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Resumen 

 Muchos organismos marinos han desarrollado adaptaciones especiales 

para facilitar su alimentación o defensa. Entre ellos, se encuentran los caracoles 

del género Conus, cuya característica principal es contar con un aparato venenoso 

para la síntesis de toxinas. Estas reciben el nombre de conotoxinas; se han 

clasificado en superfamilias genéticas, de acuerdo a la secuencia del péptido 

señal del precursor, y en familias farmacológicas dependiendo del blanco 

molecular sobre el que actúan. Entre éstos, están los receptores nicotínicos de 

acetilcolina (RnACh). El presente trabajo, se enfocó en determinar conotoxinas 

moduladoras de varios subtipos de RnACh del veneno de Conus fergusoni. 

 Del veneno total de C. fergusoni, se encontró actividad en la modulación de 

corrientes de los subtipos y  de RnACh por 3 fracciones obtenidas por 

cromatografía líquida. De estas fracciones, se obtuvo el peso molecular de tres 

péptidos (F5. Sub7, F5. Sub8, F5. Sub12), y la secuencia parcial de uno de ellos 

(F5. Sub8); que, por el arreglo de cisteínas, pudiera pertenecer a la familia T de 

conotoxinas.  

 Palabras clave:  

 Conus fergusoni, conotoxinas, RnACh, RP-HPLC, estructura primaria, 

electrofisiología   



 
 

Abstract 

 Many marine organisms have developed special adaptations in order to 

facilitate their feeding and/or defense. Among them, the snails of the genus Conus 

are an example; they have a venomous apparatus for toxins synthesis and 

injection. These toxins are peptides known as conotoxins; they have been 

classified into genetic superfamilies, according to the signal peptide sequence of 

the precursor, and into pharmacological families according to the molecular target 

they bind to. The nicotinic acetylcholine receptor (nAChR) is one of them. The 

present work has been focused on identifying and characterizing the modulator 

conotoxins for nicotinic acetylcholine receptors from the Conus fergusoni venom. 

 From the total venom of C. fergusoni, 3 venom fractions obtained by liquid 

chromatography presented modulation activity of currents on the  and  

nAChR. From this fractions, the molecular masses of three peptides (F5. Sub7, F5. 

Sub8 and F5. Sub12) were determined; also, the partial sequence of one of them 

(F5. Sub8) was determined; which, by the cystein framework could belong to the T 

superfamily of conotoxins. 

 Keywords:  

 Conus fergusoni, conotoxins, nAChR, RP-HPLC, primary structure, 

electrophysiology 
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1 Introducción. 

1.1 Phylum Mollusca. 

Después de los artrópodos, es el Phylum de invertebrados más conocido y 

numeroso, descrito por Linnaeus. Cuenta con 50,000 a 120,000 especies vivas y 

70,000 especies fósiles descritas (Brusca y Brusca, 2003; Chapman, 2009). 

Es uno de los grupos con mayor diversidad morfológica. El rango de tamaño 

va desde organismos microscópicos hasta los que miden más de 20 metros.  

Entre los organismos más conocidos se encuentran las almejas, ostras, 

calamares, pulpos y los caracoles, tanto marinos como terrestres. De ellos, sus 

conchas han sido muy populares desde tiempos antiguos, utilizándose por 

diversas culturas como herramientas, contenedores, decoración, etc. (Meiglitsch, 

1972; Ruppert, 1995; Brusca y Brusca, 2003). 

El registro fósil indica que los moluscos son organismos muy antiguos; 

aparecieron en el precámbrico tardío hace 541 millones de años (Hickman et al., 

2008; Ponder y Lindberg, 2008). Habitan desde la zona abisal del océano hasta 

por encima de la línea de la marea; son comunes en aguas dulces y algunas 

especies se han adaptado bien a la vida terrestre (Meiglitsch, 1972). 

1.1.1 Morfología. 

 Son organismos protostomados celomados con simetría bilateral. El plano 

corporal general de un molusco se divide en tres partes principales:  

 1) Pie largo definido; para la locomoción y adherencia al sustrato. En esta 

estructura se concentran una gran cantidad de glándulas mucosas, para secretar 

suficiente moco o baba que se utiliza para la adhesión; este se endurece al 

contacto con el aire o agua. En formas pelágicas, el pie puede ser modificado para 

la natación libre (Meiglitsch, 1972; Brusca y Brusca, 2003; Hickman et al., 2008). 

 2) Masa visceral; localizada dorsalmente. Contiene los órganos internos: el 

corazón dentro de la cámara pericárdica, un celoma limitado alrededor del 
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corazón, nefridios, y sistema circulatorio abierto. Rodeando a la masa visceral, se 

forma una cámara denominada cavidad paleal, donde se alojan las branquias, el 

aparato digestivo y reproductor, y algunas partes del epitelio sensorial (Brusca y 

Brusca, 2003). 

 3) Manto; tejido plegado que cubre toda la masa visceral, formado de una 

epidermis cuticular (piel) que contiene glándulas que secretan espículas calcáreas, 

formando así el esqueleto calcáreo; es decir, las placas de la concha (en las 

especies con concha externa) (Brusca y Brusca, 2003). 

 El sistema nervioso de los moluscos, parte del plan básico de los 

organismos protostomados, de un arreglo anterior circunmentérico de ganglios y 

cordones nervios pareados ventralmente. Los pares nervioso ventrales y mediales, 

son los llamados cordones ventrales e inervan los músculos del pie. Los nervios 

laterales, son los cordones viscerales que controlan el manto y las vísceras 

(Brusca y Brusca, 2003). 

 La mayoría de los moluscos son diocos, con la presencia de hermafroditas. 

La fecundación es externa, pero existen organismos que presentan fecundación 

interna. Todos producen huevos del que emergen larvas trocóforas, cuya 

metamorfosis es directa a un pequeño juvenil. Sin embargo, en otros grupos de 

moluscos, principalmente gasterópodos y bivalvos, la larva trocófora es seguida de 

una larva tipo veliger de natación libre (es exclusiva de moluscos). En algunos 

casos la larva trocófora ocurre dentro del huevo, lo que permite que emerja del 

huevo una larva tipo veliger. En organismos de aguas dulces, los juveniles 

emergen directamente del huevo (Brusca y Brusca, 2003; Hickman et al., 2008). 

 El Phylum Mollusca se divide en 8 Clases (Figura 1): 

1. Clase Caudofoveata  Sin concha externa, manto fomado por una 

cutícula quitinosa con espículas calcáreas que forman escamas.  

2. Clase Solenogastra  Sin concha externa; el manto se forma por una 

cutícula quitinosa con espiculas calcáreas y aragoníticas.  

3. Clase Monoplacophora  Univivalbos, la concha es redondeada.  
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4. Clase Polyplacophora  Concha formada con 7 u 8 placas.  

5. Clase Scaphopoda   Concha con forma de colmillo, abierta en los 

extremos.  

6. Clase Gastropoda   Concha univalva enrollada  

7. Clase Bivalvia = Pelecypoda = Lamellibranchiata  Dos conchas (valvas) 

laterales, generalmente simétricas unidas por una charnela. 

8. Clase Cephalopoda  Puede presentar concha septada, concha interna 

reducida o sin concha, según la especie.  
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Figura 1. Clases del Phyllum Mollusca. Muestra su derivación y abundancia 

relativa (Imagen modificada de: Hickman et al., 2008).  
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1.1.2 Clase Gastropoda. 

 La clase Gastropoda (gastero = estómago; podo = pie), comprende el grupo 

más diverso dentro del Phylum Mollusca. El número de especies podría superar 

las 150,000 considerando tanto las especies fósiles como las vivas; alrededor de 

la mitad (70,000) son reportadas para especies vivas en los ambientes terrestres, 

dulceacuícolas y marinas (Brusca y Brusca, 2003). En el caso de los organismos 

marinos, habitan una gran variedad de nichos ecológicos, desde la línea de costa 

hasta el mar profundo (Ponder y Lindberg, 2008; Felder y Camp, 2009). 

 La evolución de los gasterópodos está marcada por dos características:  

 La primera, es la transformación de la concha, de una placa a una 

estructura espiral. 

 La segunda, es la torsión de 180º hacia la izquierda sobre el plano 

horizontal de la masa visceral; siendo así los únicos que presentan torsión de su 

cuerpo como resultado de una acción muscular y crecimiento diferencial. Esto 

generalmente ocurre durante la fase tardía de larva veliger (Brusca y Brusca, 

2003; Gabbi, 2006; Jackson et al., 2007).  

 

Figura 2. Diagrama de la morfología interna de un gasterópodo (Imagen 

modificada de: Dahl, 2016). 
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1.1.2.1 Morfología. 

 Siguiendo el plano corporal de los moluscos, se dividen en pie, masa 

visceral y manto. En el manto, se encuentran células sensitivas y, en algunos 

gasterópodos, las glándulas productoras de la concha, que se compone de una 

proteína llamada conquiolina (Meiglitsch, 1972). 

1.1.2.2 Sistema Nervioso. 

 Está compuesto por tres pares de ganglios: los ganglios cerebrales, están 

por encima del esófago; los ganglios pedales, se encuentran anteriores a la línea 

media de los pies; y los ganglios pleurales, están localizados más lateralmente. 

Todos están conectados formando un triángulo neural de cada lado (Meiglitsch, 

1972).  

 La mayoría de los gasterópodos tienen un par de tentáculos cefálicos, y 

ojos pequeños en la base de cada uno de los tentáculos (Brusca y Brusca, 2003). 

1.1.2.3 Sistema Circulatorio. 

 Los gasterópodos, con algunas excepciones, presentan dorsalmente, en el 

interior de una cavidad denominada pericardio, un sistema circulatorio que suele 

estar compuesto por un corazón, con un ventrículo y una aurícula (denominada 

monotocardias). Del ventrículo parte una aorta posterior y otra anterior, que irrigan 

a la masa visceral y la región cabeza-pie-manto respectivamente (Brusca y 

Brusca, 2003).  

 La cavidad principal del cuerpo, es un sistema circulatorio abierto o 

hemocele, ya que la hemolinfa (la sangre de los moluscos) no está siempre 

contenida en una red de vasos sanguíneos, esto funciona como esqueleto 

hidrostático. Entre los vasos que presenta, están los de las branquias. La 

hemolinfa contiene varios tipos de células, entre ellas los amebocitos (Brusca y 

Brusca, 2003).  

 El intercambio ocurre en los tejidos, de tal modo que las células recogen el 

oxígeno y los nutrientes, y ceden los productos de desecho y el CO2. Después, la 

hemolinfa es recogida por vasos que la llevan al nefridio, donde una parte es 
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absorbida, en un proceso de filtración para eliminar los productos de desecho. 

Finalmente, la hemolinfa se incorpora a la circulación branquial, donde se oxigena 

para retornar al corazón. Una parte de la hemolinfa filtrada pasa directamente del 

nefridio al corazón, sin entrar en la circulación branquial (Brusca y Brusca, 2003; 

Gabbi, 2006). 

1.1.2.4 Sistema Respiratorio. 

 Los gasterópodos marinos, respiran por ctenidios (nombre que reciben las 

branquias de los moluscos); estos son estructuras plumosas que presentan un 

epitelio muy fino y están ricamente vascularizadas, lo que favorece el intercambio 

de gases entre la hemolinfa y el agua. Debido a la torsión de algunos 

gasterópodos, el proceso respiratorio se produce en el interior de la cavidad paleal 

donde se alojan los ctenidios delante del corazón (Brusca y Brusca, 2003; Gabbi, 

2006). 

1.1.2.5 Aparato Digestivo. 

 Los moluscos poseen un aparato digestivo completo: boca, cavidad bucal 

(en donde se encuentra el aparato radular), esófago, estómago, intestino y ano. 

Algunas glándulas salivales están asociadas a la parte anterior del aparato 

digestivo; unas producen enzimas ricas en celulasas y quitinasas, y otras secretan 

lubricante sobre la rádula (Brusca y Brusca, 2003). 

 La rádula es el principal aparato de alimentación. Contiene los dientes 

radulares, y consiste en una vaina bilobulada, con un brazo dorsal largo y un brazo 

ventral corto (Brusca y Brusca, 2003). Ha desarrollado diferentes estrategias de 

uso; la modificación de estos dientes radulares ha sido explotada en la 

clasificación de los organismos (Katsuno y Sasaki, 2008).  

