidades α y β, donde la subunidad α solo contiene 2 segmentos transmembranales y entre 

ellos se dispone un poro. El tercer grupo son los que tienen dos poros por dominio (K2P) que se 

encuentran formados por dímeros de unidades con cuatro u ocho segmentos transmembranales y 

dos poros. Finalmente, el cuarto grupo son los llamados canales de potasio dependientes de 

voltaje (Kv), y son el grupo más grande y diverso,  formado por 12 familias [63, 90].  

Dentro del grupo de los canales de potasio activados por voltaje se encuentran las familias más 

estudiadas que son: Shaker, Shab, Shaw y Shal, que reciben sus nombres a partir de los de las 

mutantes de estos canales en Drosophila melanogaster, y tienen su equivalente en mamíferos Kv1, 

Kv2, Kv3 y Kv4 respectivamente [79].  

A diferencia de los canales activados por ligando, que se forman de pentámeros,  los canales de 

potasio activados por voltaje son tetrámericos. La mayoría de estos están compuestos de 

subunidades individuales o grupos de subunidades. Cada subunidad contiene seis regiones 

hidrofóbicas transmembranales (S1-S6), con dominios amino y carboxilo terminales en la cara 

citoplasmática del polipéptido (Figura 6-A) [88]. Las subunidades unidas forman un poro central, 

que determina las propiedades básicas de apertura y permeabilidad características del canal 

iónico.   

La región P (19 aminoácidos) junto con los segmentos S5 y S6 y la región peptídica que une a los 

segmentos S4 y S5 forman el poro acuoso. El canal consta de una boca externa y una interna. La 

primera está constituida por la región P y una parte extracelular de los segmentos S5 y S6, 

mientras que la segunda está formada por la región peptídica que une los segmentos S4 y S5 y las 

regiones citoplasmáticas de los segmentos S5 y S6 que se extienden a través de la membrana 

como dos laminas β paralelas [1, 3].  
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La selectividad del canal hacia el potasio es controlada por la secuencia GYC, que se encuentra 

altamente conservada en estos canales. Esta secuencia se ubicada en el poro, exactamente entre 

los segmentos S5 y S6 [25].  El sensor de voltaje, que detecta las variaciones del potencial de 

membrana para así inducir un cambio conformacional y la consecuente activación del canal, debe 

sus propiedades al segmento S4, que presenta cada tres residuos un aminoácido cargado 

positivamente (Arg/Lys) que interactúa con las cargas negativas de los segmentos S2 y S3 [2, 59, 

75].  

En el ensamblaje de las subunidades α del canal existe la región de tetramerización, a la que se le 

ha nombrado región T1 que precede al segmento S1 (residuos 83-96) que junto con las cisteínas 

de las posiciones 55, 96 y 505 se encargan del ensamblaje de las 4 subunidades α, formando así 

homotetrámeros en familias como Shaker y Shal e impiden el ensamblaje de subunidades de 

distintas familias [60, 79]. En canales heterotetrámericos, es decir, que presentan subunidades α y 

β, el ensamblaje de estas subunidades se produce entre dominios situados en el extremo N-

terminal de la subunidad α y el C-terminal de la subunidad β. La presencia de subunidades β 

modifica las características de cinética o dependencia de voltaje del canal [90]. 

En este tipo de canales el mecanismo de apertura implica movimientos de la hélice que forma el 

segmento S4 hacia el interior de la membrana. En estado de reposo (polarizado o cerrado), el 

segmento S4 se encuentra casi totalmente inmerso en el citoplasma, presentando 5  de sus 7 

cargas positivas hacia el medio intracelular [30, 79]. Cuando hay una despolarización se provoca 

un desplazamiento de este segmento hacia el exterior, quedando así 3 de estas cargas positivas 

expuestas al medio intracelular, 3 en el espesor de la membrana y 1 en contacto con el medio 

extracelular. Posteriormente ocurre otro desplazamiento del segmento S4 hacia el medio 

extracelular, de modo que el residuo R365 queda totalmente expuesto [35]. De esta manera que 

cuando las 4 subunidades presentan esta posición del segmento S4, el canal se encuentra abierto. 
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La inactivación que se presenta en estos canales se puede dar por dos mecanismos: uno rápido o 

de tipo N y otro lento o de tipo C. La diferencia entre ellos es que la inactivación de tipo N implica 

una reducción completa de la corriente en respuesta a un estímulo despolarizante con duración 

corta, mientras que la inactivación de tipo C se da en células que fueron despolarizadas durante 

segundos o minutos. Sin embargo, los canales que se inactivaron por este mecanismo se reactivan 

más rápido que los que se inactivaron por el mecanismo de inactivación rápida  [88].  

