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Resumen 
El sistema inmunológico de los mamíferos se encarga de salvaguardar la integridad del 

organismo al protegerlo contra diversos patógenos; de la variedad de factores humorales y 

celulares que lo componen, los linfocitos T cooperadores (Th) son las células encargadas de 

orquestar la respuesta específica requerida. Dependiendo de la naturaleza del antígeno 

blanco, los linfocitos Th pueden diferenciarse en al menos dos poblaciones definidas por su 

producción de citocinas, el subtipo Th1 ante un antígeno intracelular o el subtipo Th2 ante 

un antígeno extracelular. Durante diversas patologías, como la autoinmunidad, predominan 

las células efectoras de un subtipo, por lo que resulta de gran interés la búsqueda de 

inmunomoduladores que logren polarizar la respuesta inmune hacia el subtipo opuesto. A la 

fecha, se han caracterizado diversas moléculas que tienen como blanco molecular canales 

iónicos y receptores implicados en la activación de células del sistema inmune. Un objetivo 

más ambicioso, es encontrar moléculas que tengan como blanco canales iónicos o 

receptores específicos de un subtipo celular. Las conotoxinas son péptidos ricos en cisteínas 

capaces de discriminar entre blancos moleculares similares, a las que se les ha descrito 

como agonistas y antagonistas de receptores nicotínicos y canales de K+, ambos blancos 

implicados en la activación de linfocitos Th. En el presente trabajo, se evaluó el efecto de 

seis conotoxinas sintéticas de Conuscalifornicussobre linfocitos T murinos; los resultados 

indican que la proliferación celular es afectada, así como el patrón de expresión de los 

factores de transcripción distintivos de cada subtipo, Tbet y GATA3, haciendo dominar 

este último e indicando que las conotoxinas empleadas tienen potencial como agentes 

inmunomoduladores que polarizan la diferenciación hacia el subtipo Th2. 

 

 

 

 

 

Palabras clave: Diferenciación de linfocitos Th, linfocitos Th1, linfocitos Th2, 

conotoxinas.
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INTRODUCCIÓN 
Todo organismo vivo requiere de ciertos mecanismos para sobrevivir al ambiente en el que 

se desenvuelve. Dentro de los organismos vivos, el ser humano ha desarrollado un 

complejo sistema inmunológico que lo protege constantemente de las amenazas que 

representa un agente infeccioso. 

 

Los mecanismos de defensa provistos por el sistema inmunológico se han vuelto 

más complejos y especializados, a la par de la evolución de las especies. En organismos 

multicelulares se observan respuestas “naturales” contra microbios, es decir mecanismos de 

defensa (barreras físicas, químicas y células fagocíticas) que están presentes previo al 

contacto con algún microbio, pero es en vertebrados superiores como el ser humano, donde 

se logra desarrollar mecanismos de defensa que se adaptan al antígeno de interés. Así, el ser 

humano ha desarrollado un sistema inmune con dos tipos de inmunidad: la inmunidad 

innata que actúa en una etapa temprana y la inmunidad adaptativa que actúa en una etapa 

tardía. La inmunidad innata provee la primera línea de defensa de manera inespecífica y 

siempre de la misma forma, mientras que la inmunidad adaptativa (compuesta por 

linfocitos, anticuerpos, receptores de linfocitos T, entre otros) es específica y de larga 

duración. 

 

El sistema inmunológico del ser humano está conformado por células mieloides, 

células linfoides y un vasto repertorio de moléculas de señalización. Son células mieloides 

los macrófagos, neutrófilos y células dendríticas, todas ellas células fagocíticas, además de 
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los basófilos, eosinófilos y mastocitos. Son células linfoides los linfocitos B, T y NK. Por 

su parte, el vasto repertorio de moléculas de comunicación está representado en el inicio y 

activación de la respuesta inmune por complejos moleculares como los receptores de 

antígenos (inmunoglubulinaspara linfocitos B y receptores de linfocitos T para linfocitos 

T), dominios citoplasmáticos (CD3, CD4, CD8, CD28), complejo mayor de 

histocompatibilidad (MHC) I y MHC II, el sistema del complemento y una amplia gama de 

citocinas. 