 La gran mayoría son micrófagos, algunos raspan o cepillan la superficie de 

las rocas, algas o animales sésiles y objetos similares; otros gasterópodos se 

alimentan del detritus o son carroñeros. Los herbívoros utilizan la rádula para 

cortar piezas de comida, mientras que los carnívoros han convertido su aparato 

radular en una arma (Meiglitsch, 1972).  
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 En términos de alimentación, los gasterópodos más especializados son los 

caracoles del género Conus, en los cuales, la rádula se ha reducido a una 

estructura aislada, hueca y con forma de arpón, el cual utilizan para la inyección 

de veneno (Meiglitsch, 1972; Brusca y Brusca, 2003). 

 Las estructuras básicas de excreción son un par de metanefridios (algunas 

veces llamados riñones); el nefrostoma se abre al celoma pericardial vía ducto 

renopericardio, y el nefridioporo descarga en la cavidad del manto, que 

usualmente se encuentra cerca del ano (Brusca y Brusca, 2003).  

1.1.2.6 Aparato Reproductivo. 

 El aparato reproductor de los gasterópodos, se compone de una sola 

gónada que está fusionada con la masa visceral, la cual generalmente se localiza 

en el interior de las vueltas iniciales de la concha. A partir de la gónada, se 

extiende el gonoducto, que puede variar desde un simple conducto, hasta alcanzar 

altos niveles de complejidad (Brusca y Brusca, 2003; Gabbi, 2006). 

 Los gasteropodos pueden ser organismos dioicos (prosobranquios) o 

hermafroditas (opistobranquios y pulmonados) con reproducción cruzada, siendo 

primero machos y después hembras.  

1.1.2.7 Concha. 

 Una de las características externas más obvias de los gasterópodos es su 

concha; usualmente enrollada y extremadamente variable en tamaño y forma, 

además de poseer colores llamativos. Su formación comienza en el estadio larval. 

Primero es una capa simple, que posteriormente se vuelve una espiral plana, que 

gradualmente cambia a una espiral cónica. La concha provee protección al 

organismo, pero al mismo tiempo le agrega peso; es por eso que, en algunos 

casos, la tendencia es la pérdida o reducción de la concha, que a su vez se 

relaciona con la pérdida de torsión del organismo (Meiglitsch, 1972; Brusca y 

Brusca, 2003). 
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1.1.3 Clasificación. 

 Los gasterópodos se subdividen en tres subclases (Marshall, 1980):  

 Prosobranquios. 

 Opistobranquios. 

 Pulmonados. 

 No obstante, algunos autores consideran una clase más, llamada 

Protogastropoda, la cual es para algunos organismos extintos. Los organismos no 

muestran evidencia de torsión, y las conchas son de forma cónica (espirales 

planas o espirales cónicas). 

1.1.3.1 Prosobranquios. 

 Significa branquias frontales. Está constituida por la mayoría de los 

caracoles marinos, y algunos de los gasterópodos terrestres y de agua dulce 

(Figura 3). Son todos aquellos con torsión en el cuerpo, generalmente debido a 

una concha enrollada en espiral. Son organismos de cuerpo blando, no 

segmentado, con pie muscular y manto. En la parte anterior (cerca de la cabeza) 

tienen los ctenidios, en el borde a los osfradios (que son quimiorreceptores), las 

glándulas hipobranquiales, el ano y los nefridioporos (Brusca y Brusca, 2003). 

 La mayoría de los gasterópodos pertenecen a esta subclase. Incluyendo a 

la familia Conidae, entre muchas otras (Ruppert y Barnes, 1995).  

  

Figura 3. Ejemplos de prosobranquios. Calliostoma annulatum (izquierda) 

(Cole, 2016); Conus mediterraneus (derecha) (Passano, 2010). 
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1.1.3.2 Opistobranquios. 

 Significa branquias posteriores. Está constituida por las babosas, liebres, y 

mariposas marinas (Figura 4). Son gasterópodos marinos, altamente 

desarrollados. Tienen una alta tendencia a la reducción de la concha; el sistema 

nervioso no está torcido, y es relativamente centralizado. Tienen simetría bilateral. 

 

Figura 4. Ejemplos de opistobranquios. Hypselodoris obscura (izquierda); 

Dendrodoris denisoni (centro); Flabelllina iodinea (derecha) (Ling, 2016). 

 

1.1.3.3 Pulmonados. 

 Predominantemente terrestres, y de agua dulce: son los caracoles y 

babosas terrestres (Figura 5). La cavidad del manto se ha modificado como un 

saco respiratorio, utilizado para el aire o para la respiración subacuática; en 

algunos casos carecen de concha. Son hermafroditas. No pasan por estadios 

larvarios (Marshall, 1980). 

   

Figura 5. Ejemplos de gasterópodos pulmonados. Caracol de jardín, Helix 

aspersa (izquierda) (flipper.diff.org); Babosa banana, Ariolimax californicus 

(derecha) (piximus.net). 
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1.1.4 Familia Conidae. 

 Dentro del grupo de los gasterópodos prosobranquios marinos, se ubica la 

familia Conidae que es, sin duda, uno de los grupos inconfundibles entre los 

moluscos. Son llamados “conos” o “caracoles cono”, por la característica forma 

cónica de la concha. Presentan una abertura típicamente larga y estrecha, con 

una concha en una gran variedad de colores (Kohn y Perron, 1994; Olivera, 1997). 

 Son 3 los géneros pertenecientes a la familia Conidae (Figura 6) (López-

Vera, 2001): 

 Hemiconus (ya extinto). 

 Conorbis. 

 Conus. 

 

Figura 6. Representes de la familia Conidae: Del género Hemiconus, H. 

stromboides (izquierda) (fossilshells.nl) y del género Conus, C. textile (derecha) 

(Fotografia: Elaboración propia). 

 Sin embargo, basándose en estudios de filogenética molecular y/o la 

morfología de la radula y/o la concha, se han propuesto nuevas clasificaciones 

para la familia Conidae, una de ellas es la de Puillandre et al. (2015) en la cual 

señala que existen 4 géneros y 71 subgéneros.  

 Además, la familia Conidae, junto con otras dos familias, la Turridae y la 

Terebridae, constituyen el suborden Toxoglossa o Superfamilia Conoidea, y se 

caracterizan por tener un aparato de veneno bien definido (Meyer, 2001). 
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1.1.5 Género Conus. 

 El género Conus comprende caracoles marinos carnívoros, que surgieron 

aproximadamente hace 50 millones de años. El primer fósil encontrado de Conus 

aparece justo después de la extinción de los dinosaurios y los amonites (Olivera et 

al., 1990; Olivera 1997), lo cual nos permite decir, hablando en términos 

geológicos y evolutivos, que es un grupo relativamente reciente (López-Vera et al., 

2006). 

 Existen alrededor de 500 a 700 especies (al menos el 10% de la diversidad 

Conoidea total), distribuidas principalmente en mares tropicales y subtropicales, 

aunque algunas especies se han adaptado a aguas frías; la mayoría de ellas se 

encuentra en la región del océano Indo-Pacífico (60%) y Pacífico Oriental (Figura 

7) (Keen, 1971; Kohn et al., 2001; Daly y Craik, 2009; Paredes et al., 2010; 

Fedosow et al., 2012). 

 Generalmente habitan en arrecifes coralinos, suelos arenosos, rocosos, 

praderas de pastos marinos y zonas intermareales; algunos, como C. pacificus, se 

han encontrado a profundidades que van más allá de los 400 m (Terlau y Olivera, 

2004; López-Vera et al., 2006; Bouchet, 2013). 
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Figura 7. Diversidad del género Conus en el mundo. Se señala con color rojo, 

aquellos lugares donde hay una mayor diversidad (Imagen modificada de: 

biodiversitymapping.org). 

 

 Los conos, como se le conoce comúnmente al género Conus, son el grupo 

de depredadores marinos carnívoros más exitoso y numeroso que existe. Dado 

que son organismos de visión pobre y hábitos nocturnos, han desarrollado como 

estrategia evolutiva el uso de veneno como arma principal para la captura de sus 

presas, y como mecanismo de defensa en contra de sus depredadores o, 

posiblemente, para disuadir a sus competidores (Olivera, 1997; Meyer, 2001; 

Terlau y Olivera, 2004; Wang y Chi, 2004; Aguilar et al., 2005; Buczek et al., 

2005). 

 



 

14 
 

 

 

 

Figura 8. Aparato venenoso de Conus. Esquema de la distribución del aparato 

venenoso dentro del organismo (arriba). Fotografía del aparato venenoso de C. 

fergusoni aislado del caracol (abajo) (Imagen modificada de: Halai y Craik, 2008;  

Fotografía: Elaboración propia). 

 Poseen un aparato venenoso altamente sofisticado (Figura 8), que está 

constituido por: la probóscide, un conducto venenoso (donde las células epiteliales 

sintetizan el veneno y este se almacena), un bulbo venenoso, y un saco radular 

donde resguardan las rádulas toxoglossas en forma de arpón (son huecas, 
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acanaladas y barbadas), que funcionan como agujas hipodérmicas para inyectar el 

veneno en la presa (Terlau y Olivera, 2004). 

 La detección de la presa, se logra a través de señales químicas y cambios 

de presión. Una vez detectada, el arpón se mueve hacia la faringe, desde el saco 

radular hasta la probóscide, donde es acomodado y cargado de veneno Y queda 

listo para inyectar a la presa (Marshall et al., 2002; Campos-Lira, 2014). 

 Generalmente, los Conus se alimentan durante la noche de diferentes tipos 

de presas; basados en este criterio, se clasifican en tres grupos (aunque el 

número de animales que pueden ser envenenados, va más allá de estos tres) 

(Kohn, 1983; Olivera et al., 1990; Terlau y Olivera, 2004; Buczek et al. 2005): 

 Vermívoros; se alimentan de gusanos, principalmente poliquetos, también 

hemicordados y equiuroideos. Son el grupo más abundante. 

 Molusquívoros; se alimentan de moluscos. 

 Piscívoros; se alimentan de peces por dos técnicas diferentes: arpón y 

sedal y pesca con red.  

 

Figura 9. Alimentación piscívora. Conus geographus extendiendo la boca 

para engullir completo al pez (s3.vidimg.popscreen.com). 

 

 Una de las características inusuales del género es el tamaño de la presa 

que pueden ingerir, siendo esta de igual o mayor tamaño que el caracol. Debido a 
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que los dientes radulares no pueden desgarrar a la presa, estos caracoles suelen 

tragar presas enteras (Kantor, 2007)  

 

1.1.5.1 Conus en México. 

 Pese a que son pocos los estudios relacionados con los aspectos 

ecológicos de los caracoles conos que habitan aguas territoriales, se sabe que la 

especiación de estos, ha sido rápida y, de las especies vivientes a nivel mundial, 

70 habitan las costas mexicanas (Abbott y Dnace 1998; López-Vera et al., 2006). 

Se encuentran distribuidas en las llamadas provincias Panámica (costa del 

Océano Pacífico) y Costa Caribeña (costas del Golfo de México y del Mar Caribe).  

1.1.6 Conus fergusoni. 

 La especie fue descrita por Sowerby III en 1873. La concha tiene una 

longitud máxima de 153 mm, con 12 a 13 espirales. La línea de la espiral es 

cóncava en especímenes jovenes y recta en los organismos adultos. La superficie 

es lisa con excepción de 10 a 15 estrías, que se encuentran en el tercio inferior de 

la espiral. 

  

Figura 10. Conus fergusoni. Concha sin periostraco de un organismo adulto 

(izquierda) (coneshell.net); concha cubierta por periostraco (derecha) (idscaro.net). 

 

 Su color es amarillo-naranja brillante. Es más pálido en organismos de 

tamaño pequeño, y se desvanece a blanco en especímenes grandes. El 

file:///C:/Users/Manuel/AppData/Local/Temp/coneshell.net
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periostraco es delgado, y presenta un color brillante en los especímenes 

pequeños, mientras que en los adultos, es grueso y de color marrón oscuro 

(Figura 10). El opérculo es aproximadamente cuatro veces más largo que ancho 

(McLean y Nybakken, 1979).  

 Su distribución abarca desde Bahía Magdalena en México (Baja California 

Sur), hasta la Isla Lobos de Tierra e Isla Lobos de Afuera en Perú (Figura 11).  

 McLean observó C. fergusoni en fondos rocosos submareales a 

profundidades someras (0 a 200 metros). En localidades de la parte central de la 

zona de distribución anteriormente mencionada, sólo se conoce su presencia a 

partir de registros de dragado. La especie no está restringida a un sustrato rocoso; 

se ha observado en fondos blandos, en la zona de pesca de camarón en el Golfo 

de Guayaquil, Perú (McLean y Nybakken, 1979). 