La inactivación tipo N se presenta en familias como Shaker y se puede explicar por un mecanismo 

llamado de “cadena y pelota”. En que los primeros 22 aminoácidos de cada uno de los extremos N-

terminales forman una “pelota de inactivación” y se unen a través de una cadena de aminoácidos a 

un receptor con carga negativa, que se localiza en la boca intracitoplasmática del canal, que puede 

ser ocupado tras la apertura del mismo, produciendo su rápida inactivación (Figura 6-B) [79]. 

 

Figura 6. Estructura del canal iónico de potasio activado por voltaje. En el panel A muestra una subunidad con 

sus seis segmentos transmembranales (S1-S6). La secuencia de 22 aminoácidos del extremo N-terminal 

participa en la inactivación tipo N en el mecanismo llamado de “cadena y pelota”, ocluyendo el poro del canal. 

El segmento S4 es el sensor de voltaje, que está cargado positivamente, porque contiene residuos de Lisina y 

Arginina. En el panel B se muestran las cuatro subunidades que se ensamblan para formar el canal. Mediante 

cristalografía de rayos X, se ha llegado a construir un poro con medidas de 0.9 a 1.4 nm de diámetro en la 

boca externa, 0.4 a 0.5 nm en la boca interna, y con una profundidad de 0.5 a 0.7 nm (Modificado de 

Ackerman y Clapham, 1997 [1]). 
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Diversos estudios para conocer la funcionalidad del canal de potasio se han realizado utilizando 

compuestos como el Tetraetilamonio (TEA) y la 4-aminopiridina (4-AP), que son bloqueadores del 

canal de potasio de los más utilizados, a pesar de que el primero de ellos es menos específico, por 

lo que se utiliza como referencia para estudiar la sensibilidad del canal de potasio. Además se 

encontró que en el poro del canal de potasio se encuentra una secuencia de aminoácidos VTMTTV 

(posiciones 438-443) que es característica para la unión del TEA [60], compuesto al que también 

se le atribuye afectar funciones colinérgicas en las sinapsis del Sistema Nervioso Central (CNS) 

[82].   

Por el contrario el 4-AP si es un bloqueador específico del canal de potasio y cabe mencionar que 

es un fármaco empleado en el tratamiento de enfermedades neurológicas, tales como esclerosis 

múltiple, síndrome de Eaton-Lambert, botulismo, miastema gravis y enfermedad de Alzheimer [77]. 

Ya que al ser un derivado de piridinas actúa inhibiendo canales de potasio, que se asocia a un 

aumento en el paso de sodio y de calcio hacia el interior celular, por lo que aumenta la liberación 

de acetilcolina en las terminales nerviosas, la prolongación del potencial de acción y con ello la 

actividad neuromuscular [10]. 

2.6 Drosophila melanogaster como modelo biológico  

La implementación de Drosophila melanogaster como modelo biológico data desde los trabajos 

realizados por el investigador estadounidense Thomas Hunt Morgan en 1909. La importancia de 

este organismo radica en el vasto conocimiento que actualmente se tiene sobre su genoma, las 

ventajas en el mantenimiento de la misma en condiciones de laboratorio (como su tamaño 

pequeño, el pequeño espacio en donde puede ser cultivada, el ciclo de vida corto y el elevado 

número de descendientes que se pueden obtener en poco tiempo) y el gran número de cepas 

mutantes con las que se cuenta [17, 72]. La mosca del vinagre o mosca de la fruta (D. 

melanogaster) ha sido la clave para conocer la funcionalidad y la topología de los canales de 

potasio. La documentación del primer canal de potasio fue consecuencia del estudio 

electrofisiológico del mutante Shaker de D. melanogaster [27].  
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En 1969 se producen varios mutantes por la inducción con Etil Metano Sulfonato (EMS), tales 

mutantes tienen como característica principal mover las patas bajo anestesia con éter, además de 

que muestran un temblor lento y rítmico de pies, el loci fue llamado éter a go go (eag) [87]. 

Estudios realizados en eag encontraron defectos electrofisiológicos muy notables en las uniones 

neuromusculares en las larvas de esta cepa. Estos defectos se atribuyen ha genes encargados de 

codificar proteínas implicadas en la regulación o modulación de una o más clases de canales de 

potasio activados por voltaje [18]  

Mutaciones como las del gen white (w/w) se encuentran entre las más utilizadas en la 

experimentación [27]. Esta mutación fue de las primeras descubiertas en la especie y  fue utilizada 

en las primeras pruebas de determinación de herencia ligada al sexo [66]. Otras mutaciones como 

la del gen yellow (y) se han utilizado para investigaciones de filogenia del género Drosophila, 

debido a que este gen proviene de un ancestro común y se ha documentado que no solo participa 

en la coloración amarilla, si no que participa en la coloración total del organismo. Análisis genéticos 

han identificado su relación con genes Hox, que al estar presentes en ciertas partes del cuerpo 

regulan la pigmentación del color amarillo [29].    

