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RESUMEN 

 

Los gasterópodos marinos pertenecientes al género Conus producen un veneno 

caracterizado por actuar rápida y efectivamente sobre su presa; se sabe que este veneno es 

usado por los caracoles Conus para su alimentación, defensa y competencia en su hábitat. 

La síntesis de toxinas conocidas como conotoxinas o conopéptidos ha despertado gran 

interés en el ámbito de la Toxicología y la Farmacología, debido a su tamaño pequeño y 

especificidad hacia blancos moleculares. En los últimos 10 años se han implementado 

varios modelos biológicos para su evaluación, entre los cuales se encuentra el de 

Drosophila melanogaster.  

     En este trabajo se realizó la evaluación del efecto producido por la kappa-conotoxina 

PVIIA que tiene como blanco molecular canales de potasio voltaje-dependientes. Para ello, 

se llevó a cabo un bioensayo mediante inyecciones de diferentes concentraciones de la 

toxina en larvas de D. melanogaster en su tercer estadio de desarrollo y se comparó el 

efecto sobre dos cepas: una cepa mutante (Hk) y una cepa testigo (yw).  

     A partir de los resultados obtenidos se observó que hay diferencia significativa en la 

sobrevivencia de las cepas ensayadas. Complementario a lo anterior, se observó el 

comportamiento locomotor postinyección, ya que es un componente importante en la 

evaluación farmacológica.  
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1 INTRODUCCIÓN 
  

 

Históricamente, el estudio de los organismos marinos que se caracterizan por su capacidad 

de sintetizar moléculas biológicamente activas ha sido reportado desde los años 50´s. Estas 

moléculas, referidas en la literatura como metabolitos secundarios o toxinas, permiten a los 

organismos desempeñarse en su medio ambiente, al utilizarlas como herramientas 

eficientes para interactuar con otras especies, de manera que pueden competir, alimentarse 

y/o defenderse (Southcott, 1979; Garateix et al., 2003). 

     Entre los grupos de organismos marinos, mayormente estudiados con relación al 

desarrollo de herramientas diseñadas para la supervivencia en el medio marino, destacan 

los animales pertenecientes a los siguientes filos: Mollusca (moluscos), Porifera (esponjas), 

Cnidaria (cnidarios), Echinodermata (equinodermos) y el subfilo Urochordata (tunicados). 

Del filo Mollusca, la mayor parte de los estudios se han realizado en el género Conus, ya 

que se ha documentado que sus venenos afectan principalmente el sistema nervioso central 

de sus presas (Bhakuni y Rawat, 2005; Mattei y Legros, 2014). 

     Investigaciones enfocadas en los venenos de los caracoles Conus, reportan que el efecto 

que ejercen es debido a sus componentes, conocidos como conotoxinas o conopéptidos, los 

cuales se caracterizan por unirse con alta afinidad a sus blancos moleculares, 

principalmente canales iónicos, aunque también se ha reportado afinidad por otros grupos 

de receptores de membrana (Olivera, 1997; Paredes et al., 2010).  
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     En vista de lo antes mencionado, los venenos de estos caracoles son estudiados como 

herramientas de diagnóstico y también como posibles tratamientos para enfermedades 

como: epilepsia, padecimientos cardiovasculares, trastornos del movimiento y control del 

dolor (Norton y Olivera, 2006; Lewis, 2009). Un ejemplo de ello es el Ziconotide (Prialt
TM

) 

uno de los analgésicos más potentes disponibles, que es la variante sintética del 

conopéptido ω-MVIIA (aislado de Conus magus), aprobado en el año 2004 por la FDA 

(Food and Drug Administration: Agencia de alimentos y medicamentos de los Estados 

Unidos) y que se utiliza para el tratamiento del dolor crónico (Valía-Vera et al., 2007). 
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2 ANTECEDENTES 

2.1 Toxicología 

Se tiene conocimiento de que el empleo y la experiencia del hombre con los distintos 

compuestos tóxicos, independientemente de su origen (mineral, animal o vegetal), se 

remota a la prehistoria, cuando fueron utilizados principalmente para la caza. No obstante, 

no fue sino hasta el siglo XV que la ciencia toxicológica se comenzó a establecer y desde 

entonces se ha ido afianzando gracias a un número creciente de trabajos donde se han 

proporcionado las bases científicas a la toxicología (Scarlato, 2007; Repetto y Repetto, 

2009). 

     La toxicología hoy día se consolida como una disciplina independiente, encargada de la 

investigación, identificación e interpretación de los efectos provocados por sustancias 

químicas, naturales o sintéticas, y los fenómenos físicos capaces de interactuar y producir 

alteraciones en un biosistema (Silbergeld, 2001; Timbrell, 2002). 

     Para comprender mejor lo referente a la toxicidad de una sustancia en distintos procesos 

biológicos es necesario conocer su origen, la interacción y el mecanismo de acción que 

tiene, es por ello que a lo largo de los últimos 20 años la toxicología ha desarrollado 

subespecialidades o subdisciplinas tales como: genotoxicología, inmunotoxicología, 

toxicogenómica y otras más, entre las cuales se encuentra la toxinología (Silbergeld, 2001). 
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2.1.1 Toxinología Marina 

 

La International Society on Toxinology (IST), fundada en 1962, ha convenido distinguir a la 

toxinología como la subdisciplina que se encarga de estudiar, exclusivamente, sustancias 

tóxicas de origen biológico, elaboradas por organismos (plantas, bacterias, animales, 

hongos, virus), utilizadas con fines de alimentación, elementos defensivos y para la 

competencia (Meier y White, 1995; toxinology.org 2016 ). 

     A través de la caracterización biológica y molecular de diferentes toxinas de origen 

marino se ha acrecentado el interés científico, sobre todo en el campo de la biomedicina y 

biotecnología, debido a sus estructuras químicas y/o mecanismos funcionales. El hallazgo 

de compuestos como la saxitoxina proveniente de dinoflagelados; la tetradotoxina (TTX), 

en peces; el estudio de estructuras como los nematocistos (en anemonas), representan 

novedosas contribuciones significativas en la investigación básica de la farmacología y la 

neurobiología (Honma y Shiomi, 2006; Xie et al., 2017).  
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2.1.2 Phylum Mollusca 

 

En el reino animal, uno de los grupos más grandes que existen en cuanto a número de 

especies es el de los moluscos. El Phylum Mollusca está integrado por ocho clases y es el 

segundo más diverso de los invertebrados (Fig. 1), presenta diversidad en tamaño, forma y 

ciclos biológicos. Han colonizado hábitats marinos, dulceacuícolas y terrestres, por lo que 

es evidente su éxito evolutivo (Aldana y Baqueiro, 1995). Su registro geológico más 

antiguo pertenece a formas similares a moluscos del Precámbrico tardío, representado por 

la especie Kimberella quadrata de las colinas Ediacara del sur de Australia (Glaessner y 

Wade, 1966; Fedonkin y Waggoner, 1997).  