 

La activación del sistema inmune requiere de una sofisticada señalización. La 

respuesta inmune se desencadena ante la presencia de un antígeno (patógeno o no 

patógeno) con el potencial de ser nocivo para el organismo. Así, la respuesta inmune 

adaptativa comienza con el reconocimiento de determinantes proteínicos del antígeno, los 

cuales son digeridos por las células fagocíticas, para poder ser presentados al receptor del 

linfocito T (TCR) a través del MHC. Esta interacción de la célula presentadora de antígeno 

(APC) con el linfocito T se conoce como sinapsis inmunológica, y una vez que se da la 

sinapsis, el linfocito T orquestará el tipo de respuesta inmune en contra del antígeno 

presentado. 

 

Activación de Linfocitos T 

Los linfocitos T se generan a partir de la médula ósea, maduran en el timo y se encuentran 

en abundancia en el bazo, los nódulos linfáticos y en la sangre, siendo capaces de reconocer 

y distinguir diferentes determinantes antigénicos (Abbas et al., 2010). Los linfocitos T son 
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los encargados de la inmunidad mediada por células y se dividen principalmente en CD4
+
 T 

cooperadores y CD8
+
 T citotóxicos (lisan a células malignas o infectadas por virus) (Abbas 

et al., 2010). Los linfocitos T cooperadores (Th) llevan a cabo varias funciones, entre las 

que destacan el estimular la maduración de los linfocitos B y activar a los macrófagos por 

medio de la secreción de citocinas (Abbas et al., 2010; Zhu & Paul, 2010).  

 

Extracelularmente, la activación de un linfocito T virgen comienza con la sinapsis 

inmunológica, cuando la APC interactúa con el complejo TCR-CD3 y un conjunto de 

moléculas adaptadoras en la superficie de la célula. Intracelularmente, la sinapsis 

desencadena una cascada de señalización donde una serie de fosforilaciones y 

desfosforilaciones conllevan a la activación de factores de transcripción, al menos a través 

de tres vías: calcio – calceneurina para el factor nuclear de células T activadas (NFAT), Ras 

– mitógeno proteína cinasa activada (RAS – MAPK)para el factor de transcripción de 

proteína activada -1 (AP-1) y/o proteína cinasa C (PKC) para el factor nuclear κB (NF – 

κB)(Abbas et al., 2010). De estas tres vías el calcio juega un papel preponderante. La 

activación del linfocito T por el aumento de Ca
2+

 intracelular comienza con la liberación 

del Ca
2+

 almacenado en el retículo endoplasmático y se mantiene por la apertura 

(principalmente) de los canales dependientes de depósito activados por liberación de calcio 

(CRAC), compensando la entrada de Ca
2+

con la salida de K
+
 a través de los 

canalesdependiente de voltaje Kv1.3 y activados por calcio IKCa1 (Chandy et al., 2004). 

Esta cascada de señalización continúa con la unión del segundo mensajero Ca
2+

 a la 

calmodulina, para luego activar a la calcineurina y desfosforilara NFAT, culminando con la 
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transcripción de genes, producción de citocinas (como la interleucina 2) y la proliferación 

celular (Figura 1).  

 

 
Figura 1. Activación de linfocito T. Vía de señalización tras el reconocimiento del 

receptor del linfocito T con la célula presentadora de antígeno(Chandy et al., 2004). 

 

Citocinas 

Las citocinas son glicoproteínas de bajo peso molecular (15-30 kDa) producidas 

principalmente por linfocitos T y macrófagos activos, cuya función es orquestar la 

comunicación celular y desencadenar procesos de activación, proliferación, diferenciación 

y muerte celular. Así, las citocinas dirigen los mecanismos a activar en respuesta a un 

determinado patógeno o agente extraño, desde pasar de la respuesta innata a la adaptativa, 

hasta determinar la diferenciación de las células Th vírgenes. 
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Las citocinas fueron descritas desde hace más de 50 años como factores que 

favorecían la proliferación de los linfocitos. Hoy en día se han identificado numerosas 

citocinas (> 40) agrupadas en superfamiliascomo las interleucinas, interferones 

yquimiocinas, entre otras. De la diversa gama de citocinas implicadas en la señalización 

celular, las citocinas interleucina (IL)-2, IL-4 e interferón (IFN)-γ, son esenciales para la 

activación y proliferación de los linfocitos Th. En el inicio de la activación de linfocitos T, 

la citocina más expresada es IL-2, ya que es secretada tanto por macrófagos como por 

linfocitos Th, su función es estimular el crecimiento y diferenciación de células específicas 

para el antígeno de interés, además de ser necesaria para la generación de memoria 

inmunológica.; la IL-4 induce la proliferación de los linfocitos B y la producción de IgE 

cuando el antígeno presentado al linfocito T proviene de un patógeno extracelular, e IFN-γ 

cuando el antígeno presentado proviene de patógenos intracelulares, actuando como un 

potente activador de macrófagos y desencadenando la muerte de parásitos intracelulares 

(Arai et al., 1990). IL-10 también es de importancia en la respuesta inmune, ya que se le 

asocia con la inhibición de citocinas implicadas en la respuesta de linfocitos Th a patógenos 

intracelulares(Saraiva & O’Garra, 2010). 