D. melanogaster presenta un sistema circulatorio abierto, donde la hemolinfa es bombeada por el 

corazón desde la parte anterior hacia la posterior del cuerpo, y a su vez se encarga del movimiento 

de nutrientes, sales, hormonas y residuos metabólicos, además de ser almacén de cerca del 70% 

de agua total del organismo. En las larvas juega un papel importante,  gracias a ella hay una 

presión hidrostática interna provocada por la contracción muscular que sirve para el 

desplazamiento de las larvas [22]. Se ha calculado que una larva de tercer estadio de D. 

melanogaster contiene alrededor de 50 a 300 nanolitros (nl) de hemolinfa [65]. 
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Por sus características, la mosca de la fruta es utilizada en diferentes áreas de estudio con 

diversas metodologías in vitro e in vivo para evaluar parámetros bioquímicos y eventos genéticos 

terminales como letalidad, citotoxicidad, teratogénesis, etc. La letalidad evalúa el daño que un 

compuesto causa a los sistemas biológicos mediante la proporción de sobrevivientes a los 

tratamientos [27]. 
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III. JUSTIFICACIÓN 

Durante los últimos 30 años se ha acrecentado el estudio del veneno de los caracoles marinos de 

la Superfamilia Conoidea (en las que se incluyen las Familias Terebridae, Turridae y Conidae) con 

particular interés en el género Conus. El veneno de cada especie de estos caracoles, está 

constituido por alrededor de 50 a 200 péptidos diferentes entre sí, todos altamente activos [42].  

Durante el proceso purificación de los venenos de Conus la pérdida de material es uno de los 

principales problemas con los que se afronta. Para obtener determinados péptidos se recurre a la 

cromatografía, llegando a perder más del 70% del material original después de algunos cuantos de 

estos pasos [21]. Este problema podría ser resuelto si se contara con una vasta cantidad de 

ejemplares, lo que rara vez ocurre, por lo que el material que se logra purificar debe de ser 

utilizado cuidadosamente para optimizar su uso, incluso cuando la cantidad de cierta fracción es 

mínima se recurre a la realización de bioensayos que sean rápidos, sencillos y que reduzcan la 

cantidad de material requerido para evaluar la toxicidad [40]. 

Las nuevas técnicas analíticas permiten el estudio de cantidades de muestra en el orden de los 

picomoles para la determinación química de estos péptidos; no siendo esto así para algunos 

bioensayos. Es por ello que en este trabajo se implementará el ensayo de microinyecciones en 

larvas de Drosophila melanosgaster con la finalidad de evaluar la toxicidad de los péptidos 

parcialmente caracterizados, obtenidos en baja cantidad (nanomoles). La toxicidad será medida en 

relación al porcentaje de sobrevivencia de las moscas, en dos cepas de D. melanogaster (yw y 

eag).  

Se optó por estas cepas debido a que eag es una cepa mutante para canales de potasio y por lo 

tanto se espera que la mortalidad sea mayor a la de yw (cepa control). Esta última es utilizada 

como control porque no se han documentado mutaciones en sus canales de potasio activados por 

voltaje, además de que si hubiese una contaminación de la cepa eag en los medios de cultivo de 

yw esta sería reflejada en las características fenotípicas de las moscas. Por otra parte se utilizan 

larvas de tercer estadio de desarrollo porque la mayoría de la rutas metabólicas se encuentran 
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activas, por su talla relativamente grande con respecto a sus estadios larvales anteriores y debido 

a su transparencia, que durante las primeras inyecciones de práctica con azul de metileno permitió 

ver la forma en que se distribuye en la hemolinfa de la larva. 
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IV. HIPÓTESIS 

 Las conotoxinas y compuestos comerciales con actividad antagónica sobre canales de 

potasio afectan diferencialmente la sobrevivencia de la cepa mutante (eag) sobre la 

silvestre (yw). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



29 

 

V. OBJETIVOS 

Objetivo General 

 Implementar un microsistema de evaluación rápida de toxinas, con actividad sobre canales 

de potasio.  

 

Objetivos Particulares 

 Valorizar el bioensayo mediante la inyección en larvas de Drosophila melanogaster de 

compuestos comerciales con propiedades antagónicas sobre  los canales de potasio. 