     Los moluscos poseen una organización corporal general que consta de 3 regiones 

anatómicas: (i) región cefálica, formada por estructuras sensoriales como los ojos, 

tentáculos sensoriales y una cavidad bucal, en donde se localiza una estructura dentada que 

tiene por nombre rádula, la cual ha mostrado ser eficaz para dilacerar las distintas formas de 

alimento; (ii) región del pie, que se localiza en la parte ventral del organismo, dicha 

estructura adquiere distintas formas y funciones como la locomoción y la excavación, 

además de que es utilizada como estructura natatoria en algunas especies de babosas 

marinas (Opisthobranchia); y (iii) la masa visceral, que comprende los sistemas de órganos, 

entre ellos el corazón, nefridio, nefridioporo, hepatopáncreas y hemocele. Esta se encuentra 

cubierta de manera total por la cavidad del manto (o cavidad paleal), a través de la cual 

tienen apertura los sistemas digestivo, reproductor y excretor, además de los llamados 

osfradios, órganos sensoriales cuya especialización es la quimiorrecepción (Brusca y 

Brusca, 2005; Fernández y Rivas, 2007). 
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Fig. 1 Clases del Phylum Mollusca en su respectivo tiempo geológico (modificada de 

Hickman et al., 2008). 
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2.1.3 Clase Gastropoda 
 

Del griego « gastér » y « pus» que significa “pie en el vientre”; la clase Gastropoda está 

constituida por organismos que tienen una distinguible variedad en forma, tamaño y hábitos 

alimenticios (carnívoros, herbívoros, suspensívoros, parásitos), su amplia radiación 

adaptativa les permitió distribuirse en ecosistemas marinos, dulceacuícolas y terrestres.  

     Esta clase comprende unas 70,000 especies vivientes y más de 15, 000 especies fósiles. 

La estructura distintiva de los gasterópodos es la rádula, que es una “cinta” provista de 

dientes quitinosos organizados en forma longitudinal y en cada lado se encuentran 

numerosos dientes marginales y laterales (Fig. 2). Entre cada especie existe una diferencia 

específica en el número de hileras de dientes que integran a la “cinta”. Dicha estructura se 

utiliza para la alimentación, sirviendo para raspar, seccionar y absorber (Marshall y 

Williams, 1985; Moore, 2006; Fernández y Rivas, 2007).  

     Tres subclases principales componen a la clase Gastrópoda: Opistobranchia (marinos, 

con reducción o pérdida de la concha: babosas marinas), Pulmonata (caracoles y babosas 

terrestres) y Prosobranchia (caracoles marinos con concha) (Marshall y Williams, 1985). 

 

 

 

 

 

 

 



17 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2 Estructura del aparato radular. Micrografía electrónica de la rádula de Clavus sp. 

(Modificado de Olivera et al., 2014).  

 

2.1.4 Superfamilia Conoidea  

 

Los organismos pertenecientes a la Superfamilia Conoidea, habitan principalmente en 

aguas tropicales, se pueden localizar desde la zona intermareal hasta los 1000 metros de 

profundidad. Son organismos de hábitos nocturnos y durante el día se encuentran 

guarecidos, ya sea bajo la arena o corales. Sus hábitos alimenticios son variados, hay 

especies que se inclinan por poliquetos, hemicordados y equiúridos (vermívoros), otras 

eligen peces (piscívoros) y algunas más suelen alimentarse de moluscos (molusquívoros) 

(Olivera, 1997; Bergillos y Rivas, 2013). 

     Este grupo de organismos le da un uso muy particular a la rádula, cuya estructura varía 

del prototipo general y presenta dientes radulares con estructura hueca y puntiaguda, en 

forma de arpón, que funcionan como herramienta de inoculación de venenos 
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potencialmente letales para sus presas y depredadores. De manera más específica, la 

morfología del aparato venenoso se encuentra constituida por un bulbo venenoso coligado 

con un conducto de veneno, un depósito de dientes radulares (saco radular), cada uno de los 

dientes radulares es hueco y está cargado del veneno, éste se encuentra sujeto por la parte 

anterior de la proboscis preparado para efectuar la inyección del veneno (Fig. 3). Una vez 

identificada la presa, los arpones son preparados y enviados individualmente a través de la 

proboscis que enfoca una posición firme hacia la localización del objetivo. Cabe resaltar 

que el estímulo para la liberación del arpón es táctil, y una vez que el cuerpo del pez entra 

en contacto con la punta de la proboscis, ésta se extiende y el arpón sobresale para la 

inyección inmediata del veneno (Kohn, 1956; Calderón y Field, 1999; Olivera, 2002).  

     Dentro de la Superfamilia hay 3 divisiones principales: Conidae, Terebridae y Turridae. 

De ellas, la familia Conidae se integra por 4 géneros y 71 subgéneros, siendo el género 

Conus uno de los más estudiados hasta el momento (Puillandre et al., 2015). 

 

 

 

 

 

Fig. 3 Aparato venenoso de los organismos de la Superfamilia Conoidea; a) bulbo 

venenoso; b) conducto venenoso; c) saco radular; d) glándula salival; e) faringe; f) 

probóscide; g) diente radular en forma de arpón; h) sifón (Imagen modificada de Halai y 

Craik, 2008).  
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2.1.5 Género Conus  
 

Es descrito como uno de los géneros más grandes de invertebrados marinos, compuesto por 

aproximadamente 700 especies vivientes. En un principio el interés por este grupo se debió 

a la particular forma cónica y la belleza de sus conchas (Fig. 4); sin embargo, en la 

actualidad el interés por estos caracoles reside en el estudio del veneno que sintetizan, 

mismo que, se ha reportado, tiene un efecto potente en sus presas e incluso afecta a 

humanos. Se ha revelado que más de una especie ha sido causante de picaduras en 

humanos, cabe señalar que los reportes indican que todas las especies de caracoles Cono 

son capaces de provocar picaduras y daños graves, independientemente del tamaño y de los 

hábitos alimenticios que las caractericen (molusquívoros, piscívoros o vermívoros) 

(Olivera, 1997; Terlau y Olivera, 2004; Paredes et al., 2010). De acuerdo con Fegan y 

Andresen (1997), cuando una picadura no mortal ocurre en humanos, los síntomas 

reportados son: náuseas, cefalea y parálisis local; en tanto que para los envenenamientos 

mortales se produce edema cerebral, coma e insuficiencia respiratoria en tan solo unas 

horas a partir del envenenamiento. 

     Por su parte, la especie Conus geographus ha sido confirmada como causante de por lo 

menos 36 decesos documentados entre los años 1670 y 1998 (Dutertre et al., 2014). 
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Fig. 4 Conchas representativas del género Conus: a) C. textile; b) C. marmoreus; c) C. 

gloriamaris; d) C. geographus; e) C. capitaneus; f) C. praecellens; g) C. tessulatus; h) C. 

imperialis; i) C. burneus (Fotografía: Elaborada por Barrón-Morales, 2017). 
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2.1.6 Veneno de Conus: particularidades 

 

Los venenos de los caracoles Cono se componen de toxinas de naturaleza peptídicas 

denominadas conotoxinas o conopéptidos, dicha clasificación se basa en el número de 

puentes disulfuro que presentan en su estructura primaria; se denominan conotoxinas 

aquellas que presentan dos o más puentes disulfuro y conopéptidos si tienen uno o ningún 

puente disulfuro. Se ha propuesto que cada especie expresa entre 50 y 200 conopéptidos 

distintos (López-Vera, 2010). Estos caracoles poseen un coctel de compuestos únicos, 

biológicamente activos. Así, las toxinas de estas especies tienen como blanco molecular 

una amplia gama de canales iónicos y/o receptores específicos implicados en la transmisión 

neuromuscular de vertebrados e invertebrados (Milne et al., 2003; Halai y Craik, 2009).  