 

Polarización de la respuesta inmune: Paradigma Th1/Th2 

La polarización de la respuesta inmune basada en la flexibilidad de las células T CD4
+
 

vírgenes de diferenciarse en subtipos con funciones efectoras específicas, permite al 

sistema inmune responder apropiadamente a un agente infeccioso (Tangye et al., 2013). La 

diversificación de las células Th fue descrita por Mosmann y Coffman, quienes nombraron 
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Th1 y Th2 a los subconjuntos que secretaban principalmente IFN-γ e IL-4, respectivamente 

(Mosmann & Coffman, 1989). Después, Locksley y colaboradores (1989) añadieron 

información sobre su función efectora al describir a las células Th1 como responsables de 

eliminar a patógenos intracelulares y a las células Th2 como responsables de eliminar a 

patógenos extracelulares, al hacer dominar un tipo de respuesta contra la infección 

provocada porLeishmaniamajor(Wilson et al., 2009). Así, las células Th1 son 

particularmente efectivas en activar mecanismos microbicidas de macrófagos y células 

CD8
+
 citotóxicas contra bacterias intracelulares, protozoarios y virus (Lazarevic et al., 

2013); en contraste, el subtipo Th2 secreta las citocinas requeridas para eliminar parásitos 

extracelulares a través de la activación de los linfocitos B (con IgE e IgG). 

 

La diferenciación de un linfocito Th virgen hacia una subtipo en particular (Th1, 

Th2, Th17 y Tregs) dependerá del microambiente de citocinas presentes (Figura 2), las 

cuales producirán cambios intrínsecos con efectos en la abundancia, interacción y 

localización de factores de transcripción, generando cambios a nivel de expresión genética 

(Tangye et al., 2013; Wilson et al., 2009). Para que los linfocitos T se diferencien a Th1 se 

necesita la presencia de IL-12 para activar al factor de transcripción T box 21 (Tbet) de la 

familia T box, mientras que para activar Th2 se requiere deIL-4 que activa al factor de 

transcripción proteína de unión a GATA 3 de la familia GATA (Jiang & Dong, 2013; 

Lazarevic et al., 2013; Tangye et al., 2013). Tbet es considerado el factor de transcripción 

“maestro” en la diferenciación de los linfocitos Th1, ya que su activación por la presencia 

de IFN-γ monta un sistema de retroalimentación positiva al desencadenar la transcripción 

de IFN-γ (vía los factores de trascripción STAT1 y STAT4); de manera similar ocurre en la 
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diferenciación de linfocitos Th2, donde la sobreexpresión de GATA3 se debe a la presencia 

de IL-4 y la activación del factor de transcripción GATA3, para después retroalimentar 

positivamente la señalización al desencadenar la expresión de IL-4. Así, las células Th1, 

productoras de IL-2 e IFN-γ son capaces de coordinar una respuesta para eliminar a un 

patógeno intracelular como Mycobacterium,y las células Th2 productoras de IL-4, IL-5 e 

IL-10 son capaces de coordinar una respuesta para eliminar a un patógeno extracelular 

como Toxocoracannis(Romagnani, 1991). 

 

 
Figura 2. Activación de células efectoras debido a la expresión de citocinas (Abbas et 

al., 2010). 

ANTECEDENTES 
 

En contraste a las funciones protectoras conferidas por las células Th, una activación 

inapropiada o exagerada puede conducir al desarrollo de alergias y enfermedades 
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autoinmunes (Lazarevic et al., 2013). Entender las enfermedades autoinmunes humanas es 

el reto más grande de la inmunología (Abbas et al., 2010). Actualmente se conocen más de 

80 enfermedades autoinmunes y 40 posibles padecimientos relacionados con 

autoinmunidad (AARDA, 2010). Solamente en Estados Unidos, la Asociación Americana 

de Enfermedades Autoinmunes Relacionadas (AARDA, por sus siglas en inglés) reporta 

23.5 millones de personas que padecen algún desorden autoinmune, superando por un 

millón a las personas que padecen enfermedades cardiovasculares y por 14.5 millones a los 

enfermos de cáncer, aunado al costo reportado por 57 billones de dólares (AARDA, 

2010).Algunas enfermedades autoinmunes mediadas por el subtipo Th1 son la enfermedad 

celíaca (CD) y la enfermedad de Crohn (Monteleone et al., 2004). Por su parte, las 

enfermedades causadas por anormalidades en el subtipo Th2 son el asma y otras reacciones 

alérgicas (Zhu & Paul, 2010). 