 Evaluar conotoxinas específicas para canales de potasio, así como una conotoxina no 

específica. 
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VI. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL 

Inyección de larvas. (A) Con la ayuda de un pincel, se recolectaron las larvas de tercer estadio que estaban 

en los frascos con medio de cultivo donde las cepas fueron propagadas. (B) Se colocaron en un portaobjetos 

que tenía cinta adhesiva doble cara. (C) Para llevar a cabo las inyecciones se hicieron microagujas con tubos 

capilares de vidrio (0.53mm DI), también se utilizó un microscopio estereoscópico y un nanoinyector (nanoliter 

2000). (D) La microaguja se cargó con aceite mineral y posteriormente el compuesto y/o toxina a inyectar. (E) 

Las inyecciones se realizaron entre el 7° y 8° segmento con una concentración inicial de 3µM para los 

compuestos comerciales y de 1µM para las conotoxinas. (F) Con ayuda del pincel y agua se despegaron las 

larvas y se colocó en viales de polipropileno que contenían medio de cultivo en su interior. El total de 

inyecciones realizadas fue de 5 ensayos cada uno de 100 individuos que se colocaron en 4 lotes con 

cantidades de 25 larvas (por compuesto y toxina). (G) Diez días después de la inyección se contó el total de 

individuos que logro llegar a estadio adulto.  
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VII. MATERIALES Y MÉTODOS 

7.1 Compuestos comerciales 

-4-AP (4-aminopiridina)  

-TEA (tetraetilamonio) 

-Solución de Ringer (Solución salina 0.9%) 

La 4-Aminopiridina (4-AP) es un fármaco utilizado en la práctica clínica y es capaz de bloquear 

canales de potasio [85]. Esta droga en el humano tiene una acción significativa sobre la unión 

neuromuscular, pero con poco efecto sobre el sistema nervioso autónomo [76]. 

El Tetraetilamonio (TEA) fue la primera droga empleada como bloqueador de canales de potasio. A 

pesar de que no es muy potente ni muy específica, ha sido utilizada como criterio de diferenciación 

entre canales sensibles a esta [13].  

La solución de Ringer es lo que se conoce como solución salina normal de cloruros de sodio, 

potasio y calcio en agua destilada, es isotónica con el tejido animal, y se usa tópicamente como 

suero fisiológico [10]. Se utiliza en todas las formas de deshidratación, acidosis o alcalosis, y en los 

experimentos sirve para bañar los tejidos animales. También es llamada solución Ringer-Locke. 

7.2 Conotoxinas 

-κ-conotoxina PVIIA (extraído de Conus purpurascens). 

-κM-conotoxina RIIIK (extraído de Conus radiatus). 

-SpIB (extraído de Conus spurius) 

La κ-conotoxina PVIIA está compuesta por 27 aminoácidos y fue la primera en descubrirse que 

tiene como blanco molecular un canal de K
+
 activado por voltaje de tipo Shaker [4]. La κ-conotoxina 

PVIIA es un compuesto activo presente en el veneno del caracol piscívoro Conus purpurascens 

[81], actúa rápidamente ayudando a la inmovilización de la presa, presenta actividad sobre canales 

de K
+
, importantes en la fase de repolarización del potencial de acción y en el potencial de 

membrana en estado de reposo [28].  
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La κM-conotoxina RIIIK presenta 27 aminoácidos. Fue el primer péptido de la familia de las κM-

conotoxinas que se clonó del veneno de Conus radiatus y tiene alta afinidad por canales de K
+ 

de 

tipo Shaker [82]. 

La conotoxina SpIB es un péptido aislado del veneno del caracol vermívoro Conus spurius, está 

compuesto por 18 aminoácidos y tiene como blanco molecular receptores nicotínicos de 

acetilcolina (nAChR) [42]. 

7.3 Cepas de D. mel anogaster 

-yw (yellow-white) cepa control 

-eag (ether-a-go- go) cepa mutante 

La cepa yw se caracteriza por presentar una coloración corporal amarilla y ojos blancos. El 

marcador y (localización: 1-0.60) es el encargado del  patrón de coloración en la cutícula. Esta 

coloración mutante puede ser total (tipo y
1
) o solo en ciertas regiones del cuerpo (tipo y

2
). El 

marcador w (localización: 1-1.5) es una mutación recesiva y se distingue por conferir una 

coloración blanca en los ojos de la mosca [38]. 

Por otro parte, mutaciones en el gen se identificaron porque eag (localización: 1-45.3) el alelo 

mutante utilizado fue inducido por EMS. Esta cepa que recibe su nombre porque bajo anestesia 

por éter mueve las patas,  es una mutación  que ocasiona una serie repetitiva de potenciales de 

acción en los nervios de las larvas debido a corrientes anormales  de potasio en los músculos [38]. 

En este mutante, las corrientes de K
+
 se inactivan más rápidamente que en los canales iónicos 

nativos [37].  