     Las toxinas que componen los venenos de Conus se caracterizan por su tamaño pequeño 

(entre 7 y 40 residuos de aminoácidos), su diversidad molecular, la estabilidad estructural, 

así como su selectividad y afinidad sobre receptores estructuralmente similares; estas 

características han permitido que se consideren como agentes con posibles efectos 

farmacológicos (Olivera, 2006; López-Vera, 2010).  

     Debido a la variedad y especificidad de los componentes en el veneno de Conus, se ha 

suscitado un gran interés en su estudio durante los últimos 30 años (López-Vera, 2005, 

2010).  
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2.1.7 Conus purpurascens como fuente de toxinas 

moduladoras de canales iónicos 

 

La especie Conus purpurascens se distribuye en México, en el Golfo de California desde 

Bahía Magdalena hasta el sur del Ecuador (Landa et al., 2013) (Fig. 5). 

     Se caracteriza porque su concha presenta contorno ancho y color púrpura que va de 

claro a oscuro y cuyas bandas o puntos son de color café o púrpura oscuro (Fig. 6). Mide 

entre 3.8 y 7.5 cm, aproximadamente; posee una excelente capacidad de mimetizarse en la 

zona que habita y se le encuentra mayoritariamente junto a rocas en la zona intermareal, 

pero casi siempre permanece enterrada. También se ha reportado su presencia en la zona 

mesolitoral inferior, sobre sustrato coralino y en la zona submareal. Se alimenta 

principalmente de peces pequeños de los arrecifes y su veneno es capaz de provocar en 

ellos parálisis en menos de cinco segundos postinyección (Calderón y Field, 1999; Landa et 

al., 2013). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 5 Distribución de Conus purpurascens. Se señala en rojo la zona con una mayor 

distribución (Modificado de ConoServer, 2017).  
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Fig. 6 Ejemplar representativo de Conus purpurascens. Concha de un ejemplar de tamaño 

promedio y diente radular en forma de arpón (Modificado de Chun et al., 2012). 

 

     Existen diversos estudios respecto al veneno de Conus purpurascens en los que se 

describen la identificación, descripción, caracterización e incluso el análisis estructural 

tridimensional de sus toxinas; mismas que han permitido precisar blancos moleculares, lo 

que conlleva a un trascendente avance en términos de farmacología (Scanlon et al., 1997; 

Savarin et al., 1998). Así, Conus purpurascens representa un ejemplar importante dentro 

del género Conus para el estudio de toxinas. 

 

 

 



24 
 

Hasta la fecha, se ha descrito que las moléculas identificadas, secuenciadas y sintetizadas 

de Conus purpurascens pueden actuar de forma selectiva en:  

 Receptores nicotínicos de acetilcolina (ACh)  

 αA-PIVA  

 α-PIA 

 α-PIB 

 ψ-PIIIE 

 ψ-PIIIF 

 Canales de sodio activado por voltaje (Nav) 

   µ- PIIIA  

 δ-PVIA 

 

 Canales de Potasio activados por voltaje (Kv)  

 k-PVIIA 

     La kappa-conotoxina PVIIA (k-PVIIA) fue identificada en el veneno del caracol marino 

Conus purpurascens, está compuesta de 27 residuos de aminoácidos. Se ha observado que 

la PVIIA en el veneno de C. purpurascens induce una rápida inmovilización de la presa 

(pez) y tiene actividad sobre canales de potasio activados por voltaje (Terlau et al., 1996; 

Koch et al., 2004). 
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2.2 Canales iónicos 
 

Los canales iónicos son proteínas de membrana, sus principales características son: 

 Forman un poro hidrofílico que atraviesa la bicapa lipídica de la membrana celular. 

 Los canales iónicos tienen selectividad por diferentes iones. 

 Presentan una mayor velocidad de transporte con respecto a las otras proteínas 

transportadoras, conduciendo así miles de iones por milisegundo (Gartner et al., 

2007). 

     Los canales iónicos regulan el tránsito de iones hacia el interior y al exterior de las 

células, el desplazamiento de iones como el Na⁺, Ca², K⁺, Cl
-
 a través de las membranas 

celulares mantiene una diferencia en las concentraciones iónicas externas e internas, la 

entrada y salida de los iones es indispensable para la estabilidad de las células y el 

funcionamiento de un considerable número de procesos biológicos, entre los cuales se 

encuentran la señalización eléctrica en células excitables, la conducción nerviosa, la 

contracción muscular, la secreción hormonal, así como procesos sensoriales en el 

aprendizaje y la memoria (Alberts et al., 2007). 

     Para la distinción de los diferentes tipos de canales iónicos existentes se pueden citar dos 

aspectos principales; el primero se relaciona con la selectividad iónica, es decir, el tipo de 

iones a los que se les permite el paso, y el segundo hace referencia a las condiciones que 

determinan la apertura y el cierre del canal, llamado mecanismo de compuerta o “gating” 

(Silverthon, 2008) (Tabla 1, Fig. 7).  
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Tabla 1. Regulación de canales iónicos (Modificado de Silverthon, 2008). 

Mecanismos de compuerta del canal 

Mediante tensión mecánica Se abre a respuestas físicas como presión o 

estiramiento. Se localizan en células sensitivas 

como las células ciliadas auditivas en el oído. 

Regulados por unión a un ligando El estado abierto dependerá de la unión del canal 

con una molécula específica, llamada “ligando”, 

ya sea a nivel extracelular (neurotransmisores) o 

citoplasmático (neuromoduladores o moléculas 

señal).  

Voltaje-dependientes La activación de estos canales, depende de los 

cambios en el potencial de membrana de la 

célula.  
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Fig. 7 Representación de los sistemas de regulación de canales iónicos (Modificado de 

Alberts y Bray, 2006). 

 

     Los canales iónicos fluctúan entre los estados abierto y cerrado, de manera general se les 

designa la configuración siguiente: 1) el estado activado; abierto y conductor, 2) el estado 

inactivado; cerrado y no susceptible de abrirse en respuesta a un estímulo y 3) el estado en 

reposo; que en respuesta a un estímulo se puede activar (Hille, 2001; Nelson y Cox, 2009).  
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2.2.1 Canales de potasio voltaje-dependientes  

 

Los canales selectivos al ion potasio conforman una familia diversa. De acuerdo con Tian 

et al., (2014), tan solo en humanos, 90 genes codifican las subunidades α de los canales de 

K⁺, que a su vez se asocian con las subunidades β, lo cual modifica su función. Existe una 

amplia multiplicidad en esta familia de canales iónicos y hoy en día, se acepta ampliamente 

que los canales de potasio pueden estar presentes en cualquier compartimiento subcelular: 

en la superficie neuronal y muscular; además, al no ser uniforme su distribución y al tener 

una localización selectiva en las células, están involucrados en la regulación de distintos 

procesos como son: la liberación de neurotransmisores, la regulación del volumen celular, 

la contracción muscular, el ritmo cardiaco, la secreción de insulina, el transporte epitelial y 

la excitabilidad neuronal, entre otros (Solis et al., 2008; Luján, 2010). 