 

 

Figura 11. Mapa de distribución de C. fergusoni (Tenorio, 2013). 
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1.2 Toxinas de conos (Conotoxinas). 

 Para un depredador venenoso, como son los conos, una alta especificidad 

de las toxinas puede ser una ventaja; particularmente si la velocidad del proceso 

de parálisis de la presa es un factor importante. Por ello, han desarrollado distintos 

venenos como una estrategia de supervivencia para la alimentación y la defensa 

(McIntosh et al., 1999). 

 Una especificidad limitada a uno o pocos blancos moleculares permite un 

uso más rápido y eficiente de un menor número de moléculas de toxinas. Del 

mismo modo, evita el desperdicio del ligando. No se excluye la posibilidad de que 

dos o más toxinas actúen sobre diferentes blancos moleculares y ejerzan su 

efecto de manera paralela, con el fin de inmovilizar a la presa de manera más 

eficiente (Becerra, 2012).  

 La producción de una gran cantidad de péptidos pequeños biológicamente 

activos es una adaptación evolutiva de depredadores con movimientos lentos y 

carentes de aditamentos mecánicos para capturar a sus presas, o defenderse de 

los depredadores (Becerra, 2012). 

 El veneno de los conos comprende más de 50,000 componentes activos. 

Muchos de ellos actúan sobre el sistema nervioso y la mayoría son péptidos 

pequeños (10-40 residuos de aminoácidos), ricos en puentes disulfuro y con 0 a 6 

aminoácidos entre los residuos de cisteína, los cuales se presentan en arreglos 

diferentes (Woodward et al., 1990; Olivera et al., 1990; Olivera, 2006).  

 Aquellos con múltiples puentes disulfuro son conocidos como conotoxinas, 

o si solo tienen un puente disulfuro o ninguno, son llamados conopéptidos 

(Lluisma et al., 2008; Kaas et al., 2010; Lewis et al., 2012). Actúan, entre otros 

sitios, en la unión neuromuscular, dirigidos específicamente a canales iónicos 

activados por voltaje, y a receptores, causando una rápida inmovilización de la 

presa.  

 Aunque las conotoxinas son pequeñas, asumen conformaciones 

específicas (como si fueran polipéptidos más grandes). La estabilidad 
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conformacional está dada por los puentes disulfuro y, la riqueza en su diversidad 

química, se deriva la variedad de secuencias y alta frecuencia de modificaciones 

post-traduccionales, presentes en la mayoría de ellas (Kaas et al., 2010). 

1.2.1 Estructura bioquímica. 

 La biosíntesis de los conopéptidos, se da en las células epiteliales del 

conducto venenoso; todos se sintetizan, inicialmente, como precursores o pre-

propéptidos a través del mecanismo ribosomal convencional. Los precursores 

cuentan con 70 a 120 aminoácidos en su estructura, y se caracterizan por 

presentar tres zonas peculiares, dos de ellas muy conservadas (Figura 12) (Jones 

y Bulaj, 2000; Olivera y Cruz, 2001; Olivera, 2006; Kaas et al., 2010; Laht et al., 

2012; Aguilar et al., 2013): 

 Secuencia señal típica en el extremo amino (región “pre”); con 20 a 25 

aminoácidos en su estructura. Su función es dirigir al conopéptido en su 

camino hacia la secreción y está ampliamente conservada entre diversas 

toxinas. 

 Región central o intermedia (región “pro”); con entre 20 y 60 aminoácidos 

en su estructura. Está asociada a las modificaciones post-traduccionales 

presentes en las toxinas, ya que tiene señales de reconocimiento para las 

enzimas que realizan las modificaciones. 

 La región de la toxina madura en el extremo carboxilo; siempre presente en 

una sola copia (con 10 a 40 aminoácidos en su estructura). Es el 

componente biológicamente activo del veneno de Conus y presenta un 

arreglo de residuos de cisteínas que es ampliamente conservado, mientras 

que los aminoácidos intercisteínas presentan una variabilidad de hasta un 

70%. 

 Una vez terminada la traducción, un corte proteolítico del prepropétido es 

un paso obligatorio para obtener la toxina funcionalmente madura (Woodward et 

al., 1990)  
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Figura 12. Organización del precursor de conopéptidos. La organización 

ejemplificada, corresponde a la secuencia del precursor de la conotoxina SmIVA 

(Imagen modificada de: Conoserver.org).  

 

1.2.2 Clasificación de conotoxinas. 

 Debido a las secuencias señal y a los blancos moleculares y su efecto 

sobre ellos, se ha podido clasificar a las conotoxinas en (Figura 13) (Terlau y 

Olivera, 2004; Halai y Craik, 2009):  

 Superfamilias genéticas; se definen de acuerdo a la secuencia del péptido 

señal de los precursores. Cada superfamilia está asociada a uno o más 

arreglos de cisteínas (Cys) (Terlau y Olivera, 2004; Kaas et al., 2012). 

 Familias farmacológicas; se definen de acuerdo al tipo de blanco molecular 

de las toxinas, y al efecto de éstas sobre el blanco (Olivera y Cruz, 2001). 

 Una característica importante, que también contribuye de manera 

significativa a la diversidad química de las conotoxinas, es que presentan 

diversas modificaciones post-traduccionales. Estas son llevadas a cabo en las 

células del conducto de veneno, en donde se encuentran las enzimas que las 

realizan  (Bandyopadhyay et al., 1998; Hooper et al., 2000; Campos-Lira, 

2014). 

 La función de la mayoría de estas modificaciones aún es desconocida; sin 

embargo, se cree que tiene efecto en la interacción específica con el blanco 

molecular, y que intervienen en la estabilidad del plegamiento de algunos 

péptidos, sobre todo aquellos que carecen de residuos de cisteínas (López-

Vera et al., 2008; Aguilar et al., 2009). 
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Figura 13. Clasificación de las conotoxinas. Clasificación basada en su 

superfamilia y blanco molecular (Imagen modificada de Akondi et al., 2014). 

 

1.2.2.1 Superfamilia A. 

 Está compuesta por cuatro diferentes familias (Flores-Torres, 2009): 

 Familia “”; es antagonista del receptor nicotínico de acetilcolina (RnACh); 

con un arreglo de cisteínas CC-C-C. 

 Familia “”; es antagonista del receptor adrenérgico 1B, con un arreglo de 

cisteínas CC-C-C. 

 Familias “A”; es antagonista del nAChR; con el arreglo de cisteínas CC-C-

C-C-C. 

 Familia “A”; es antagonista de canales de potasio activados por voltaje, 

con el arreglo de cisteínas CC-C-C-C-C.  
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 Dentro de esta superfamilia, se encuentran las -conotoxinas, que son las 

primeras toxinas aisladas del veneno de cono y, los primeros conopéptidos 

caracterizados bioquímicamente. Inhiben canales iónicos dependientes de ligando, 

bloqueando los receptores nicotínicos de acetilcolina de músculo esquelético y de 

tipo neuronal, que son los principales en la transmisión sináptica a lo largo del 

sistema nervioso central. 

1.2.3 Efectos de conotoxinas. 

 A lo largo de los estudios con conotoxinas, han sido impresionantes los 

hallazgos de los diversos blancos moleculares que modulan. Esto se debe a la 

capacidad para discriminar las isoformas de los canales iónicos, estrechamente 

relacionadas, en términos de homología (Terlau y Olivera, 2004). 

 Las conotoxinas hasta ahora estudiadas, tienen como blanco molecular 

cuatro tipos de proteínas de membrana: (Lewis et al., 2012; Campos-Lira, 2014; 

Robinson y Norton, 2014): 

 Canales iónicos activados por voltaje; ω, µ, µO, δ, ι y ƙ conotoxinas. 

 Canales iónicos activados por ligando; α- y σ-conotoxinas. conantokinas y 

con-ikot-ikot.  

 Receptores acoplados a proteínas G; -conotoxinas, conopresinas y 

contulakinas. 

 Transportadores de neurotransmisores (- conotoxinas). 

1.2.3.1 Canales iónicos activados por voltaje. 

1.2.3.1.1 Conotoxinas moduladoras de canales de sodio dependientes de voltaje 

(Nav).  

 Tienen efecto sobre canales de sodio, causando su inhibición o retrasando 

la inactivación. Presentan una elevada especificidad y selectividad por los 

diferentes subtipos de canales, llegando a discriminar entre las diferentes 

isoformas de los poros permeables al ion sodio ubicados en el músculo, neuronas 

o corazón (Becerra, 2012).  
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 µ-conotoxinas. 

 Contienen de 22 a 25 residuos de aminoácidos y seis residuos de Cys, que 

forman 3 puentes disulfuro que estabilizan su estructura tridimensional. Inhiben a 

los canales de Na+  (Becerra, 2012). 

 µO-conotoxinas. 

 Son péptidos extraordinariamente hidrofóbicos. Inhiben la conductancia del 

canal de Na+, evitando su apertura (Terlau et al., 1996). 

 δ-conotoxinas. 

 Presentan una superficie exterior de varios residuos hidrofóbicos, los cuales 

pueden estar relacionados con el sitio de unión al canal. Bloquean o provocan un 

retraso en la inactivación de las corrientes de Na+ y cambian la activación voltaje 

dependiente a potenciales más negativos, resultando en una prolongación del 

potencial de acción (Shon et al., 1994; Leipold et al., 2005). 

 ι-conotoxinas  

 Aumentan la apertura del canal de sodio, recorriendo la dependencia de 

voltaje de la activación a potenciales más hiperpolarizados (Lewis et al., 2012). 

1.2.3.1.2 Conotoxinas moduladoras de canales de potasio dependientes de 

voltaje (Kv).  

 ƙ-conotoxinas  

 Bloquean los canales de K+ activados por voltaje (Terlau et al., 1996; Shon 

et al., 1998). 

1.2.3.1.3 Conotoxinas moduladoras de canales de calcio dependientes de voltaje 

(Cav).  

 ω-conotoxinas  

 Son inhibidoras de canales de calcio, los cuales controlan la liberación de 

neurotransmisores y la contracción muscular (Randall, 1998; Lewis et al., 2012). 

Existen múltiples isoformas de ω-conotoxinas, teniendo grandes diferencias en las 
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secuencias de aminoácidos; la afinidad con que se unen depende de las 

subunidades presentes en los canales (Mould et al., 2004). 

1.2.3.2 Conotoxinas moduladoras de canales iónicos ligando 

dependientes. 

1.2.3.2.1 α-conotoxinas  

 Son antagonistas específicos de diversos receptores nicotínicos de la 

acetilcolina (RnACh) de tipo muscular y neuronal, los cuales juegan un papel muy 

importante en la transmisión sináptica a lo largo del sistema nervioso central 

(Nicke et al., 2004).  

 Su alta especificidad se debe a que son antagonistas competitivos, ya que 

estas toxinas se unen al mismo sitio del ligando natural, actuando de la misma 

manera que la α–bungarotoxina y el curare (Terlau y Olivera, 2004; López–Vera, 

2010). 

 Las conotoxinas se caracterizan por poseer dos pares de residuos de 

cisteína, con lo cual se han clasificado en tres grupos, basados en el número de 

residuos existentes entre la segunda y tercera cisteína, y entre la tercera y cuarta 

cisteína (ejemplo, --C1C2----C3-------C4-, grupo 4/7) (McIntosh et al., 1999; Inserra 

et al., 2013; Lebbe et al., 2014):  

 Subfamilia 4/7; son antagonistas contra RnACh neuronales. 

 Subfamilia 3/5; son antagonistas contra RnACh musculares; están asociadas a 

los caracoles piscívoros. 

 Grupo heterogéneo; aquí se encuentran las subfamilias 4/3, 4/4, 4/5, 4/6 que 

tienen acción antagonista contra los RnACh neuronales. 

1.2.3.2.2 σ-conotoxinas.  

 Inactivan el receptor de serotonina; solo el subtipo 5-HT3 puede ser 

inactivado a través de antagonismo competitivo (Kandel et al., 2000). 

 La toxina -GVIIA es el único conopéptido, representante de este grupo; 

tiene 41 residuos de aminoácidos, cinco puentes disulfuro, el extremo carboxilo 
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terminal amidado y una modificación post-traduccional inusual: 6-bromoptriptofano 

(López-Vera, 2005; Lewis et al., 2012). 

1.2.3.2.3 ψ-conotoxinas. 

 Son las conotoxinas más grandes en cuanto el número de residuos de 

aminoácidos y son antagonistas no competitivas de RnACh (Shon et al., 1997; 

Mitchell et al., 1998; López-Vera et al., 2004). 