 7.4 Medio de cultivo para Drosophila melanogaster 

Se prepara con: piloncillo (50g), levadura fresca (50g), agar (8g) y grenetina (7g), disueltos en 

400ml de agua a 85°C (agregar uno por uno hasta disolver).  Se deja enfriar la mezcla a 55°C, 

después se agrega ácido propiónico (1%= 5ml) con la finalidad de controlar el crecimiento de 
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hongos en el medio de cultivo. Se vierte aproximadamente 30 ml de este medio en botellas de 

vidrio de 250 ml. 

 7.5 Análisis de datos 

Los resultados obtenidos en porcentaje de sobrevivencia de las moscas fueron normalizados para 

que se pudieran realizar pruebas paramétricas, mismas se realizaron con ayuda del software 

estadístico STATISTICA 7. La normalización de los datos consistió en tomar como proporciones a 

la sobrevivencia de cada cepa con respecto a la concentración de cada compuesto comercial y 

toxina utilizada. A estas proporciones se les saco la raíz cuadrada, y tal resultado se le calculo el 

arcoseno. Los valores obtenidos con este procedimiento fueron los utilizados para realizar el 

análisis estadístico ANOVA factorial (Análisis de Varianza factorial). 

Se optó por el análisis ANOVA factorial (factorial= más de un factor) porque permite evaluar el 

efecto individual y en conjunto de dos o más factores (variables independientes categóricas) sobre 

una variable dependiente cuantitativa. En nuestros experimentos la variable dependiente 

corresponde a la sobrevivencia y los factores corresponden a las cepas y concentraciones 

utilizadas. De esta manera se establece un modelo de dos factores (Cepa y Concentración) donde 

los efectos de interés son 3; los dos efectos principales (uno por factor) y el efecto de interacción 

entre ambos factores.  

Además se realizó una Prueba de Comparaciones Múltiples (post hoc) debido a que se obtuvo un  

valor de F significativo con la prueba de ANOVA factorial. Las pruebas post hoc se utilizan para 

saber que media en concreto difiere de que otra. Permiten controlar la tasa de error al efectuar 

varias comparaciones utilizando las mismas medias, es decir, permiten controlar la probabilidad de 

cometer errores de tipo I al tomar varias decisiones. Se realizó la prueba post hoc de HSD de 

Tukey debido a que es una de las más estrictas y utilizadas, además de que supone varianzas 

poblacionales iguales y de esta manera proporciona información necesaria para poder interpretar 

correctamente un efecto principal significativo. 
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VIII. RESULTADOS 

8.1 Compuestos Comerciales 

Los resultados obtenidos de las inyecciones realizadas con 4.6 nl de la Solución de Ringer en las 

cepas yw y eag de Drosophila melanogaster mostraron una sobrevivencia promedio similar de los 

adultos que emergieron del estadio de pupa, estos resultados se muestran en la Tabla 2. Para los 

compuestos como 4-AP y TEA se inició inyectando concentraciones de 3 µM hasta una 

concentración máxima de 100 mM para ambas cepas (en 4.6 nl). Se observó que para ambos 

compuestos comerciales los comportamientos de la sobrevivencia entre yw y eag comenzaron a 

ser notablemente diferentes hasta concentraciones milimolares (mM), a excepción de la 

concentración 10 mM donde la sobrevivencia de la cepa eag aumentó a valores similares a los de 

yw. En concentraciones superiores como lo fueron 30 mM, 50 mM y 100 mM la sobrevivencia de 

eag respecto a la cepa control (yw) fue visiblemente menor (Gráfica 1). 

 

Tabla 2. Resultados normalizados del porcentaje de sobrevivencia obtenidos al inyectar 4.6 nanolitros de 

Solución de Ringer (Solución salina O.9%) en larvas de dos cepas de Drosophila melanogaster. 

 

Ensayo Cepa 

                     yw                                         eag 

1 78.46 73.57 

2 74.65 75.82 

3 72.54 74.65 

4 74.65 77.07 

5 78.46 74.65 

                                                                            75.75            75.15 

 

 

 

 



35 

 

8.2 Conotoxinas 

Se comenzó inyectando volúmenes en el orden micromolar (µM) de las diferentes conotoxinas; 

κPVIIA, κM-RIIIK y SpIB, tomando a 1 µM como la concentración mínima hasta una máxima de 100 

µM, además de concentraciones intermedias.   