     En neuronas, un potencial de acción tiene una duración de 1 a 2 milisegundos y se 

encuentra constituido por un ciclo de despolarización, repolarización y 

posthiperpolarización. Dichos cambios cíclicos del potencial eléctrico a través de la 

membrana celular resultan de la apertura y cierre en secuencia de ciertos canales iónicos 

regulados por voltaje, entre los cuales se ubica a los canales de K⁺ .  

     En los canales de potasio regulados por voltaje, se describen dominios proteicos que 

actúan como sensores del potencial de membrana, ya que un cambio de potencial induce en 

ellos un cambio conformacional y desencadena la apertura y el cierre del canal de K⁺ . 

Estos canales desempeñan una función específica que es regular la excitabilidad 

postsináptica así como la duración, la forma y el disparo durante el potencial de acción, 
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contribuyendo así a la repolarización de la membrana de la célula (Dodson y Forshite, 

2004).  

     La estructura de los canales de potasio regulados por voltaje consta mayoritariamente de 

6 segmentos transmembrana (S1-S6) (Fig. 8); entre los segmentos S5 y S6 se localizan las 

secuencias que establecen el poro y el filtro de selectividad (Fig. 9). En la mayoría de los 

canales, el dominio S4 presenta una serie de aminoácidos (argininas o lisinas), cargados 

positivamente, los cuales detectan los cambios en el potencial de membrana, actuando 

como un sensor de voltaje (Doyle et al., 1998; Felipe et al., 2007; Nelson y Cox, 2009). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 8 Topología de los canales de potasio regulados por voltaje: segmentos transmembrana 

(S1-S6) (Modificado de Labro y Snyders, 2012).  
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Fig. 9 Topología del poro de los canales de potasio regulados por voltaje (Modificado de 

Labro y Snyders, 2012).  

Por otro lado, la inactivación de estos canales ocurre mediante dos mecanismos: una 

inactivación rápida conocida también como tipo N, la cual ocurre en los primeros 

milisegundos y una inactivación lenta conocida también como tipo C, la cual se genera 

segundos después de la activación del canal. Farmacológicamente, se han utilizado 

compuestos como el Tetraetilamonio y la 4-aminopiridina para estudiar la sensibilidad y la 

funcionalidad de estos canales. Así mismo, el primero de ellos se ha asociado a la 

inactivación tipo C, mientras que el segundo está asociado a la inactivación tipo N 

(Armstrong y Binstock, 1965; Glover, 1982; Carrillo-Flores, 2014).  
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Las propiedades de los canales de K⁺ han sido estudiadas desde los años 80´s y 

especialmente en el modelo experimental Drosophila melanogaster, esto debido a que el 

ser humano y esta especie comparten varios genes ortólogos. Hoy en día, se han descrito 

subfamilias de canales iónicos de potasio activados por voltaje en mamíferos (Kv1-4) y sus 

homólogos en D. melanogaster son: Shaker (Kv1), Shab (Kv2), Shaw (Kv3), y Shal (Kv4) 

(Butler et al., 1989; Tian et al., 2014; Carrillo-Flores, 2014). Cabe resaltar que el canal tipo 

Shaker fue el primer canal de K⁺ clonado y secuenciado a partir del comportamiento 

tembloroso bajo anestesia visto en una colonia de Drosophila melanogaster, por lo cual 

lleva ahora su nombre. Otra característica de esta subfamilia de canal de potasio es que 

tiene una amplia distribución en el sistema nervioso y la deficiencia funcional de los 

canales se ha vinculado con algunas enfermedades motoras entre ellas la epilepsia y por 

otro lado con el Alzheimer que es una enfermedad neurodegenerativa (Papazian et al., 

1991; Schulte et al., 2006).  

 

2.3 Drosophila melanogaster como modelo biológico.  

 

La investigación con D. melanogaster inició hace un poco más de 100 años. A partir de la 

observación de homologías entre el genoma de D. melanogaster y el genoma del ser 

humano, este modelo biológico sigue ayudando a dilucidar procesos en la biología humana 

(Pandey y Nichols, 2011).  

     Conocida comúnmente como mosca del vinagre, es un organismo holometábolo, es 

decir, presenta estadios de desarrollo y metamorfosis. Su ciclo de vida se desarrolla en las 
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siguientes fases; un huevo, tres estadios larvales (L1, L2, L3), una pupa y un adulto (Fig. 

10) (Rodriguez-Arnaiz, 2003; Campos-Ortega y Hartenstein, 2013). 

     Estudios previos describen muchas ventajas sobre el uso de D. melanogaster como 

modelo biológico, entre las que se pueden citar: 

 Facilidad de cría y mantenimiento  

 Alta tasa reproductiva: Un promedio de 500 huevos por hembra (Valencia et 

al., 1984) 

 Ciclo de vida corto 

 Amplio conocimiento de su genética 

 

     En condiciones control de 25°C de temperatura y 65% de humedad, el ciclo de vida 

tiene una duración aproximada de 10-12 días. Dentro del ciclo, cabe resaltar el desarrollo 

de la larva, el cual ocurre en tres estadios de desarrollo: L1 (24 a 47h), L2 (48 a 71h) y L3 

(72 a 96h); durante los cuales se presentan etapas o “picos” que se caracterizan por una 

elevada expresión de genes. La expresión génica durante los tres estadios se encuentra 

involucrada en eventos para el correcto funcionamiento a nivel fisiológico y metabólico así 

como el adecuado desarrollo morfológico desde el nivel de la larva hasta del organismo 

adulto. En tanto que en el tercer estadio larvario (L3) se presenta un pico de expresión de 

genes los cuales están relacionados con funciones bioquímicas y celulares como son: la 

codificación de componentes de rutas metabólicas y la síntesis de complejos proteicos, 

entre ellos los canales iónicos tipo Shaker que participan fundamentalmente en el proceso 

de la señalización neuronal y en la diferenciación muscular (Petitpierre, 1997; Arbeitman et 

al., 2002; Flybase, 2017). 
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Fig. 10 Ciclo de vida de Drosophila melanogaster. Modificado de FlyMove, 2017. 
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3 JUSTIFICACIÓN 
 

 

El veneno producido por los caracoles marinos del género Conus es de particular interés 

para diversas investigaciones con enfoque: biotecnológico, toxicológico, biomédico, 

farmacológico y a las posibles implicaciones que pueden tener a nivel fisiológico y 

molecular. Asimismo, los estudios de los efectos in vivo de las toxinas de Cónidos aún son 

escasos cuando se confrontan con investigaciones a niveles celular y molecular, que en su 

mayoría se han centrado en casos in vitro (Favreau y Stöcklin, 2009). 

     Drosophila melanogaster constituye un organismo altamente utilizado para realizar 

numerosos estudios con enfoques multidisciplinarios. Además del vasto conocimiento 

sobre su genoma, ciclo de vida y sistemática, esta especie ha sido un excelente modelo para 

evaluar genotoxicidad, lo cual es importante porque a través de ello se han localizado 

nuevos enfoques de estudio. El uso de D. melanogaster y su variedad de mutantes ha sido 

de vital importancia para el conocimiento y el análisis sobre la funcionalidad de los canales 

de potasio (Wheeler, 1981). Un ejemplo de ello es la cepa Hiperkinetic (Hk) de D. 

melanogaster ya que presenta una mutación en la subunidad beta que conforman los 

canales de potasio tipo Shaker y se ha vuelto importante debido a que esta mutante sirvió 

para determinar algunos aspectos en la función del canal (Yao y Wu, 1999). 