1.2.3.2.4 Conantokinas.  

 Son pequeños péptidos que carecen de cisteínas en su estructura primaria 

(Nielsen et al., 1994). Cuentan con una potente y selectiva acción inhibitoria del 

receptor NMDA (N-metil-D-aspartato), un tipo de receptor de glutamato (Olivera y 

Cruz, 2001; Gowd et al., 2012; Platt et al., 2012). 

1.2.3.3 Receptores acoplados a proteínas G. 

1.2.3.3.1 ρ-conotoxinas. 

 Moléculas inhibitorias no competitivas de los receptores α1-adrenérgicos. 

Están implicadas en mecanismos de liberación de noradrenalina en los nervios 

simpáticos (Sharpe et al., 2001; López-Vera, 2005). 

1.2.3.3.2 Conopresinas. 

 Su función biológica es muy similar a la vasopresina y oxitocina. Solo que 

estas dos presentan una carga positiva adicional (Nielsen et al., 1994). Los 

receptores de vasopresina y oxitocina se unen a sus agonistas naturales, y a las 

conopresinas, en un sitio formado por el arreglo de siete dominios 

transmembranales (Dutertre et al., 2008). 

1.2.3.3.3 Contulakinas.   

 Son agonistas en un receptor de neurotensina (Craig et al., 1999). 
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1.2.3.4 Transportadores de neurotransmisores.  

1.2.3.4.1  -conotoxinas.  

 Inhibidoras del transportador de noradrenalina. Estructuralmente, son muy 

parecidas a las α-conotoxinas, pero la diferencia radica en la conectividad de 

puentes disulfuro 1-4 y 2-3 (McIntosh et al., 2000; López-Vera, 2005).  

 

  



 

27 
 

1.3 Acetilcolina y sus receptores.  

1.3.1 Neurotransmisores. 

 La información entre neuronas se transmite a través de una sustancia 

química denominada neurotransmisor, que se libera en la sinapsis como respuesta 

a un estímulo específico. 

 El neurotransmisor secretado actúa en receptores especializados y 

altamente selectivos para su ligando (Figura 14), que se localizan en la célula 

postsináptica, lo que provoca cambios en el metabolismo de ésta, modificando su 

actividad celular (Mc Mahan, 1992; Flores-Soto, 2005). 

 

  

Figura 14. Transmisión eléctrica entre las células. Y apertura de un canal 

iónico (Imagen modificada de (izquierda) Freeman, 2016; (derecha) Cunnings, 

2001). 

 

1.3.2 Acetilcolina. 

 Langley y Dale habían postulado el concepto de neurotransmisor químico a 

principios del siglo XX, pero fue Otto Loewi quien, en 1921 demostró que el nervio 

vago liberaba una sustancia que disminuía los latidos del corazón de la rana, la 



 

28 
 

describió como "actividad humoral” y sus efectos se reflejaban en otros tejidos 

(Flores-Soto, 2005; Criado, 2011). 

 Esta sustancia fue caracterizada químicamente en 1929, y se le denominó 

acetilcolina, pues su estructura química resulta ser de gran simplicidad, un éster 

del ácido acético y la colina, como se puede apreciar en la Figura 15 (Flores-Soto, 

2005; Díaz-Hernández et al. 2000). 

  

Figura 15. Molécula de acetilcolina (chemistry.about.com).  

 

 La acetilcolina se sintetiza a partir de la colina, que se acumula en las 

neuronas colinérgicas mediante una reacción con la acetil CoA y bajo la influencia 

enzimática de la colina acetiltransferasa (CAT) (Mc Mahan, 1992; Flores-Soto, 

2005). 

 La CAT se localiza en el sistema nervioso central (SNC), específicamente 

donde tiene lugar la síntesis de acetilcolina. La mayor actividad se encuentra en el 

núcleo interpeduncular, el núcleo caudado, la retina, el epitelio coronal, el 

hipocampo, la corteza cerebral y las raíces ventrales de la médula espinal; se 

sintetiza en el soma neuronal y viaja a lo largo del axón, posiblemente unida a los 

neurotúbulos, que actúan como transportadores; sin embargo, también se ha 

señalado la síntesis de esta proteína en los axones preterminales y botones 

terminales (Massoulie, 1982; Loffelhotz, 1995). 

 Estudios de Claude Benard, junto con Bernhard Katz, Johen Eccles y 

Stephen Kuffler, demostraron que la interacción de la acetilcolina con un receptor 

http://www.iqb.es/
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de membrana post-sináptica provocaba un incremento en la conductancia de la 

membrana a cationes, lo que causaba la despolarización de la membrana de la 

célula muscular, dando como resultado la contracción muscular (Criado, 2011). 

 

1.3.3 Receptor de Acetilcolina (RACh). 

 El incremento de este estudio, se dio con los peces eléctricos Torpedo 

marmorata, cuyo órgano eléctrico puede generar potenciales de 50 V y una 

intensidad de corriente de 50 A (Figura 16). Estos tienen una pila de células 

llamadas electrocitos, que son células musculares que perdieron su capacidad de 

producir contracciones, pero no su excitabilidad (Criado, 2011).  

 

   

Figura 16. Pez Torpedo (izquierda) y diagrama del órgano eléctrico (derecha) 

(elasmodiver.com; Roule, 1935). 

 

 Así, el receptor de acetilcolina resultó ser muy abundante en las células del 

órgano eléctrico, aproximadamente 1,000 veces más que en el musculo estriado; 

esto facilitó su aislamiento y purificación, convirtiéndose en el primer receptor de 

neurotransmisores en ser identificado y purificado, mediante cromatografía de 

afinidad, usando -bungarotoxina. También, el primero en ser caracterizado 

bioquímica y electrofisiológicamente.  
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 Se descubrió que se expresa en varias regiones del sistema nervioso 

central y periférico, con un rol mayor en la transmisión neuromuscular. Se 

presenta también en varios tejidos no neuronales, como la glía, células 

sanguíneas, células del sistema digestivo, y células pulmonares (Flores-Soto, 

2005; Criado, 2011). 

 En otros estudios realizados, Henry Dale clasificó a los receptores de 

acetilcolina en dos grupos, dependiendo de los efectos farmacológicos por los 

alcaloides muscarina y nicotina (Flores-Soto, 2005):  

 Receptor muscarínico; respuestas prolongadas, resultado de la interacción 

con segundo mensajero a través de proteínas G. Está presente en diversos 

órganos y tejidos en la periferia (tejido cardiaco, músculo liso y glándulas 

exocrinas), y dentro del sistema nervioso central. En el cerebro, los 

receptores muscarínicos están presentes en terminales sinápticas, 

regulando la liberación de neurotransmisores.  

 Receptor nicotínico; respuesta rápida y breve. Se une al receptor y provoca 

cambios en su estructura que conducen a la apertura de canales iónicos, 

poseen, al menos, dos sitios de unión para el neurotransmisor, y contienen 

el canal iónico, responsable de transmitir la señal hacia el interior de la 

célula. 

 

1.3.3.1 Receptor nicotínico de acetilcolina (RnACh). 

 Existen dos tipos de RnACh en vertebrados: los de tipo muscular, que se 

encuentran en la parte post-sináptica en la placa neuromuscular; y los de tipo 

neuronal, presentes tanto pre- como postsinápticamente en el sistema nervioso 

periférico y central (Chargeux et al., 1984; Nirthanan, 2004). Se sabe que ambos 

tipos están constituidos por cinco subunidades homólogas, formando un poro 

central, por el cual conducen cationes, cuando se une su ligando natural (ACh).  

 En el caso de los receptores musculares estas subunidades son  

en músculo fetal, con la sustitución de la subunidad  por la subunidad en el 
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adulto ((Figura 17 izquierda). A diferencia de éstos, los receptores 

neuronales sólo están constituidos por combinaciones de subunidades y , 

siendo en la subunidad o en la interfase con las subunidades , donde se 

encuentra el sitio de unión de ACh y con ello, el sitio de activación del canal. Sin 

embargo, nueve subunidades  y tres subunidades ), han sido 

clonadas (Figura 17 derecha). Por lo que diferentes subunidades de RnACh, 

pueden combinarse de varias maneras, con propiedades farmacológicas y 

electrofisiológicas distintas (López-Vera, 2010). 

 

   

Figura 17. Subunidades y combinación del RnACh. Receptor nicotínico 

muscular (izquierda), Receptores nicotínicos neuronales (derecha) (Imagen 

modificada de López-Vera, 2010). 

 

 Todas las subunidades son homólogas y su organización estructural es 

similar, compuesta por: 

 Un dominio N-terminal hidrofílico orientado hacia el exterior celular, 

constituido por unos 200 aminoácidos, que contienen los elementos  

importantes del sitio de unión al agonista. 

 Cuatro segmentos hidrofóbicos (M1-M4), que atraviesan la membrana 

como estructuras alfa helicoidales. 
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 Dominios hidrofílicos uniendo los anteriores, que son poco extensos, a 

excepción del que une los fragmentos M3 y M4, que puede tener entre 50 

y 250 aminoácidos; está orientado intracelularmente y es la única zona de 

las subunidades que no tiene identidad de secuencia considerable. 

 Un segmento corto C-terminal extracelular. 
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2 Justificación. 

 Es un hecho que un grupo particular de conotoxinas, las llamadas -

conotoxinas, afectan de manera selectiva a diferentes subtipos de receptores 

nicotínicos de acetilcolina.  

 Este grupo de conotoxinas, se encuentran preferentemente en especies 

que se alimentan de peces. Sin embargo, empiezan a caracterizarse otras 

conotoxinas, con efecto sobre este tipo de receptores de especies que se 

alimentan de gusanos. Dado que la mayoría de las especies de caracoles que 

habitan nuestras costas son vermívoras, es posible encontrar otro grupo de 

conotoxinas, dada la gran variedad de toxinas (hasta 200) que puede producir un 

caracol.  
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3 Hipótesis.  

 

 Existirán toxinas que modulen los receptores nicotínicos de acetilcolina en 

todos los venenos de las especies de Conus, como ejemplo de ello, C. fergusoni. 
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4 Objetivos. 

4.1 Objetivo General. 

 Determinar qué conotoxinas del veneno de C. fergusoni modulan a los 

receptores de acetilcolina. 

 

4.2 Objetivos Particulares. 

 Identificar la presencia de conotoxinas con efecto sobre distintos subtipos 

de receptores nicotínicos de acetilcolina en los extractos del veneno de C. 

fergusoni. 

 Caracterizar bioquímicamente (estructura primaria) la(s) toxina(s) con 

actividad sobre subtipos de receptores nicotínicos de acetilcolina. 

 Determinar la concentración inhibitoria media (IC50) de la(s) toxina(s) 

caracterizadas. 
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5 Material y métodos. 

5.1 Material biológico. 

 Se utilizaron cuatro organismos de la especie C. fergusoni colectados en las 

costas de Mazatlán, Sinaloa (código GC/0399 del inventario del laboratorio) 

(Figura 18).  

 

Figura 18. Concha del caracol Conus fergusoni. Organismo ocupado durante 

este proyecto  (Fotografia: Elaboración propia). 

 

5.2 Disección del caracol. 

 Para obtener el aparato venenoso del caracol fue necesario descongelarlo. 

Una vez así, se llevó a cabo su disección sobre una cama de hielo, para evitar la 

desnaturalización de los componentes del veneno (Figura 19). 

 Obtenidos los conductos venenosos, se colocaron en solución de 

extracción: acetonitrilo (ACN) al 40% y ácido trifluroacético (TFA) al 2%. Se 

congelaron a -20°C, hasta su fraccionamiento. 



 

37 
 

 

Figura 19. Disección de C. fergusoni. Dentro del círculo (izquierda) se aprecia el 

conducto venenoso en el organismo; a la derecha se observa cómo fue aislado 

para su uso (Fotografias: Elaboración propia). 

 

5.3 Obtención del extracto crudo de veneno. 

 Para la obtención del veneno, los conductos venenosos se colocaron en 10 

mL de solución de extracción, y se maceraron con el homogenizador Tissue 

Tearor 985370 de BioSpec Products, en la velocidad seis, hasta que se observó 

que el tejido se había disgregado en su totalidad. 

 Posteriormente, el extracto se pasó a tubos Eppendorf de 2 mL y se 

centrifugó a 12,000 g, durante 20 minutos. Se conservó el sobrenadante (como la 

fracción rica en péptidos), decantándolo en tubos Eppendorf de 2 mL. 

5.4 Cuantificación de proteínas. 

 Se realizó la cuantificación de proteínas totales en un Nanodrop 2000 de 

Thermo Scientific mediante lecturas a una longitud de onda de 280 nm.  