Las curvas dosis-respuesta efectuadas con los resultados que arrojaron las inyecciones de las 

conotoxinas κPVIIA y κM-RIIIK permitieron observar una clara diferencia en la sobrevivencia entre 

las cepas yw y eag. La sobrevivencia de la cepa yw siempre fue mayor con estas dos conotoxinas 

en cada una de sus concentraciones, notándose que el comportamiento de la sobrevivencia de 

esta cepa es más o menos uniforme. Caso contrario es el que ocurrió en la cepa eag, en la cual 

comenzó a disminuir considerablemente la sobrevivencia conforme aumentaba la concentración de 

estas dos conotoxinas, llegando a valores menores de 45 (~50%) a partir de concentraciones de 10 

µM (Gráfica 2). En la gráfica 2 se puede apreciar que los resultados de la conotoxina SpIB, que a 

diferencia de las conotoxinas κPVIIA y κM-RIIIK, no se observaron diferencias entre las 

sobrevivencias de ambas cepas en ninguna de las concentraciones inyectadas.  
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Gráfica 1. Muestra la sobrevivencia de las cepas yw ( ) y eag ( ) de D. melanogaster que fueron inyectadas con las distintas concentraciones de 4-Aminopiridina (4-AP) y 

Tetraetilamonio (TEA). Cada punto representa la Media ± E. E. para 4-AP (F = 20.8780, p = 0.0000) y TEA (F = 30.7620, p = 0.0000). 
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Gráfica 2. Registro de la sobrevivencia de las cepas yw ( ) y eag ( ) de D. melanogaster que fueron inyectadas con las distintas concentraciones de las conotoxinas SpIB, 

κPVIIA y kM-RIIIK. Cada punto representa la Media ± E. E. para SpIB (F = 0.2480, p = 0.9710), kPVIIA (F = 51.0880, p = 0.0000) y kM-RIIIK (F = 35.6790, p = 0.0000).
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IX. DISCUSIÓN   

La alta especificidad de las toxinas presentes en el veneno de Conus hacia un blanco fisiológico en 

específico ha influenciado la investigación de estos organismos [56]. Tal investigación se ha 

enfocado mayoritariamente en especies piscívoras, debido a que el veneno de las especies 

molusquívoras y vermívoras presentan una baja actividad en vertebrados y  no se cuenta con 

suficientes bioensayos en invertebrados [45]. En este trabajo se realizaron microinyecciones de 

compuestos comerciales y conotoxinas con volúmenes de nanolitros, con larvas deficientes en 

canales de potasio (eag) y en larvas normales (yw) con la finalidad de implementar un 

microsistema para caracterizar rápidamente y particularmente conotoxinas con efecto en este tipo 

de canales.  

Al observar los resultados al inyectar 4.6 nl de la solución Ringer (Control) en ambas cepas no se 

encontraron diferencias en la sobrevivencia, ya que en ambos casos la sobrevivencia promedio fue 

muy cercano a 90 (~100%), lo que indica que el trauma hecho por la misma lesión de la inyección 

así como la solución Ringer no afectan la sobrevivencia per se (Tabla 2). De la misma manera 

Mejía y colaboradores (2010) obtuvieron resultados similares cuando observaron que solo una de 

quince moscas que inyectaban con 23 nl de dicha solución llegaba a morir [50].  

La prueba de ANOVA realizada con  los resultados de 4-AP y TEA indica que no hay diferencia 

significativa en la sobrevivencia de las cepas utilizadas al comparar el efecto de estos dos 

compuestos entre sí (F = 0.8561, p = 0.5658), es decir, ambos compuestos afectan de forma 

similar la sobrevivencia tanto de yw como de eag (Ver anexo I). Sin embargo la prueba HSD de 

Tukey indica diferencias significativas en la sobrevivencia entre la cepa eag respecto a yw a 

concentraciones superiores a los 10 mM por cada compuesto (p < 0.05) (ver anexo II). Estos 

resultados se asemejan a los obtenidos por otros autores cuyos experimentos realizados en 

células de médula espinal de rata y células humanas de riñón observaron un bloqueo parcial de 

canales de potasio tras utilizar concentraciones de 20 a 50 mM de TEA y 30 mM de 4-AP [10, 12]. 

Aunque, si se considera un factor de dilución de 100 veces (como referencia) dado a que una larva 
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de tercer estadio tiene de 50 a 300 nl de hemolinfa, las concentraciones reales serían menores a 1 

mM. No obstante, otros estudios utilizando técnicas electrofisiológicas realizados por Aréchiga et 

al. (2010) en miocitos de conejo y Soto et al. (2002) en neuronas aferentes vestibulares de rata 

indican un efecto bloqueador de canales de potasio al usar concentraciones de 1 a 10 mM tanto de 

4-AP como de TEA [6, 77]. Estos resultados pueden ser comparados con la baja sobrevivencia 

observada en eag tras inyectar los mismos compuestos a concentraciones de 50 mM y 100 mM. 