     Por consiguiente, en el presente trabajo nos enfocaremos a valorar los efectos de la 

kappa-conotoxina PVIIA y los compuestos comerciales empleados en farmacología de los 

canales de potasio (TEA y 4-AP) en la sobrevivencia de D. melanogaster, mediante su 

inyección en larvas de tercer estadio de desarrollo pertenecientes a dos cepas; Hk y yw, con 
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la finalidad de establecer un bioensayo de especificidad y evaluación rápida para 

conotoxinas con actividad en canales de potasio, a partir de los resultados obtenidos con la 

conotoxina.  
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4 HIPÓTESIS 
 

La existencia de la cepa Hk de Drosophila melanogaster con modificaciones sobre el canal 

de potasio tipo Shaker, nos permitirá utilizarla como un bioensayo para la caracterización 

rápida y específica de conotoxinas (kappa-PVIIA) sobre éstos canales.  
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5 OBJETIVOS 
 

  

5.1 Objetivo General 
Realizar una detección rápida y una evaluación de los efectos de la kappa-conotoxina 

PVIIA con actividad antagónica sobre canales de potasio en larvas de Drosophila 

melanogaster.  

5.2 Objetivos Específicos  
 

 Comparar el efecto de la kappa-conotoxina PVIIA y los compuestos 4-

Aminopiridina y Tetraetilamonio sobre la sobrevivencia de organismos adultos de 

las cepas Hk y yw.  

 Valorar el bioensayo que consiste en microinyecciones de la conotoxina y los 

bloqueadores 4-AP y TEA en larvas de tercer estadio de desarrollo de D. 

melanogaster, de manera que éste pueda ser empleado como modelo para la 

identificación de toxinas con efecto antagonista en canales de potasio.  

 Observar el comportamiento larval en los diferentes tratamientos experimentales en 

el momento de la inyección. 
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6 MATERIALES Y MÉTODO 
  

 

6.1  Cepas de Drosophila melanogaster  
 

El material biológico utilizado en este trabajo fue proporcionado por el Banco de Moscas 

del Instituto de Neurobiología (INB) -UNAM, Campus Juriquilla. A cargo del Dr. Juan R. 

Riesgo Escobar. 

 yw (yellow-white) cepa testigo 

 Hk (Hiperkinetic)  

     La cepa yw, cuya singularidad se encuentra determinada por la presencia de una cutícula 

con coloración amarilla, asociado con el marcador y (yellow, localización: 1-0.60); y 

además, la presencia de una coloración blanca en los ojos, codificado por el marcador w 

(white, localización: 1-1.5) (Lindsley y Zimm, 1992). 

     La cepa Hk (localización: 1-30.1) agita las patas vigorosamente bajo anestesia inducida 

por trietilamina y por éter. Esta cepa consiste en una mutación de la subunidad β del canal 

de potasio tipo Shaker. La mutación en esta cepa afecta la excitabilidad neuronal y el patrón 

de movimiento larval. Los organismos adultos muestran hiperexcitabilidad causada por 

potenciales de acción espontáneos aberrantes en las células neuronales y se correlaciona 

con el comportamiento de sacudir las patas bajo anestesia inducida (Lindsley y Zimm, 

1992; Wang y Wu, 1996; Wang et al., 2002; FlyBase, 2017). 
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6.2 Compuestos comerciales  

 

- Solución salina 0.9% 

- TEA (tetraetilamonio)  

- 4-AP (4-aminopiridina) 

     La solución salina normal (SSN) es una solución isotónica de electrolitos y tiene una 

composición similar a la composición electrolítica del líquido extracelular. Esta solución 

fisiológica compuesta por iones de cloruro de sodio es usada como suero y está indicada 

para corregir desequilibrios electrolíticos y para el tratamiento de la acidosis leve o 

moderada (msssi.gob.es 2017).  

     Por otra parte, Armstrong y Binstock en 1965 describieron al Tetraetilamonio (TEA) 

como un inhibidor de las corrientes de los canales de potasio. El TEA se ha utilizado como 

bloqueador inespecífico de estos canales.  

     La 4-Aminopiridina (4-AP) es un bloqueador de canales de potasio (Glover, 1982). Este 

fármaco bloquea de manera preferente las corrientes transitorias del ion potasio; actúa en la 

función sináptica interneuronal y neuromuscular (Schafer et al., 1973; Goodman et al., 

2009). 
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6.3 kappa-conotoxina PVIIA  

 

Reportes indican que la kappa-conotoxina PVIIA es un péptido que inhibe a los canales 

tipo Shaker del ión potasio activado por voltaje (Naranjo, 2002; Chun et al., 2012) y en 

estudios realizados por Shon et al., en 1998 se propuso que la kappa-conotoxina PVIIA se 

une a una estructura extracelular del poro en el canal de K⁺ .  

6.4 Medio de cultivo para Drosophila melanogaster 
 

El medio de cultivo para propagar las cepas se obtuvo al disolver uno por uno los siguientes 

ingredientes en 400 ml de agua a una temperatura de 85°C: 

- 7g de grenetina 

- 8g de agar  

- 50g de levadura fresca 

- 50g de piloncillo   

 

     Una vez disueltos los ingredientes, se ajustó la temperatura a 55°C para lograr enfriar un 

poco el compuesto, se agregó 1% (5ml) de ácido propiónico. Finalmente, en recipientes de 

vidrio (botellas de 250 ml), se depositó una porción equivalente a dos centímetros del 

medio de cultivo y se dejó enfriar para su posterior uso. 
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6.5 Estrategia experimental 
 

Ensayos 

Se realizaron 5 ensayos de inyecciones por cada una de las concentraciones y para cada uno 

de los tratamientos: solución salina normal, 4-AP, TEA y la conotoxina kappa-PVIIA. Cada 

ensayo a su vez se integró de lotes de 100 larvas por cepa (yw, Hk) y como número total 

fueron 500 larvas inyectadas por cepa y por concentración para cada compuesto y para la 

conotoxina. Las concentraciones inyectadas para cada uno de los compuestos se realizaron 

en un orden milimolar (mM): 1, 10, 30, 100, mientras que para la conotoxina fue en el 

orden micromolar (µM): 1, 5, 10, 30, 100 (Martínez-Hernández, 2016). 

Obtención de larvas 

Con el objetivo de sincronizar el desarrollo de las larvas y colectar huevos se colocó en 

frascos con medio fresco y por separado un cultivo maduro de moscas de las cepas yw y Hk 

durante 4 horas para la ovoposición, transcurrido este tiempo se retiraron las moscas. 

Cuando las larvas se encontraban en su tercer estadio de desarrollo (72 horas) fueron 

extraídas de los frascos con ayuda de un pincel (a manera de apartar pero evitando barrer 

para no dañar a las larvas) y se transfirieron sobre portaobjetos que previamente se 

prepararon con cinta adhesiva doble cara, el número de larvas colocadas e inyectadas fue de 

25 por portaobjetos.  