5.5 Fraccionamiento del veneno por RP-HPLC. 

 Los componentes del veneno se fraccionaron mediante cromatografía 

líquida de alta resolución en fase reversa, conocida como RP-HPLC por sus siglas 

en inglés (Reverse phase- High phase liquid cromatography), utilizando una 

columna analítica de silica Vydac C18 (4.6 mm x 250 mm, tamaño de partícula 5 
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m, 300 Armstrong tamaño de poro), provista con una precolumna de silica 

(218TP54, 4.6 x 10 mm, 5 m de tamaño de partícula). El gradiente de elusión fue 

de 5-100% de solución B en 95 min con un flujo de 1 mL/min. La solución A 

consistió en TFA al 0.1% y H2O grado HPLC, mientras que la solución B estuvo 

compuesta por TFA al 0.085% y ACN al 90%. Los péptidos fueron monitoreados a 

través de un detector de UV a dos longitudes de onda: 220 y 280 nm. 

5.6 Propagación de subunidades de receptores nicotínicos de acetilcolina. 

 La propagación de los plásmidos correspondientes a las subunidades 

y, se realizó mediante la transformación de 100 L de células 

competentes de la cepa XL1 Blue de E. coli con 900 L de medio SOC (Triptona, 

Extracto de levadura, NaCl 8 mM, KCl 250 mM, MgCl2 2 M y glucosa 20 mM; pH 7 

ajustado con 1 N NaOH). 

 La selección se hizo mediante la siembra de las bacterias en cajas de Petri 

con medio LB agar/ampicilina (Triptona, Extracto de levadura, NaCl, Agar agar (pH 

7.2 ajustado con 10 N NaOH)/ampicilina 80 mg/L), y se dejó incubar toda la noche 

a 37°C.  

 Posteriormente, se tomó una colonia de bacterias y se sembró en tubos 

Falcon de 15 mL con 3 mL de medio LB liquido/ampicilina (Triptona, Extracto de 

levadura, NaCl/ampicilina 80 mg/L (pH 7.2 ajustado con 10 N NaOH), y se dejó 

incubar toda la noche a 37°C. 

 La obtención y purificación del DNA de los cultivos se realizó con el kit 

Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega). Su cuantificación 

fue mediante el sistema Nanodrop 2000.  

 El cual, para la cuantificación de ácidos nucleicos, utiliza la ecuación  

modificada de Beer-Lambert para utilizar un factor con unidades de ng-cm /L. La 

ecuación modificada es la siguiente (Thermo Fisher, 2009):  

 C = (A*e)/b 
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 Donde:  

C= La concentración de ácido nucleico en ng/L. 

A= La absorbancia en AU. 

E= El coeficiente de extinción dependiente de la longitud de onda en ng-cm/L. 

b= La longitud del trayecto en cm. 

 Los coeficientes de extinción generalmente aceptados para los ácidos 

nucleicos son: 

 DNA de doble hebra: 50 ng-cm/μL. 

 ARN: 40 ng-cm/μL. 

5.7 Transcripción in vitro. 

 Previo a la transcripción, se llevó a cabo la linearización del cDNA de las 

subunidades  y , utilizando la enzima Not I (la subunidad  no se 

linearizó). La purificación se hizo con el kit EZ-10 Spin Column PCR Purification Kit 

(Bio Basic). 

 Para la transcripción de todas las subunidades se utilizaron 2 L de la 

enzima T7 Ambion mMessage mMachine, bajo el protocolo del mMessage 

mMachine Kit (Applied Biosystem). La purificación se realizó con el kit RNeasy 

Mini Kit (QIAGEN). 

 La cuantificación del RNA fue mediante un Nanodrop 2000 bajo las 

condiciones mencionadas anteriormente. 

5.8 Obtención de ovocitos. 

 La obtención de los ovocitos se realizó mediante microcirugías a ranas 

Xenopus laevis. Estas fueron puestas en tricaina metanosulfonato (MS-222) al 2% 

durante aproximadamente 20 min, hasta que dejó de tener movimiento.  

 La incisión se realizó en la parte ventral de la rana y fue menor a un 

centímetro (Figura 20 izquierda y central). Al extraer los ovocitos (Figura 20 

derecha), fueron puestos en medio OR-2 (NaCl 82.5 mM, KCl 2.5 mM, MgCl2 
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6H2O 1 mM, Hepes 5 mM; pH 7.5 ajustado con NaOH 10 N), donde se lavó 

numerosas veces para eliminar impurezas.  

 

Figura 20. Microcirugía de X. laevis. Extracción de los ovocitos (izquierda) 

puede apreciarse que estos se obtienen como un pequeño saco; inicio de la sutura 

del musculo (centro); ovocitos recién extraídos vistos al microscopio (derecha) 

(Fotografias: Elaboración propia). 

 

 Posteriormente, se añadió colagenasa (1.15 mg/mL) al medio OR-2 y se 

dejó en agitación por aproximadamente 40 min, hasta que el saco se disgregó en 

su totalidad. Luego, los ovocitos se retiraron de la colagenasa y volvieron a lavarse 

con OR-2 hasta que el medio dejó de observarse turbio.  

 La selección de ovocitos se realizó de manera manual, escogiendo 

únicamente aquellos que se encontraban en los estadios de desarrollo V y VII 

(Figura 21). Estos se colocaron en solución extracelular cuya concentración 

milimolar es: 96 NaCl, 2 KCl, 1.8 CaCl2, 1 MgCl2 y 5 HEPES (pH 7.1-7.5 ajustado 

con 10 N NaOH) añadido con Penicilina/Estreptomicina (100U/100g)/mL (Sigma) 

y gentamicina 100 g/mL. 
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Figura 21. Selección de ovocitos de X. laevis. Ovocitos resultantes del lavado 

posterior a la colagenasa; se puede observar ovocitos en mal estado y en 

diferentes estadios de desarrollo (izquierda) y ovocitos en estadio V y VII después 

de la selección manual (derecha) (Fotografias: Elaboración propia). 

5.9 Expresión heteróloga. 

 La expresión de receptores nicotínicos de acetilcolina se realizó en los 

ovocitos aislados en estadio de desarrollo V y VII, mediante la inyección al núcleo 

de 13 ng de cDNA del subtipo  (Figura 22) y la inyección en citoplasma 

de 30 y 50 ng de RNAm de los subtipos y de RnACh respectivamente; 

con ayuda de un nanoinyector Nanoliter 2000 (World Precision Instruments). 

 La expresión se evaluó de 3 a 4 días posteriores a la inyección. 

 

Figura 22. Inyección de material genético. Se aprecia la inyección cDNA al 

núcleo del ovocito de X. laevis (Fotografia: Elaboración propia). 
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5.10 Ensayos electrofisiológicos. 

 Para confirmar la expresión de los RnACh se llevó a cabo la técnica 

electrofisiológica de fijación de voltaje con dos electrodos en ovocitos de X. laevis, 

fijando el voltaje a -70 mV y perfundiendo éstos con una solución extracelular cuyo 

contenido en concentración milimolar es: 96 NaCl, 2 KCl, 1.8 CaCl2, 1 MgCl2 y 5 

HEPES (pH 7.1-7.5 ajustado con 10 N NaOH).  

 Las corrientes se generaron con una concentración de 200 M de 

acetilcolina para ; de 100 M para  y de 1 M para el subtipo . 

 

Figura 23. Técnica de fijación de voltaje con dos electrodos. Cámara de 

registro con el ovocito (izquierda); ovocito visto al microscopio durante los registros 

electrofisiológicos (derecha) (Fotografias: Elaboración propia).  

 

5.11  Determinación de masa molecular. 

 Para el análisis por espectrometría de masas, las muestras fueron enviadas 

al Laboratorio Universitario de Proteómica del IBt/UNAM. 

 Las muestras fueron procesadas en un sistema LC-MS (Cromatografía 

líquida/Espectrometría de masas) compuesto de una bomba de nanoflujo EASY-

nLC II (Thermo-Fisher Co), acoplado a un espectrómetro de masas LTQ-Orbitrap 

Velos (Thermo-Fisher Co) con fuente de ionización tipo nano-electrospray (ESI).  
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 La calibración del espectrómetro fue realizada con una solución Calmix (N-

butilamina, cafeína, Met-Arg-Phe-Ala (MRFA) y Ultramark 1621. Estos calibrantes 

se utilizan para calibrar el módulo LTQ Velos, con trampa de iones, y el módulo 

Orbitrap con detector de masas FT (Transformada de Fourier), en modo de 

ionización positiva ESI. La N-butilamina se incluye para extender la calibración de 

masas a menores valores de m/z. Este tipo de calibración, permite 

determinaciones de masas moleculares con exactitudes menores a 5 ppm 

(partes/millón).  

 En la cromatografía de líquidos de nano flujo “online” se utilizó un sistema 

isocrático de 50-50% de solvente B (agua/acetonitrilo con 0.1% de ácido fórmico) 

en 10 min utilizando una aguja capilar hecha en casa (ID 0.75 m y 10 cm largo). 

El flujo del sistema LC fue de 200 nL/min. 

 La masa molecular de cada muestra, se obtuvo mediante el procesamiento 

de datos a través del algoritmo de Desconvolución automática (Xtract rawfile) y 

manual.  

5.12 Determinación de la secuencia. 

 Las muestras para la secuenciación bajo el principio de la degradación de 

Edman, fueron enviadas al laboratorio del Dr. Lourival Possani Postay del Instituto 

de Biotecnología (IBt), Cuernavaca.  

La secuenciación automatizada utiliza, entre otros, el reactivo de Edman: 

fenilisotiocianato (PITC); la reacción libera, en cada ciclo, el aminoácido amino-

terminal como un derivado de la feniltiohidantoína (PTH), el cual se identifica 

mediante RP-HPLC por su tiempo de retención y deja el péptido con un residuo 

menos en el extremo amino (Flores-Torres, 2009). 

Los siguientes procesos, se repiten el número de veces deseado:  

 Acomplamiento; reacción del PITC con el grupo amino del residuo N-

terminal. 

 Corte; ruptura del enlace peptídico entre el residuo N-terminal 
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modificado con PITC y el siguiente con formación de anilinotiazolinona 

(ATZ) del residuo N-terminal liberado. 

 Identifcacion; extracción de la ATZ y su conversión a PTH e 

identifcacion cromatográfica. 

La experiencia ha demostrado que, en general, es posible identificar 50 

residuos partiendo de una muestra pura en buena cantidad. Normalmente se vigila 

el proceso de secuenciación y se detiene cuando varios PTHs aumentan en 

proporción similar en varios ciclos consecutivos, lo cual impide la interpretación de 

resultados (Flores-Torres, 2009).  
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6 Resultados. 

6.1 Cuantificación de extracto crudo del veneno. 

 Una vez obtenido el sobrenadante de veneno crudo de C. fergusoni, se 

colocó en tubos Eppendorf de 2 mL y realizó la cuantificación de proteínas. La 

concentración de proteína total del veneno obtenida a partir de los cuatro 

conductos venenos, se presenta en la Tabla 1. 

Tabla 1. Cantidad de veneno obtenida de Conus fergusoni. 

Muestra Concentración de proteína 

(mg/mL) 

Tubo 1 37.1 

Tubo 2 38.1 

Tubo 3 38.7 

Tubo 4 35.6 

 

6.2 Fraccionamiento del veneno. 

 Se realizaron 10 corridas en el RP-HPLC utilizando 10 mg de extracto de 

veneno en cada una de ellas.  

 Las fracciones del veneno se colectaron por tiempo de 5 min (salvo las 

primeras dos, que correspondieron a los minutos 0-7 y 7-10). Como resultado de 

este fraccionamiento, se obtuvieron un total de 12 fracciones, que fueron 

numeradas del 1 al 12, y que están representadas en la Figura 24. 
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Figura 24.  Perfil cromatográfico del veneno Conus fergusoni monitoreado 

a una longitud de onda de 220 nm. Se desarrolló un gradiente lineal que va de 5 

a 100% de solución B en 95 min con un flujo de 1 mL/min. Los recuadros en color 

indican el tiempo al cual fueron colectadas cada una de las fracciones, 

enumeradas de F1 a F12. 

 

6.3  Propagación y transcripción de las subunidades de los RnACh. 

 Se logró la propagación de diversas subunidades de RnACh. En la Tabla 2 

se muestra la cantidad de cDNA obtenido de la propagación y, la cantidad de 

RNAm resultante de la transcripción. 
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 En el caso de la subunidades  y , no se llevó a cabo la propagación, 

pues se contaba con material suficiente en el laboratorio. Sin embargo, la 

transcripción sí fue realizada.  