Es importante igualmente mencionar que la prueba HSD de Tukey indica que al utilizar 4-AP y TEA 

con una concentración de 10 mM para ambos compuestos no hubo diferencia significativa  en la 

sobrevivencia entre las dos cepas (4-AP y TEA p = 1) (ver anexo II). A manera de especulación y 

considerando que la concentración real fuera de 0.1 mM, esta concentración estaría restableciendo 

la inactivación rápida de los canales de K
+
 a las condiciones normales en la cepa eag, dado a que 

el valor de sobrevivencia obtenido fue similar al de yw.  

En el caso de las dos conotoxinas (κPVIIA y κM-RIIIK) inyectadas en las dos cepas de D. 

melanogaster, las cuales son bloqueadoras del canal de potasio tipo Shaker, para ambas toxinas la 

sobrevivencia se mantiene más o menos constante en la cepa yw (cerca de 56.78, aprox. 70%), 

mientras que la sobrevivencia de la cepa eag presenta sobrevivencias menores a la cepa control 

en cualquiera de las concentraciones inyectadas (ver Gráfica 2). Se encontraron diferencias 

significativas entre la cepa eag y la cepa yw desde la concentración de 1µM con ambas toxinas (p 

< 0.05). En la cepa mutante para el canal de potasio (eag) se observa un aumento significativo en 

el porcentaje de decesos con la conotoxina κPVIIA al pasar de la concentración de 1 µM a 3 µM (p 

= 0.0001), mientras que para la conotoxina κM-RIIIK no ocurre el mismo fenómeno (p = 0.3607), si 

no hasta al pasar de la concentración de 5 µM a 10 µM (p = 0.0005) (ver anexo II).  

Al inyectar concentraciones superiores a 30 µM de las conotoxinas k-PVIIA y kM-RIIIK en la cepa 

eag se observó una considerable disminución en la sobrevivencia, siendo menor a 45 (~50%). 

Considerando que la concentración real en el interior de la larva fuera de 0.5 µM y 1 µM para 

dichas concentraciones (50 y 100 µM), los resultados obtenidos se pueden comparar con los que 



40 

 

obtuvo Naranjo (2002) y Verdier (2005), que observaron un efecto de bloqueo total en canales de 

potasio tipo Shaker al ser expresados en ovocitos de Xenopus laevis y en los cuales se utilizaron 

concentraciones que van de 0.5 µM a 2 µM de las conotoxinas k-PVIIA y kM-RIIIK [52, 84]. 

Al observar la gráfica dosis-respuesta de las cepas utilizadas tras inyectarles una conotoxina no 

específica para el canal de potasio, como lo es la conotoxina SpIB, se observó que la 

sobrevivencia se comportaba de forma similar, además el análisis estadístico no indicó que 

existiera un aumento significativo en la cantidad de decesos entre ambas cepas (p = 0.971) (ver 

anexo I). Lo anterior se puede explicar debido a que esta conotoxina tiene efecto antagónico sobre 

receptores nicotínicos de acetilcolina (nAChR) de células de mamífero a concentraciones de 1 µM 

y 10 µM [43]. Solamente se observaron diferencias significativas en la sobrevivencia a 

concentraciones de 50 µM y 100 µM para ambas cepas con la conotoxina SpIB (ver anexo II). 

Evidencia de ello es un estudio realizado por Mejia y colaboradores (2010) tras inyectar 46 nl del 

veneno  crudo de C. brunneus en la fibra del axón gigante de  D. melanogaster con genes 

mutantes para ciertos tipos de nAChR, observando mediante la técnica de patch-clamp el bloqueo 

de este tipo de receptores en músculos dorso trocanterales (GF-TTM) y músculos dorso 

longitudinales (GF-DLM) en 9 de 11 moscas. Resultados similares se obtuvieron en esa misma 

investigación, cuando probaron la conotoxina ImI, que es una α-conotoxina aislada de C. imperialis 

y que tiene efecto antagónico sobre nAChR [50]. 

Si bien, las toxinas provocaron una disminución de la sobrevivencia a concentraciones en el orden 

de micromolar, este efecto pudiera ser debido a un efecto de osmolaridad. Sin embargo, López-

Vera y colaboradores (2004) [40] realizaron inyecciones de 4.6 nl en larvas de tercer estadio de D. 

melanogaster, utilizando la turritoxina PaIA aislada de P. albida a concentraciones en el orden de 

micromolar y observaron efectos de toxicidad al disminuir el porcentaje de sobrevivencia. En el 

mismo estudio se realizaron inyecciones con concentraciones en el orden milimolar de albumina 

sérica bovina, esto como control de osmolaridad, obteniendo sobrevivencias superiores al 85% 