Procedimiento de inyección 

Se utilizó un microscopio estereoscópico y un microinyector (nanoliter 2000), en el cual se 

colocaron las microagujas hechas con tubos capilares de vidrio (0.53 mm DI). Dichas 
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microagujas fueron cargadas primero con aceite mineral y posteriormente con el compuesto 

o toxina a inyectar. Para realizar las inyecciones se colocaron 25 larvas en un portaobjetos, 

las inyecciones se llevaron a cabo entre el 5° y 6° segmento de cada una de las larvas, en un 

volumen de 4.6nl y se observó la respuesta inmediata que tuvieron las larvas a la inyección 

(10s). Finalizadas las inyecciones, con la ayuda de un pincel y con un suave contacto sobre 

el portaobjetos se humedeció con agua desionizada el área donde se encontraba cada una de 

las larvas para poder así despegarlas; inmediatamente se colocaron una por una en tubos de 

polipropileno con medio de cultivo. Este procedimiento se repitió hasta que en cada tubo se 

depositaron 100 larvas (un lote).  

     La observación de los organismos y el registro de las moscas que sobrevivieron se 

cuantificaron a partir de las 48 horas posteriores a la inyección (día 5) hasta las 240 horas 

(día 15).  

6.6 Análisis de datos 
 

El análisis estadístico de los datos se realizó con el programa Statistica 7, mediante la 

prueba curva dosis-respuesta para obtener el porcentaje de sobrevivencia correspondiente a 

cada concentración por compuesto y por cepa. A fin de comparar las medias de la variable 

de sobrevivencia que están asociadas a dos factores, la cepa que se utiliza y la 

concentración del compuesto o toxina, se realizó un análisis de varianza (ANOVA) donde 

un valor de p<0.05 se consideró como significativo. La prueba de ANOVA permitió 

determinar si los diferentes niveles del factor tienen un efecto significativo sobre el valor de 

la variable dependiente. 
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7 RESULTADOS 

 

7.1 Efecto de los compuestos comerciales sobre las cepas 

de D. melanogaster 

 

Con el propósito de conocer el efecto físico producido por la inyección en la sobrevivencia 

de las larvas, se decidió realizar inyecciones con solución salina (compuesto control) en 

cinco lotes de 100 larvas para ambas cepas. Se observó que la sobrevivencia promedio en 

ambas cepas fue similar y cercano al 80% (Fig. 11), una vez confirmado que la solución 

salina y la técnica de inyección tienen un efecto semejante para ambas cepas y que no 

afectan la sobrevivencia per se (Mejía et al., 2010) se prosiguió a probar los compuestos 4-

AP, TEA y la kappa-conotoxina PVIIA.  
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Fig. 11. Sobrevivencia de las cepas yw (   ) y Hk (   ) inyectadas con solución salina 0.9% 

en cinco ensayos (E1-E5), cada ensayo consta de 100 larvas inyectadas por cepa.  

     A continuación, en la tabla 2 se muestra desglosada por compuesto y por concentración 

la sumatoria del número de organismos de yw y Hk que sobrevivieron de los ensayos 

realizados (5), es decir, el total de 500 y en la figura 12 se observa la relación entre la 

sobrevivencia y las concentraciones de los compuestos 4-Aminopiridina (4-AP) y 

Tetraetilamonio (TEA) para las cepas yw y Hk.  

     En la cepa Hk inyectada con TEA disminuye significativamente la sobrevivencia con las 

concentraciones 30 mM y 100 mM, en tanto que en las concentraciones 1 mM y 10 mM la 

sobrevivencia es mayor.  

     Los lotes experimentales inyectados con el compuesto 4-AP muestran un aumento 

gradual en la sobrevivencia de la cepa Hk conforme aumenta la concentración (1 mM, 30 
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mM y 100 mM). Para este compuesto la concentración con menor porcentaje de 

sobrevivencia de la cepa Hk es la de 10 mM.  

     Al evaluar el compuesto TEA en la cepa yw se observa un aumento de la sobrevivencia 

con las concentraciones más altas, 30 mM y 100 mM; mientras que la sobrevivencia de yw 

con el compuesto 4-AP se mantiene similar en las distintas concentraciones. 

     Para confirmar las diferencias significativas entre los grupos experimentales y los 

tratamientos se realizó la prueba HSD de Tukey que tiene como base una técnica de 

comparaciones múltiples, donde se tiende a equiparar cada grupo de datos con todos los 

demás (anexo II).  
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Tabla 2. Sumatoria del número de organismos sobrevivientes registrados por compuesto y concentración a lo largo de los 5 ensayos 

realizados. Se presenta la media aritmética, la desviación estándar (s) y el error estándar (e.e.).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

,w m 

compu~'to Número d ~ , • ~. ~ . Número d ~ , • ~. ~. 

'ObI~vivient ~' 'ObI~vivient ~' 

SoL S31 369 73.8 2.5 11 366 73.2 5 2.2 

4-AP 
¡mM 72 14.4 17 O.S 105 21 7 3.1 
IOrnM 128 25.6 2.3 1 82 16.4 2.3 1 
30mM 7S 15.6 4 LS 209 4L8 5 2.2 
lOOmM 107 21.4 LS O.S 276 55.2 7.5 3.3 
TEA 
¡mM SI 16.1 5.4 2.4 161 32.1 5.3 2.4 
IOrnM 51 10.1 3.9 17 211 44.1 7.6 3.4 
30rnM 141 28.1 2.S 11 29 5.S 3.3 L5 
lOOmM ISO 36 S.5 3.S 76 15.2 2.3 1 
P,' IIA 
111M 101 20.2 1 0.4 100 20 L9 O.S 
5 11M 125 25 2.1 0.9 59 1L8 2.5 11 
10 11M 160 32 2.4 11 215 43 5.1 2.3 
30 11M 140 28 3.7 L6 234 46.8 2.3 1 
100~M 151 30.2 L5 0.7 304 6O.S 2.6 11 
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Fig. 12 Sobrevivencia de las cepas yw ( ) y Hk ( ) inyectadas con diferentes 

concentraciones de 4-Aminopiridina (4-AP) y Tetraetilamonio (TEA), cada punto 

representa el promedio de 5 ensayos independientes ± E.E., para 4-AP (F= 42.7, p <0.05) y 

TEA (F= 56.4, p <0.05). 
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Locomoción sol. Salina, 4-AP y TEA.  

 

El efecto que tienen las toxinas de Conus purpurascens al inyectar su veneno es una 

actividad excitotóxica y también de inmovilización que ocurre en un lapso de 5 a 10 

segundos y que facilita la captura de la presa. Por ello, aunado a los efectos vistos en la 

sobrevivencia y como información adicional se observó y detectó el comportamiento 

locomotor postinyección (10 segundos) de las larvas inyectadas con los diferentes 

tratamientos. Cabe señalar que las conductas motoras respecto a los tratamientos se 

observaron solamente en las larvas que durante el proceso de inyección se despegaron por 

si solas. Para identificar el patrón de locomoción de las larvas observado en este trabajo se 

utilizó como referencia la investigación de Clark et al., 2016. Para los compuestos solución 

salina (Fig. 13), 4-Aminopiridina (Fig. 14) y Tetraetilamonio (Fig. 15) se observaron los 

siguientes movimientos: a) hacia adelante; b) hacia atrás; c) contracción dorsal; d) lánguida 

y alargada.  