Tabla 2. Cantidad (ng/L) de cDNA y RNAm obtenido a partir de la propagación y 

transcripción de subunidades de RnACh. 

Receptor Cantidad de cDNA 

(ng/L) 

Cantidad de RNAm 

(ng/L) 

 ND 1200 

 1000 335 

 988 1068 

 665 243 

 ND 920 

 699 924 

                              ND= No determinado. 

 

6.4 Evaluación electrofisiológica de las fracciones. 

 En un inicio, se realizó la expresión de los subtipos y de RnACh en 

ovocitos de X. laevis. (En el caso del subtipo , la inhibición se calculó 

comparando la amplitud de la corrientes entre el primer pulso de ACh después de 

la aplicación de ND96 (corriente control), y el primer pulso con la fracción o 

subfracción correspondiente a evaluar). 

 Una vez confirmada la expresión de estos receptores, se probó 1 g del 

veneno de cada fracción en la cámara de registro, por un tiempo de 5 minutos 

(con excepción de la fracción 1 (F1), la cual corresponde a la fracción no retenida). 

Todas ellas se hicieron por triplicado.  

 De estos ensayos, para el subtipo  se obtuvo actividad inhibitoria e 

irreversible por parte de la fracción 4 (Figura 25) y fracción 5 (Figura 26). Del lado 
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izquierdo de las imágenes, se pueden observar las corrientes control, mientras 

que del lado derecho, se ve el resultado de aplicar por 5min, la fracción de veneno 

correspondiente. 

  

Figura 25. Evaluación de la respuesta del RnACh  ante la incubación con 

F4. Trazos representativos de las corrientes generadas por pulsos de ACh; la 

flecha indica el primer pulso después de 5 min de incubación con la fracción 4.  

  

Figura 26. Evaluación de la respuesta del RnACh  ante la incubación con 

F5. Trazos representativos de las corrientes generadas por pulsos de ACh; la 

flecha indica el primer pulso después de 5 min de incubación con la fracción 5. 
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 Para el subtipo  la fracción 4 (Figura 27), fracción 5 (Figura 28) y 

fracción 6 (Figura 29) mostraron actividad inhibitoria pero reversible, pues 

conforme pasaba el tiempo, las corrientes se iban incrementando hasta alcanzar 

los valores iniciales.  

 

Figura 27. Evaluación de la respuesta del RnACh  ante la incubación 

con F4. Trazos representativos de las corrientes generadas por pulsos de ACh; la 

flecha indica el primer pulso después de 5 min de incubación con la fracción 4. 

 

 

Figura 28. Evaluación de la respuesta del RnACh  ante la incubación 

con F5. Trazos representativos de las corrientes generadas por pulsos de ACh; la 

flecha indica el primer pulso después de 5 min de incubación con la fracción 5. 
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Figura 29. Evaluación de la respuesta del RnACh  ante la incubación 

con F6. Trazos representativos de las corrientes generadas por pulsos de ACh; la 

flecha indica el primer pulso después de 5 min de incubación con la fracción 6. 

 

 Debido a que las pruebas se hicieron por triplicado, se obtuvo el promedio 

del porcentaje de inhibición resultante de los tres ensayos registrados para cada 

una de las 12 fracciones probadas en los subtipos  y  de RnACh; éste se 

muestra en la Tabla 3.  
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Tabla 3. Porcentaje de inhibición de las fracciones de C. fergusoni para los 

subtipos  y  de RnACh.  

Fracción Porcentaje de 

inhibición en  

Porcentaje de 

inhibición en  

F1 ND ND 

F2 X X 

F3 X X 

F4 100 46 

F5 100 62 

F6 X 40 

F7 X X 

F8 X X 

F9 X X 

F10 X X 

F11 X X 

F12 X X 

                 X= no se registró modulación de las corrientes; ND = no determinado.  

 

6.5 Subfraccionamiento del veneno.  

 Una vez encontradas las fracciones con actividad sobre los RnACh (F4, F5 

y F6). Se realizó el subfraccionamiento de las tres fracciones para obtener 

componentes más puros, e identificar el componente inhibitorio. Para ello, el 

veneno fue colectado por picos. 

 Para la fracción F4, se realizó una corrida en el RP-HPLC cuyo gradiente de 

elusión fue 15 a 30% de solución B en 45 min con un flujo de 1 mL/min.  

 Como resultado del subfraccionamiento de F4, se obtuvo el siguiente 

cromatograma (Figura 30) donde se aprecian cuatro señales mayoritarias. 
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Figura 30.  Perfil cromatográfico del subfraccionamiento de la fracción F4 

del veneno de C. fergusoni monitoreado a una longitud de onda de 220 nm. 

Se utilizó un gradiente lineal que va de 15 a 30% de solución B en 45 min con un 

flujo de 1 mL/min. Las flechas indican las señales mayoritarias, numeradas según 

la colecta realizada.  

 

 Para la fracción F5, se realizó una corrida en el RP-HPLC cuyo gradiente de 

elusión fue 20% a 35% de solución B en 45 min con un flujo de 1 mL/min.  

 Como resultado del subfraccionamiento de F5, se obtuvo el siguiente 

cromatograma (Figura 31) donde se aprecian cinco señales mayoritarias. 
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Figura 31.  Perfil cromatográfico del subfraccionamiento de la fracción F5 

del veneno de C. fergusoni monitoreado a una longitud de onda de 220 nm. 

Se utilizó un gradiente lineal que va de 20 a 35% de solución B en 45 min con un 

flujo de 1 mL/min. Las flechas indican las señales mayoritarias, numeradas según 

la colecta realizada. 

 

 Para la fracción F6, se realizaron dos corridas en el RP-HPLC cuyo 

gradiente de elusión fue 25% a 40% de solución B en 45 min con un flujo de 1 

mL/min.  

 Como resultado del subfraccionamiento de F6, se obtuvo el siguiente 

cromatograma (Figura 32) donde se aprecian cinco señales mayoritarias. 
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Figura 32.  Perfil cromatográfico del subfraccionamiento de la fracción F6 

del veneno de C. fergusoni monitoreado a una longitud de onda de 220 nm. 

Se utilizó un gradiente lineal que va de 25 a 40% de solución B en 45 min con un 

flujo de 1mL/min. Las flechas indican las señales mayoritarias, numeradas según 

la colecta realizada.  

 

6.6 Evaluación electrofisiológica de las subfracciones 

 Se realizó la expresión de los subtipos neuronales , y se incluyó el 

subtipo muscular adulto 2 de RnACh (para observar la especificidad de la 

toxina), en ovocitos de X. laevis.  

 Confirmada la expresión de estos receptores se probó 1 g del veneno de 

cada subfracción (las señales mayoritarias mencionadas anteriormente) en la 

cámara de registro por un tiempo de 5 min.  

 La evaluación de las subfracciones de F6, solo se realizó en el subtipo  

pues es el único en el que había mostrado actividad anteriormente.  
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6.6.1 Evaluación electrofisiológica de las subfracciones de F4 

El promedio del porcentaje de inhibición de tres ensayos para las subfracciones de 

F4 sobre los subtipos  y de RnACh se muestra en la Tabla 4. 

Tabla 4. Porcentajes de inhibición registrados para los subtipos  y 

de RnACh, de acuerdo a la subfracción de F4 probada. Nota: en el caso 

del subtipo muscular solo se ensayó dos veces vez. 

Subfracción 

F4 

Porcentaje de 

inhibición en  

Porcentaje de 

inhibición en 

Porcentaje de 

inhibición 

en 

Sub 3 19 0 0 

Sub 5 23 0 33 

Sub 7 0 0 0 

Sub 10 96 0 0 

 

 Como se aprecia en la tabla anterior, tres de las subfracciones de F4 

presentaron actividad inhibitoria para el subtipo  de RnACh. En los tres casos la 

inhibición fue irreversible como se ejemplifica para Sub3 en la Figura 33, Sub5 en 

la Figura 34 y Sub10 en la Figura 35, siendo ésta la que presentó el mayor 

porcentaje de inhibición. Del lado izquierdo de las imágenes, se pueden observar 

las corrientes control, mientras que del lado derecho, se ve el resultado de aplicar 

la subfracción de veneno.  
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Figura 33. Evaluación de la respuesta del RnACh  ante la incubación con 

F4. Sub3. Trazos representativos de las corrientes generadas por pulsos de ACh; 

la flecha indica el primer pulso después de 5 min de incubación con la subfracción 

F4. Sub3. 

 

 

Figura 34. Evaluación de la respuesta del RnACh  ante la incubación con 

F4. Sub5. Trazos representativos de las corrientes generadas por pulsos de ACh; 

la flecha indica el primer pulso después de 5 min de incubación con la subfracción 

F4. Sub5. 
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Figura 35. Evaluación de la respuesta del RnACh  ante la incubación con 

F4. Sub10. Trazos representativos de las corrientes generadas por pulsos de 

ACh; la flecha indica el primer pulso después de 5 min de incubación con la 

subfracción F4. Sub10. 

 

 En el caso del RnACh no hubo inhibición por parte de ninguna de las 

subfracciones y, para el receptor  solo una de las subfracciones, la F4. 

Sub5 presentó actividad inhibitoria (Figura 36). Contrario a lo observado en el 

subtipo , la inhibición fue reversible, y se recuperó rápidamente el valor inicial de 

la corriente.  
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Figura 36. Evaluación de la respuesta del RnACh  ante la 

incubación con F4. Sub5. Trazos representativos de las corrientes generadas 

por pulsos de ACh; la flecha indica el primer pulso después de 5min de incubación 

con la subfracción F4. Sub5. 

 

6.6.2 Evaluación electrofisiológica de las subfracciones de F5 

 En la Tabla 5 se muestra el promedio del porcentaje de inhibición de tres 

ensayos para la subfracción F5. 

Tabla 5. Porcentajes de inhibición registrados para los subtipos  y 

de RnACh, de acuerdo a la subfracción de F5 probada.  

Subfracción  

F5 

Porcentaje de 

inhibición en  

Porcentaje de 

inhibición en 

Porcentaje de 

inhibición 

en 

Sub 5 0 0 0 

Sub 7 98 23 0 

Sub 8 96 0 0 

Sub 11 100 36 0 

Sub 12 97 0 0 
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 Como se ve en la tabla anterior, cuatro de las subfracciones de F5 

presentaron actividad inhibitoria para el subtipo  de RnACh. En los cuatro casos 

la inhibición fue irreversible, y mayor al 95%. Esto se aprecia más claramente para 

Sub7 en la Figura 37, Sub8 en la Figura 38, Sub11 en la Figura 39 y Sub12 Figura 

40. Del lado izquierdo de las imágenes, se pueden observar las corrientes control, 

mientras que del lado derecho, se ve el resultado de aplicar la subfracción de 

veneno. 

 

Figura 37. Evaluación de la respuesta del RnACh  ante la incubación con 

F5. Sub7. Trazos representativos de las corrientes generadas por pulsos de ACh; 

la flecha indica el primer pulso después de 5 min de incubación con la subfracción 

F5. Sub7. 
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Figura 38. Evaluación de la respuesta del RnACh  ante la incubación con 

F5. Sub8. Trazos representativos de las corrientes generadas por pulsos de ACh; 

la flecha indica el primer pulso después de 5 min de incubación con la subfracción 

F5. Sub8. 

 

Figura 39. Evaluación de la respuesta del RnACh  ante la incubación con 

F5. Sub11. Trazos representativos de las corrientes generadas por pulsos de 

ACh; la flecha indica el primer pulso después de 5 min de incubación con la 

subfracción F5. Sub11. 
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Figura 40. Evaluación de la respuesta del RnACh  ante la incubación con 

F5. Sub12. Trazos representativos de las corrientes generadas por pulsos de 

ACh; la flecha indica el primer pulso después de 5 min de incubación con la 

subfracción F5. Sub12. 

 

 En el caso del RnACh hubo actividad inhibitoria con dos 

subfracciones: F5. Sub7 (Figura 41) y F5. Sub11 (Figura 42), ambas fueron 

reversibles: al paso del tiempo, las corrientes se incrementaron hasta alcanzar su 

valor inicial. Del lado izquierdo de las imágenes, se pueden observar las corrientes 

control, mientras que del lado derecho, el resultado de aplicar la subfracción de 

veneno. 
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Figura 41. Evaluación de la respuesta del RnACh  ante la incubación 

con F5. Sub7. Trazos representativos de las corrientes generadas por pulsos de 

ACh; la flecha indica el primer pulso después de 5 min de incubación con la 

subfracción F5. Sub7. 