(~67.21). Lo cual no indica una deficiencia en nuestro procedimiento experimental al utilizar altas 

concentraciones. 
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De esta manera los resultados que se obtuvieron al inyectar compuestos comerciales y 

conotoxinas ofrecen una utilidad más del uso de la mosca de la fruta como un modelo para evaluar 

conotoxinas. Debido a que este tipo de bioensayo basado en microinyecciones in vivo, es una 

alternativa para la evaluación rápida de conotoxinas, porque permite aprovechar toxinas difíciles de 

obtener, ya que para realizarse se necesita solo de pequeñas cantidades de toxina. No obstante, 

una limitante de este microsistema es que no muestra el blanco molecular específico ni la 

bioactividad de la conotoxina, sin embargo produce evidencia acerca de los posibles receptores y/o 

canales iónicos que tiene como blanco tras utilizar cepas mutantes para receptores o canales 

proteicos. 
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X. CONCLUSIONES 

 La mosca de la fruta D. melanogaster representa ser un buen modelo, sencillo (sin 

necesidad de utilizar técnicas electrofisiológicas) para la rápida evaluación de conotoxinas  

con actividad antagónica sobre canales de potasio; 

 Además, solo se requiere cantidades muy pequeñas del compuesto a ensayar para 

alcanzar concentraciones altas (hasta milimolar) de éste, dado el bajo volumen utilizado de 

inyección (4.6 nanolitros) y ser cuantificado cualitativamente su efecto mediante la 

sobrevivencia de la mosca. 
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ANEXO I. Pruebas de ANOVA factorial 

 

Univariate Tests of Significance for Sobrevivencia (4-AP) 

Sigma-restricted parameterization 

Effective hypothesis decomposition 

Effect SS 
Degr. Of 

Freedom 
MS F p 

Intercept 356882.9 1 356882.9 72685.36 0.0000 

Cepa 1018.5 1 1018.5 207.44 0.0000 

Concentración 10389.1 9 1154.3 235.10 0.0000 

Cepa*Concentración 922.6 9 102.5 20.878 0.0000 

Error 392.8 80 4.9   
 

Univariate Tests of Significance for Sobrevivencia (TEA) 

Sigma-restricted parameterization 

Effective hypothesis decomposition 

Effect SS 
Degr. Of 

Freedom 
MS F p 

Intercept 378661.7 1 378661.7 86675.05 0.0000 

Cepa 1316.1 1 1316.1 301.26 0.0000 

Concentración 9011.5 9 1001.3 229.19 0.0000 

Cepa*Concentración 1209.5 9 134.4 30.762 0.0000 

Error 349.5 80 4.4   

  

Univariate Tests of Significance for Sobrevivencia (Compuestos Comerciales) 

Sigma-restricted parameterization 

Effective hypothesis decomposition 

Effect SS 
Degr. Of 

Freedom 
MS F p 

Intercept 735383.4 1 735383.4 158509.7 0.0000 

Cepa*Concentración 2096.4 9 232.9 50.2 0.0000 

Cepa*Compuesto 9.5 1 9.5 2.1 0.1539 

Concentración*Compuesto 84.6 9 9.4 2.0 0.0396 

Cepa*Concentración*Compuesto 35.7 9 4.0 0.8561 0.5658 

Error 742.3 160 4.6   
  

Univariate Tests of Significance for Sobrevivencia (kPVIIA) 

Sigma-restricted parameterization 

Effective hypothesis decomposition 

Effect SS 
Degr. Of 

Freedom 
MS F p 

Intercept 209094.4 1 209094.4 82718.69 0.0000 

Cepa 3223.6 1 3223.6 1275.25 0.0000 

Concentración 8656.3 7 1236.6 489.21 0.0000 

Cepa*Concentración 904.0 7 129.1 51.088 0.0000 

Error 161.8 64 2.5   

  

Univariate Tests of Significance for Sobrevivencia (kM-RIIIK) 

Sigma-restricted parameterization 

Effective hypothesis decomposition 

Effect SS 
Degr. Of 

Freedom 
MS F p 

Intercept 202557.4 1 202557.4 64987.15 0.0000 

Cepa 2666.9 1 2666.9 855.64 0.0000 

Concentración 9329.6 7 1332.8 427.61 0.0000 

Cepa*Concentración 778.4 7 111.2 35.679 0.0000 

Error 199.5 64 3.1   
  

Univariate Tests of Significance for Sobrevivencia (SpIB) 

Sigma-restricted parameterization 

Effective hypothesis decomposition 

Effect SS 
Degr. Of 

Freedom 
MS F p 

Intercept 350289.1 1 350289.1 86161.45 0.0000 

Cepa 0.0 1 0.0 0.00 1.0000 

Concentración 5735.1 7 819.3 201.52 0.0000 

Cepa*Concentración 7.1 7 1.0 0.248 0.9710 

Error 260.2 64 4.1   
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ANEXOII. Prueba Post-hoc HSD-Tukey (Diferencia Honestamente Significativa de Tukey) 
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