 

 

 

 

 

 

  

 

Fig. 13 Representación del movimiento locomotor en larvas de tercer estadio de las cepas 

yw y Hk, expuestas a solución salina.  
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Fig. 14 Representación del movimiento locomotor en larvas de tercer estadio de las cepas yw y Hk, expuestas a distintas concentraciones 

del compuesto 4-Aminopiridina.  
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Fig. 15 Representación del movimiento locomotor en larvas de tercer estadio de las cepas yw y Hk, expuestas a distintas concentraciones 

del compuesto Tetraetilamonio.
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7.2 Efecto de la kappa-conotoxina PVIIA sobre las cepas 

de D. melanogaster. 

En la figura 16 se muestra la relación entre la sobrevivencia y las concentraciones (en µM) 

de la kappa-conotoxina PVIIA para las cepas yw y Hk. Se observa que al aplicar la 

conotoxina a una concentración de 5 µM el porcentaje de sobrevivencia de la cepa Hk es 

bajo (> 20%); en tanto que para las concentraciones restantes, 1 µM, 10 µM, 30 µM y 100 

µM la tasa de sobrevivencia es más alta. Por su parte, la sobrevivencia de la cepa yw con 

relación a la conotoxina PVIIA se mantiene uniformemente baja en sus distintas 

concentraciones (~35%).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Fig. 16 Sobrevivencia de las cepas yw (  ) y Hk (  ) inyectadas con diferentes 

concentraciones de la kappa-conotoxina PVIIA, cada punto representa el promedio de 5 

ensayos independientes ± E.E. k-PVIIA (F= 92.1, p <0.05).  
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Locomoción kappa-conotoxina PVIIA 

 

 

Aunado a los efectos vistos por la kappa-conotoxina PVIIA en la sobrevivencia, durante la 

inyección se detectaron diferentes conductas motoras que se presentan como información 

adicional las cuales son los movimientos siguientes; a) hacia adelante, b) hacia atrás, c) 

contracción dorsal, d) región anterior en “zigzag” (Fig. 17). La característica de 

movimiento en zigzag de la región anterior de la larva se produjo en la cepa Hk, en las 

concentraciones 5 µM y 30 µM; esto ocurrió mediante movimiento brusco y presuroso, con 

una duración de segundos (±10 s) seguido de un estado de poco movimiento. Por otra parte, 

el movimiento por contracción en dirección inversa se produjo en la concentración de 100 

µM para Hk, mientras que para yw se observó un estado lánguido y alargado en la 

concentración 30 µM. Salvo esas excepciones, el comportamiento larval mantuvo en 

general un estado de desplazamiento hacia adelante.  
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Fig. 17 Representación del movimiento larval de las cepas yw y Hk expuestas a distintas concentraciones de la kappa-conotoxina PVIIA. 
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8 DISCUSIÓN 
 

Debido a que se busca optimizar la utilización del veneno de los caracoles Cono por la 

dificultad que implica muestrear un organismo y la poca cantidad de veneno que se extrae, 

Martínez-Hernández (2016), señala lo importante que es el uso de técnicas que permitan 

analizar las conotoxinas de manera rápida y sobre todo en cantidades y/o concentraciones 

pequeñas.  

     Con base a lo anterior, resultó de interés para el presente trabajo evaluar el efecto de la 

kappa-conotoxina PVIIA, inhibidor selectivo para canales de potasio tipo Shaker sobre la 

cepa Hk, una mutante en la cual está alterado el gen que codifica la subunidad beta del 

canal de potasio y en la cepa yw que no presenta mutaciones en canales de potasio (cepa 

testigo), ambas del modelo de Drosphila melanogaster. Para ratificar el efecto de la 

conotoxina se evaluó también el efecto respecto a dos compuestos no específicos (TEA y 4-

AP) inhibidores de canales de potasio. Para ello, se realizó el conteo de organismos 

(moscas) que sobrevivieron, posterior a la inyección de los tratamientos.  

     En primer lugar, al comparar los resultados de la curva dosis-respuesta de la kappa-

conotoxina PVIIA y del compuesto TEA se encontró un efecto similar en las 

concentraciones bajas (1, 10 µM y 1, 10 Mm) donde la sobrevivencia fue del 45% y 30%, 

respectivamente. No obstante, se observó que la respuesta fue opuesta en las 

concentraciones consiguientes, mientras que Hk a concentraciones mayores de TEA 

disminuye su porcentaje de sobrevivencia (15%), con PVIIA a concentraciones mayores 

aumenta su porcentaje de sobrevivencia (60%). Por el contrario, en los resultados de la 
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curva-dosis respuesta del compuesto 4-AP, con los obtenidos de la kappa-conotoxina 

PVIIA, se observó que se mantuvo un comportamiento similar en la sobrevivencia en las 

distintas concentraciones para ambas cepas, como se ve en las figuras 12 y 16. Es de notar 

que, a medida que aumenta la concentración del 4-AP y PVIIA, la sobrevivencia de la cepa 

Hk también es mayor, contrario al efecto visto por el compuesto de TEA que a mayor 

concentración sobre la cepa Hk la sobrevivencia disminuye. Estos resultados pueden ser 

explicados con un hecho que acontece en la Toxicología y que es denominado “hormesis”. 

La hormesis es un suceso de respuesta característico, que está relacionado a la dosis y se 

basa en los siguientes supuestos: (1) los efectos de un compuesto a bajas dosis son opuestos 

a los efectos a altas dosis, lo cual tiene como resultado que las curvas dosis-respuesta sean 

bifásicas y se representan en las gráficas de dos maneras: en forma de “J” o como una “U” 

invertida (Calabrese et al., 2007); y (2) existe una respuesta de estimulación para dosis 

bajas y una respuesta de inhibición para dosis altas (Rattan et al., 2009; Calabrese et al., 

2011). Considerando lo anterior, el compuesto TEA se comporta bajo el supuesto 1, 

mientras que el compuesto 4-AP y la kappa-conotoxina PVIIA tendrían una efecto 

hormético bajo el supuesto 2, sobre la cepa Hk.  

     A manera de no solo de entender el efecto de hormesis por los compuestos antes 

mencionados, una explicación fisiológica de los resultados puede deberse a:  

     1) En el caso del tratamiento con TEA y la kappa-conotoxina PVIIA el efecto similar en 

la sobrevivencia a bajas concentraciones es debido a que comparten el mismo sitio de unión 

en la región del vestíbulo, ubicado en el lado extracelular del canal de potasio tipo Shaker 

(Armstrong, 1971; Shon et al., 1998).  
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     2) La baja tasa de sobrevivencia a los tratamientos por 4-AP y la kappa-conotoxina 

PVIIA observada en las concentraciones menores, puede explicarse a una sobre 

estimulación en los receptores de potasio tipo Shaker, y por otro lado, que al aumentar la 

concentración exista una mayor inhibición de éstos canales y por consiguiente se regula el 

paso de iones a condiciones “normales” y se ve reflejado en una mayor sobrevivencia.  