 

Figura 42. Evaluación de la respuesta del RnACh  ante la incubación 

con F5. Sub11. Trazos representativos de las corrientes generadas por pulsos de 

ACh; la flecha indica el primer pulso después de 5 min de incubación con la 

subfracción F5. Sub11. 
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 Finalmente, para en el caso del RnACh  ninguna de las 

subfracciones de F5 presentó actividad inhibitoria. 

 

6.6.3 Evaluación electrofisiológica de las subfracciones de F6 

 El promedio del porcentaje inhibición, de tres ensayos para la subfracción 

F6 se muestra en la Tabla 6. 

Tabla 6. Porcentajes de inhibición registrados para el RnACh , de acuerdo a 

la subfracción de F6 probada.  

Subfracción  

F6 

Porcentaje de inhibición 

en  

Sub 12 0 

Sub 17 0 

Sub 19 0 

Sub 21 13 

Sub 24 0 

 

 Como se observó en la tabla anterior, de las cinco subfracciones probadas, 

solo una: F6. Sub21 (Figura 43), presentó actividad inhibitoria e irreversible sobre 

el RnACh  
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Figura 43. Evaluación de la respuesta del RnACh  ante la incubación 

con F6. Sub21. Trazos representativos de las corrientes generadas por pulsos de 

ACh; la flecha indica el primer pulso después de 5 min de incubación con la 

subfracción F6. Sub21. 

 

6.7  Determinación de masa molecular. 

 Las muestras F5. Sub7, Sub8, y Sub12, se enviaron al Laboratorio 

Universitario de Proteómica del IBt/UNAM para su análisis por espectrometría de 

masas. Sus espectros fueron obtenidos por la técnica de ionización tipo nano-

electrospray (ESI), la cual es una técnica para una muestra que se encuentra en 

fase líquida. La muestra es convertida en aerosol por el sistema, y las gotas 

resultantes salen ionizadas, hasta que forman la fase gaseosa; es recomendado 

para moléculas de hasta 200,000 Da. 

 En la Tabla 7, se aprecian los pesos moleculares de cada una de las 

muestras. Estos valores se obtuvieron multiplicando el valor de la masa por el 

número indicado en la carga (z), posteriormente se restó el valor de la carga. Por 

ejemplo: en F5. Sub8, la señal más abundante tiene una masa de 1056.36 que 

multiplicada por la carga 2 da un total de 2,112.72, al restar la carga da como 

resultado 2,110.72 que corresponde al ion mayoritario marcado en la Tabla 7. 



 

65 
 

 Como puede observarse, se tuvieron varios iones positivos para cada una; 

donde se señala, a su vez, el ión más abundante con un *. El obtener varios iones, 

indica varios componentes en las muestras. A manera de ejemplo, se ilustra el 

espectro para la muestra F5. Sub8 (Figura 44 y 45). 

Tabla 7. Resultados de la masa molecular correspondiente a las fracciones F5. 

Sub7, F5. Sub8 y F5. Sub12 de C. fergusoni. 

Muestra Peso molecular experimental (Da) 

F5. Sub7 2,295.58; 11,077.75* 

F5. Sub8 1,752.88; 2,110.72*; 2,184.76; 2,308.88; 2,925.18; 3,775.32; 

4,027.62; 11,078.80; 11,103.84 

F5. Sub12 2,297.61*; 2,766.72; 5,793.92; 6,178.70; 7,530.53; 12,067.20 

Nota: el signo * indica el ión más abundante en cada una de las fracciones.  

 

 

Figura 44. Espectrometría de masas (ESI) de la muestra del péptido F5. Sub8 

en una ventana masa/ carga que va de 800 a 1,500. La letra Z indica la carga, 

mientras que el valor numérico superior, la masa. 
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Figura 45. Espectrometría de masas (ESI) de la muestra del péptido F5. Sub8 

en una ventana masa/carga que va de 11,000 a 11,700. La letra Z indica la 

carga, mientras que el valor numérico superior, la masa. 

 

6.8 Secuenciación. 

 Para la secuenciación, se nos requirió mandar 1 nmol por muestra, por lo 

que se mandaron las subfracciones de F5: Sub7 (0.80 nmoles) y Sub8 (2 nmoles) 

al laboratorio del Dr. Possani del IBt. No obstante, la Sub12 no fue enviada por 

tener menos de 100 pmol. 

 El cálculo de los nanomoles se hizo tomando como referencia el área bajo 

la curva de la señal mayoritaria obtenida por RP-HPLC para 10 nmoles de la 

conotoxina -RgIA sintética; esta es una conotoxina de 13 aminoácidos que actúa 

sobre RnACh El área bajo la curva obtenida para -RgIA fue de 33,658,706, 

mientras que para F5. Sub7 fue de 2,629,953 y para F5. Sub8 fue de 8,003,693. 
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 Como resultados, de la F5. Sub7, no se obtuvo secuencia alguna; esto es 

posible debido a que el extremo N-terminal esté bloqueado por alguna 

modificación post-traduccional, lo que no permite el acoplamiento del reactivo de 

Edman. 

 En el caso de la F5. Sub8, se obtuvo la siguiente secuencia (Figura 45): 

 

Figura 46. Secuencia de aminoácidos de la fracción F5. Sub8, obtenida por 

principio de degradación de Edman. Los recuadros en color naranja 

corresponden a residuos de cisteína; se asume que son estos, ya que no se 

obtuvo señal clara en los respectivos ciclos, debido a que la muestra se mandó sin 

reducción y alquilación de cisteínas. 

 

 A partir de esta secuencia, se obtuvo la masa calculada con ayuda del 

programa Ion Source (ionsource.com), considerando cisteínas oxidadas, el peso 

molecular fue de 2,209.57 Da (promedio). 

 

Ser Ala Arg Ile Thr Thr 

Gln Pro Ser Thr Gly Arg 

Ser Cys Cys Gly Arg Cys 

Cys Leu Leu 
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Figura 47. Masa calculada de F5. Sub8 obtenida con Ion source. Se 

consideraron cisteínas oxidadas para la determinación de la masa. 

 

6.9 Curva Dosis-Respuesta 

 Se utilizó la F5. Sub7, para determinar la constante de inhibición 50 (IC50) 

sobre el receptor Debido principlamente a la disponibilidad de muestra (la 

concentración de material estimada en el tubo es de [80 M]), ser una subfracción 

adyacente al Sub8 y ambas presentar porcentajes de inhibición similares. 

 En la Figura 46 se ilustra la curva Dosis-Respuesta, con una IC50= 492 nM, 

obtenida a partir del resultado de la prueba de cinco concentraciones diferentes, 

cada una por triplicado. La curva fue generada por medio del programa Prism. 

 

Figura 48. Curva dosis respuesta para F5. Sub7 en el RnACh . IC50 = 492 

nM.   
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7 Discusión 

 Para la realización de este trabajo, se utilizó la especie C. fergusoni, la cual 

es una especie que habita en aguas mexicanas y de la cual, hasta el momento, no 

se tienen reportes conocidos de amenazas a su población (IUCN, 2016). Esto lo 

vuelve un organismo que podría encontrarse nuevamente en futuras colectas, con 

el fin de identificar conotoxinas con actividad sobre diferentes canales iónicos 

activados tanto por ligando como por voltaje. De este modo, no solo se ampliaría 

el estudio de conotoxinas, sino que podría recalcarse la importancia de estudiar 

las especies que habitan nuestro país. 

 Para el fraccionamiento del veneno total de C. fergusoni, la colecta se 

realizó por tiempos de 5 minutos en vez de hacerlo por señales en el 

cromatograma. Martínez-Hernández (2016), menciona que la optimización del uso 

de los péptidos extraídos de los venenos de Conus es de gran importancia para 

posibilitar la evaluación de los mismos. Es por ello que se decidió hacer este tipo 

de colecta que agilizaría el proceso de identificación de la(s) fracción(es) del 

veneno donde se encuentra el componente o componentes inhibitorios.  

 Una vez identificada la actividad, dicha estrategia permitió enfocarse 

únicamente en las fracciones deseadas en lugar de probar una a una las señales 

que se hubieran obtenido del fraccionamiento inicial. Así se desperdicia una 

cantidad menor de material y esto agiliza la parte experimental. 

 Los ovocitos de X. laevis fueron elegidos como modelo experimental, 

debido a que son un sistema de expresión heteróloga versátil; se tienen 

caracterizados los receptores y canales endógenos. Otro beneficio es que, debido 

a la gran cantidad de proteína almacenada, los ovocitos no dependen de recursos 

extracelulares para su nutrición. Además, su tamaño de 1.3 mm, permite una 

manipulación sencilla (Bröer, 2010). 

 Su uso como un sistema de expresión in vitro se inició en 1971, pero fue 

hasta 1982 que se usaron para expresar proteínas de membrana, como pioneros 
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en estudios sobre el receptor de acetilcolina (Barnard et al; 1982; Mishina et al; 

1984; Bröer, 2010). 

 Los subtipos de receptores nicotínicos utilizados para hacer los estudios en 

esta tesis, fueron el muscular y los neuronales  y ; esto debido a que la 

mayoría de las conotoxinas encontradas hasta el momento bloquean el receptor 

neuronal  o bien el receptor muscular, así que era altamente probable encontrar 

alguna toxina que afectara alguno de estos subtipos.  

 Respecto al  fue elegido ya hasta el momento, no se sabe de alguna 

conotoxina que sea selectiva para este receptor; así que se buscó encontrar 

alguna toxina en el veneno de C. fergusoni que tuviera especficidad sobre este 

canal, que está relacionado con padecimientos como la enfermedad de Parkinson. 

 Se realizó la propagación y transcripción de diversas subunidades de 

RnACh tanto para el ensayo principal, como para posteriormente probar la 

selectividad de la(s) toxina(s) encontradas. La única subunidad en la que no se 

realizó linearización fue la , esto debido a que Flores-Torres había observado 

que el rendimiento de RNA (ng/mL) posterior al linearizado, era muy bajo (datos 

no mostrados). 

 Con base en los resultados de las pruebas electrofisiológicas, se obtuvo 

que del total de 12 fracciones, solo se presentó actividad inhibitoria por parte de 

las fracciones F4, F5 y F6, obtenido del veneno total de C. fergusoni (Figura 24); 

estas fracciones corresponden a los porcentajes de elusión que van del 20 al 35% 

de solución B. Esto nos indica que los componentes obtenidos en las tres 

fracciones son hidrofílicos, pues están eluyendo con un porcentaje mayor de agua 

en la solución con poco solvente orgánico. 

 Se sabe que los caracoles Conus tienen, en la gama de sus toxinas, al 

menos un componente contra un receptor nicotínico de acetilcolina como parte de 

sus blancos moleculares, pero en este trabajo se puede observar que el C. 

fergusoni presentó más de uno. 
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 Después de las repurificaciones de las fracciones, se encontraron cuatro 

componentes semipuros con actividad inhibitoria sobre el RnACh . De ellos, uno 

se identificó hasta obtener su secuencia, como se explica después. 

 Respecto a los componentes con actividad inhibitoria en el RnACh , al 

inicio del proyecto y con las fracciónes completas F4, F5 y F6, se había 

presentado actividad inhibitoria (60% en el caso de F5) sobre el receptor. Sin 

embargo, al momento de repurificar y evaluar los componentes mayoritarios para 

este receptor, sólo uno presentó actividad (F6. Sub21), pero al ser sólo del 13%, 

un valor muy cercano al error experimental (10%) se decidió no hacer la 

caracterización bioquímica de este péptido.  

 El haber tenido una baja inhibición, por parte de estos componentes, puede 

deberse a que el responsable de la actividad inhibitoria, se encuentre en una de 

las señales minoritarias que no fueron probadas en el ensayo, o bien se 

sobrestimó la cantidad de muestra usada, siendo esta en realidad, mucho menor. 

 De los cuatro componentes con actividad sobre , el péptido F5 sub11 no 

fue enviado para obtener su masa molecular, debido a que la cantidad de material 

que se tenía era muy poca y la probabilidad que no se obtuvieran resultados era 

alta. Flores-Torres reporta que tuvo casos donde con una cantidad de 60 pmoles 

no logró tener resultados de masas debido a material insuficiente; considerando 

que al repurificar el péptido tendríamos una menor cantidad de material, se decidió 

no enviarlo. 

 Con esto, se obtuvieron las masas moleculares de tres subfracciones de F5 

(Sub 7, Sub 8 y Sub 12) las cuales inhibieron por arriba del 95% la corriente del 

subtipo de receptor nicotínico de acetilcolina de forma irreversible.  

 Estas subfracciones presentaron iones mayoritarios: para F5. Sub7: 

11,077.75 Da; para F5. Sub8: 2,110.72 Da y F5. Sub12: 2,297.61 Da. Sin 

embargo, las tres muestras presentan otras señales masa/carga, lo que indica que 

los componentes aún no están puros.  
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 Las subfracciones enviadas a secuenciar fueron la F5. Sub7 y F5. Sub8. 

Sin embargo, de Sub7, no se obtuvo secuencia. Esto pudo deberse a diversos 

factores: el principal, que la cantidad de material enviado no fuera suficiente, o 

bien, que exista una modificación post-traduccional en el amino terminal del 

péptido que impida el acoplamiento del PITC en la degradación de Edman. Las 

modificaciones más frecuentes se dan principalmente en aquellas cadenas de 

aminoácidos que comienzan con metionina o bien serina, por la acetilación (Hirano 

y Kamp, 2003; Varland et al., 2015). 

 La única subfracción de la que se obtuvo tanto la masa experimental como 

la secuencia fue F5. Sub8; de ella, se puede argumentar lo siguiente: 

 El componente mayoritario, muy probablemente el compuesto activo, es un 

péptido constituido por 21 aminoácidos, cuatro de ellos posibles residuos de 

cisteínas. La suma de las masas de cada aminoácido da un total de 2,209.57 Da. 

Si se compara este peso, con el resultado obtenido en las masas, no corresponde 

con el ion mayoritario de la masa experimental (2,110.72 Da) existe una diferencia 

de 98.85 Da donde la secuencia excede este peso.  

 Sin embargo, como se mencionó anteriormente, las masas tienen más de 

un peso molecular. En este caso, F5. Sub8, presenta un peso molecular de 

2,308.88 Da, que es el peso más cercano a la masa calculada, teniendo una 

diferencia de 99.31 Da, y que nos explicaría que la secuencia obtenida está 

incompleta, faltando un aminoácido.  

 Revisando los pesos moleculares de los aminoácidos, se puede apreciar 

que el aminoácido faltante sería Valina, con un peso de 99.14 Da. Si 

consideramos este aminoácido en la cadena, la masa estaría completa, salvo la 

confirmación de los residuos de cisteína. 

Considerando que para dos subfracciones adyacentes existe un ion cuyo 

valor es muy cercano entre ellos: 2,295.58 para Sub7 y 2,308.88 para Sub8, 

pudiera inferirse que es el componente inhibitorio. 
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 Las conotoxinas encontradas en diferentes especies de Conus que tienen 

actividad inhibitoria sobre receptores nicotínicos de acetilcolina tienen entre los 

blancos moleculares predilectos al receptor  y al receptor muscular. Estas 

conotoxinas se encuentran agrupadas en la superfamilia genética A.  

En la Tabla 8 se observan las conotoxinas pertenecientes a la superfamilia 

A que tienen actividad sobre los RnACh . 

Tabla 8. -conotoxinas de la Superfamilia A con actividad sobre RnACh .   

Especie Toxina Secuencia Blanco 

C imperialis ImI GCCSDPRCAWRC* 

C imperialis ImII ACCSDRRCRWRC* 

C. omaria OmIA GCCSHPACNVNNPHICG* 

C. geographus GIC GCCSHPACAGNNQHIC* 

C. geographus GID IRDCCSNPACRVNNOHVC*  

C. episcopatus EpI GCCSDPRCNMNNPDC* 

C. anemone AnIA CCSHPACAANNQDC* 

C. anemone AnIB GGCCSHPACAANNQDC* 

C. pennaceus PnIA GCCSLPPCAANNPDC* 

C. pennaceus PnIB GCCSLPPCALSNPDC* 

C. pergrandis PeIA GCCSHPACSVNHPELC* 



C. victoriae Vc1.1 GCCSDPRCNYDHPEIC* 



C. regius RgIA GCCSDPRCRYRCR* 

C. textile TxIA GCCSRPPCIANNPDLC* AChBP

C. arenatus ArIA IRDECCSNPACRVNNOHVCRR 

C. arenatus ArIB DECCSNPACRVNNPHVCRRR* 

O = hidroxiprolina; * = amidación del carboxilo terminal;  = gamma-carboxilación del 

glutamato; = sulfatación de tirosina; C= en negrillas para resaltar este aminoácido. 

(López-Vera y Flores-Torres, 2016; Conoserver.org) 
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Sin embargo, la superfamilia A, no es la única que presenta conotoxinas 

que tienen como blanco molecular los RnACh. Existen otras familias con actividad 

sobre los distintos receptores nicotínicos, estas se enlistan en la Tabla 9; en ella 

también se puede apreciar aquellas que tienen actividad sobre el receptor .  

Tabla 9. Conotoxinas pertenecientes a diferentes familias, con actividad sobre el 

RnACh.  

Especie Toxina Secuencia Blanco 

Familia A 

C. purpurascens A-PIVA GCCGSYONAACHOCSCKDROSY

CGQ* 
 

C. purpurascens A-EIVA GCCGPYONAACHOCGCKVGROO

YCDROSGG* 
 

C. purpurascens A-EIVB GCCGKYONAACHOCGCTVGROO

YCDROSGG* 
 

C. obscurus A-OIVA -CCGV-ONAACHOCVCKNT---C*  

C. obscurus A-OIVB -CCGV-ONAACPOCVCNKT---CG* 

C. pergrandis A-PeIVA -CCGVONAA-CHOCVCTGK----C*  

C. pergrandis A-PeIVB -CCGIONAA-CHOCVCTGK----C*  

Familia  

C. purpurascens PIIIE HOOCCLYGKCRRYOGCSSASCCQ

R* 
 

C. purpurascens PIIIF GOOCCLYGSCROFOGCYNALCCR

K* 
 

C. parius PrIIIE AARCCTYHGSCLKEKCRRKYCC*  

Familia S 

C. radiatus S-RVIIIA  KCNDFKCKGTGVYNCGSCSCGL

HSCRCTYNIGSMKSGCACICTYY 





Familia D 

C. vexilium VxXXA DVQDCQVSTOGSKWGRCCLNRV

CGPMCCPASHCYCVYHRGRGHG
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CSC* 

C. vexilium VxXXB DDJSJCIINTRDSPWGRCCRTRMC

GSMCCPRNGCTCVYHWRRGHGC

SCP* 



C. vexilium VxXXC DLRQCTRNAPGSTWGRCCLNPTM

CGNFCCPRSGCTCAYNWRRGIYC

SC* 

 

Familia L 

C. litteratus It14a MCPPLCKPSCTNC* RnACh 

neuronales 

Familia J 

C. planorbis PI14a FPRPRICNLACRAGIGHKYPFCHC

R* 


Familia C 

C. parius C-PrXA TYGIYDAKPOFACAGLRGGCVLPO

NLROKFKE* 
 

    

O = hidroxiprolina; * = amidacion del carboxilo terminal;  = gamma-carboxilacion del ácido 

glutámico; C= en negrillas para resaltar este aminoácido (López-Vera y Flores-Torres, 

2016; Conoserver.org).  

 

 Como se puede observar, la mayoría de las conotoxinas moduladoras de 

RnACh, corresponden a la superfamilia A, cuyo arreglo mayoritario de cisteínas es 

C-C-CC. Se subdividen en 3/5, 4/3, 4/4, 4/6 y 4/7 dependiendo de los residuos 

intercisteínas que presenten.  

 Para la secuencia de F5. Sub8 de C. fergusoni, (suponiendo cisteínas en la 

cadena de aminoácidos) el arreglo de cisteínas que obtuvimos que fue CC-CC y 

corresponde al arreglo de cisteínas V. Este es muy diferente al característico de la 

superfamilia A. De igual forma, si se compara con las dos tablas anteriores, no 

corresponde a ninguno de los antes observados en las demás familias con 

actividad sobre RnACh.  
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 Este arreglo de cisteínas, CC-CC, únicamente se ha observado en la 

superfamilia T de conotoxinas, que puede adoptar tres tipos de conectividad de 

enlaces disulfuro: globular (I-III, II-IV), de listón (I-IV, II-III) y cuentas (I-II, III-IV) 

(Wang et al., 2014). Estas tienen una interacción con canales de sodio, canales de 

calcio presinápticos o bien con proteínas G asociadas a receptores presinápticos. 

 Hasta lo reportado por Wang et al. (2014) no se tenía ningún reporte de 

conotoxinas con actividad sobre receptores nicotínicos que se agruparan dentro 

de la superfamilia T. Sin embargo, estos autores reportan que la toxina TxVC de 

C. textile presenta un arreglo de cisteínas V y tiene actividad inhibitoria sobre los 

subtipos  y  del RnACh.  

 Como peculiaridad del péptido encontrado en C. fergusoni 

(SARITTQPSTGRSCCGRCCLLV; donde V necesita ser confirmado) se puede 

apreciar que las cisteínas se encuentran en la parte final de la cadena peptídica 

(últimos 9 aminoácidos) y existen solamente dos residuos entre las cisteínas; esto 

tampoco coincide con lo observado en la toxina TxVC cuya secuencia es 

KPCCSIHDNSCCGL y presenta seis residuos intercisteínas.  

 Considerando la conotoxina TxVC y la secuencia obtenida a partir del 

veneno de C. fergusoni, se puede suponer que existe una amplia variedad de 

conotoxinas con arreglo V de cisteínas que tengan actividad sobre receptores 

nicotínicos que falta ser estudiada o bien descubierta en otras especies de Conus, 

 En el caso del presente trabajo, suponiendo cisteínas en la secuencia 

obtenida, podría decirse que es la primera conotoxina de la superfamilia T que 

tiene actividad sobre el receptor nicotínico de acetilcolina .  

 Se obtuvo una IC50 de 492 nM para la fracción F5. Sub7. No obstante, el 

valor es especulativo, debido a que la muestra presenta varios componentes, por 

lo que no se sabe la concentración exacta del péptido activo; sin embargo, puede 

decirse que es menor a este valor. Por ello, es necesario trabajar ya sea con el 

péptido puro o bien el compuesto sintético de éste. 
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 Comparando esta IC50 con la reportada en unas conotoxinas de la 

superfamilia A, con blanco molecular el RnACh , como lo son ImII = 571 nM; 

GID = 5.1 nM; PnIB = 61.3 nM; ArIA = 6.02 nM, podemos ver que la IC50 

encontrada es alta, pero sigue dentro del rango nanomolar, cuando existen otras 

conotoxinas cuya concentración necesaria para bloquearlo, es milimolar.  

 La conotoxina TxVC, que forma parte de la superfamilia T, bloqueó al 

receptor , pero con una concentración mayor a 10 M. El receptor con el que 

presentó mayor afinidad fue el , con una IC50 de 343.4 nM, lo cual es un poco 

más cercano a lo que se encontró para la toxina en C. fergusoni, para el receptor 

7. 
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8 Conclusión 

 Se encontró la presencia de 5 subfracciones (F4. Sub10, F5. Sub7, F5. 

Sub8, F5. Sub11 y F5. Sub12) con actividad de modulación de corrientes 

por arriba del 95% e irreversible sobre el subtipo  del RnACh en el 

veneno de C. fergusoni. 

 Se encontró actividad inhibitoria pero reversible para el subtipo  de 

receptores nicotínicos de acetilcolina en el veneno de C. fergusoni. 

 Se pudo definir el peso molecular de los componentes de tres de las cinco 

subfracciones que contienen péptidos con actividad moduladora sobre el 

RnACh . 

 Se obtuvo la secuencia parcial de un péptido contenido en la subfracción 

F5. Sub8 del veneno de C. fergusoni 

 Un péptido de la subfracción F5. Sub8 con actividad inhibitoria sobre el 

RnACh presentó un arreglo de cisteínas tipo V y, aparentemente, 

pertenece a la superfamilia T de conotoxinas. 

 La IC50 aparente de la subfracción F5. Sub7 es de 492 nM; sin embargo no 

es un péptido puro por lo cual el valor es solamente una aproximación. 
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9 Perspectivas 

 

 Confirmar la secuencia de aminoácidos de F5. Sub8 mediante la reducción 

y alquilación del péptido. 

 Determinar la IC50 de F5. Sub8. 

 Comprobar la especificidad de la subfracción F5. Sub8 probándola en otros 

subtipos de receptores nicotínicos de acetilcolina. 

 Obtener el precursor del péptido para determinar la superfamilia a la que 

pertenece o bien, definir si se trata de una nueva.  
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