     La suposición anterior se apoya también tomando en consideración que a lo largo de los 

ensayos se observó y se registró muerte celular en el estadio de pupa la cual disminuyó a 

medida que acrecentó la concentración de la conotoxina (anexo III). Es posible que la 

muerte celular registrada por un efecto de toxicidad ocurriera mediante el proceso de 

muerte celular inducida debido a que se observó una disminución y compactación del 

volumen celular dentro del pupario. De acuerdo con Fernández y Bodega (2005), esa 

respuesta es característica de la muerte celular inducida. Así mismo, se le ha descrito como 

un tipo de muerte celular fisiológica que se encuentra regulada genéticamente y que además 

acontece con el fin de mejorar la función del organismo (Fernández y Bodega, 2005).  

     Si bien es cierto que el tratamiento con la conotoxina mostró una respuesta positiva con 

respecto a la sobrevivencia de la cepa Hk que parece responder mejor en comparación a la 

cepa yw debido a que sobreviven más organismos conforme aumenta la concentración de la 

toxina, no podemos definir lo anterior como un efecto “benéfico” definitivo. Se propone 

dar seguimiento a este tipo de investigación para precisar si los efectos horméticos por 

exposición a la kappa-conotoxina PVIIA o también por otras toxinas pueden tener 

consecuencia a largo plazo en el ciclo de vida completo del organismo.  

     En segunda instancia, diferentes estudios indican que el comportamiento es una 

característica muy importante en el desarrollo de la vida de un organismo, y podría explicar 
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si existe un vínculo de conexión entre un compuesto y una reacción a nivel molecular y 

fisiológico; como ejemplo se encuentra el trabajo realizado por Jansen et al., (2014), donde 

el comportamiento locomotor de Drosophila melanogaster es un indicativo de la acción 

farmacológica de componentes derivados de plantas. De acuerdo con sus resultados, el 

tratamiento por exposición a extractos de la planta Bacopa monnieria aumentó la 

locomoción y mejoró la capacidad de ascensión de D. melanogaster. El mismo estudio 

encontró que los extractos de B. monnieri tienen gran potencial de actuar para mejorar la 

actividad de enzimas antioxidantes. Es por eso, que en el presente trabajo de tesis se 

dispuso registrar no solo el efecto en la sobrevivencia de las larvas sino también el 

comportamiento en la locomoción de las mismas al momento de la inyección, siendo un 

factor de gran utilidad para relacionar una actividad particular en el movimiento del 

organismo como respuesta a las distintas concentraciones inyectadas de los compuestos y la 

toxina a evaluar. 

     Basándose en lo anterior, cabe señalar que solamente en las concentraciones de 5 y 30 

µM de la conotoxina se observó un comportamiento locomotor brusco y presuroso en 

forma de zigzag en la región anterior de las larvas (Fig. 17). Se debe agregar la observación 

de que para la concentración 30µM sobrevivieron 234 organismos mientras que con 5µM 

sobrevivieron 59, ese resultado podría explicarse por el proceso de hormésis descrito 

anteriormente. 

     En la concentración de 10mM de 4-AP se observó un comportamiento de contracción 

dorsal en la cepa Hk y una postura lánguida y alargada en la cepa yw (Fig. 14). Con el 

compuesto TEA ambas cepas tuvieron un desplazamiento en dirección reversa a una 

concentración de 10 mM. La cepa Hk mostró además: contracción dorsal (30 y 100 mM), 
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postura lánguida y alargada (1mM) (Fig. 15). Estos comportamientos se asemejan a los 

obtenidos en un estudio realizado por Clark et al., (2016) en el que de una forma similar 

realizan un monitoreo de distintos programas motores en larvas de D. melanogaster e 

indican que en cada comportamiento locomotor se involucran subconjuntos distintos de 

interneuronas que van a controlar los diferentes elementos implicados en el programa motor 

de las larvas. Señalan también que aun conociendo esa información es necesaria una 

exploración exhaustiva para caracterizar completamente los factores e interneuronas que 

intervienen en el proceso motor. En consonancia con la recomendación anterior, para la 

evaluación de toxinas se sugiere realizar un seguimiento de los efectos en la locomoción y 

examinar lo que sucede durante el ciclo de vida y hasta la etapa final del mismo para así 

determinar con más precisión lo siguiente: (1) si existe más de un comportamiento 

locomotor para una concentración particular; (2) la proporción de larvas que expresan los 

patrones de comportamiento; (3) si un comportamiento locomotor se encuentra relacionado 

directamente con algún tipo de muerte celular (necrosis, apoptosis).  

      Con respecto a los resultados obtenidos en este trabajo, se considera que el ensayo 

resultó ser propicio para relacionar un efecto en la sobrevivencia con un comportamiento a 

nivel locomotriz con base en la exposición de los compuestos 4-AP, TEA y la kappa- 

conotoxina PVIIA. Si bien, los resultados no muestran un movimiento de las larvas 

exclusivo para una concentración particular de la PVIIA, los compuestos 4-AP y TEA; no 

obstante, para futuras evaluaciones de toxinas (de las cuales no se conoce su blanco de 

acción o molecular) sobre la cepa Hk el registro de un comportamiento locomotor brusco y 

presuroso en forma de zigzag estaría indicando que la toxina en cuestión podría tener un 

efecto sobre canales tipo Shaker. 
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     Finalmente, la técnica utilizada en este trabajo nos permitió evaluar y analizar los 

efectos producidos por diferentes compuestos en el periodo correspondiente al tercer 

estadio larval del ciclo de vida de D. melanogaster, durante el cual se observó el 

comportamiento locomotor de las larvas y posteriormente se cuantificó el porcentaje de 

sobrevivencia (moscas adultas) de D. melanogaster. De tal manera, que este trabajo puede 

ser empleado como método efectivo para evaluar a un menor costo y tiempo, toxinas de 

otros organismos con actividad sobre canales de potasio tipo Shaker con el fin de 

aprovechar al máximo el material biológico, sobre todo en casos en los cuales la obtención 

de toxinas es muy difícil y escasa.  
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9 CONCLUSIONES 
 

 El ensayo por microinyección de conotoxinas específicas para canales de potasio 

tipo Shaker en D. melanogaster fue exitoso para una evaluación de conotoxinas 

rápida (in vivo).  

 Se presentaron 5 tipos de comportamiento locomotor: hacia adelante, hacia atrás, 

contracción dorsal, región anterior “zigzag”, lánguida y alargada, en los diferentes 

tratamientos experimentales.  

 El comportamiento locomotor brusco y presuroso en forma de zigzag en la cepa Hk 

pudiera ser indicativo de un efecto sobre canales de potasio tipo Shaker.  

 Es conveniente considerar a la cepa Hiperkinetic (Hk) de D. melanogaster para 

evaluar conotoxinas con posible actividad sobre canales de potasio tipo Shaker.  
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11 ANEXOS 
 

ANEXO I. Pruebas de ANOVA factorial 
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ANEXO II. Prueba Post-hoc HSD-Tukey (Diferencia Honestamente Significativa de 

Tukey). Las diferencias significativas se indican en rojo.  
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ANEXO III. Organismos de D. melanogaster que presentaron muerte celular en el 

estadio de pupa.  
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