 

Inmunomoduladores de los linfocitos T 

Hasta ahora, se han presentado diversas estrategias para tratar las enfermedades 

autoinmunes, surgiendo el concepto de inmunomoduladores, los cuales se describen como 

compuestos que desencadenan o suprimen aspectos de la respuesta inmune(Tzianabos, 

2000).  Un primer acercamiento sobre inmunomoduladores es aumentar o suprimir las 

citocinas implicadas, ejemplo de dicha estrategia es el tratamiento para la artritis 

reumatoide con anticuerpos neutralizantes de la TNF-α (Feldmannet al., 1996), el uso de 

receptores de IL-4 solubles para el tratamiento del asma (Borish et al., 2001), el desarrollo 

de fármacos como Briakinumab y Ustekinumab neutralizantes de IL-12/23 para el 
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tratamiento de psoriasis y la enfermedad de Crohn(Gordon et al., 2012; Sandborn et al., 

2008), y Fontolizumab para neutralizar al IFN-γ(Reinisch et al., 2010). Sin embargo, el 

tratamiento con citocinas recombinantes ha producido efectos adversos: linfopenías por 

IFN, IL-2 y TNF, monocitopenia por IFN-γ y TNF, neutrofilia por IL-2, IFN-α y TNF, 

depresión  (entre otros síntomas) con el uso de IL-2 e IFN-α (Spelman et al., 2006).  

 

Buscando alternativas para la modulación de expresión de citocinas, se han 

caracterizado diversas proteínas, glicoproteínas, péptidoglicanos, lipopolisacáridos y 

toxinas, a partir de árboles, algas, hongos, bacterias y organismos venenosos. Panax 

ginseng afecta la expresión de IL-4 e IFN-γ(Spelman et al., 2006); el perfil de citocinas de 

células del bazo de animales tratados con polisacárido A de Bacteroidesfragilis muestra el 

incremento de IFN-γ, IL-2 e IL-10 (Tzianabos, 2000); β-(1-3)-glucanos insolubles de 

hongos y levaduras estimulan la producción de IL-1, IL-2 y TNF-(Tzianabos, 2000); la 

exotoxina pertussistoxin producida por Bordetellapertussisestimula la producción tanto de 

IFN-γ como de IL-4 (Ryan et al., 1998). Los ejemplos citados tienen en común un aspecto: 

compuestos con efecto tanto en la expresión de citocinas del subtipo Th1 como del subtipo 

Th2. Naturalmente, el sistema inmune de vertebrados superiores no posee un regulador 

maestro del paradigma Th1/Th2 ya que se necesitan numerosos factores de transcripción, 

por lo cual depende de la respuesta coordinada de moléculas reguladoras que controlan la 

expresión génica y la función efectora (Tangye et al., 2013), de manera que encontrar como 

blanco terapéutico uno de los componentes moleculares implicados resultaría excepcional.  
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Otras estrategias terapéuticas que no implican la neutralización de citocinas 

inmunomoduladoras o su administración, se ha dirigido a encontrar moléculas agonistas y 

antagonistas de canales iónicos y receptores colinérgicos, debido a que su presencia varía 

según el estado de maduración de la célula y su subtipo. Se ha descrito que el bloqueo 

selectivo de canales Kv en células T suprime su proliferación y la producción de citocinas 

(Chandy et al., 2004). Desde 1989(Figura 3) se han aislado inhibidores cada vez más 

potentes y selectivos de canales Kv, procedentes del veneno de alacrán (ChTX, MgTX, 

Anuroctoxin, Vm23, Vm24, entre otros), extractos de anémona (ShK) y extractos de 

plantas (correolide) (Bagdány et al., 2005; Chandy et al., 2004; Chi et al., 2012).  

 

El desarrollo de la toxina ShK es un claro ejemplo de un inmunomodulador 

específico para un subtipo celular y que tiene como blanco un canal dependiente de voltaje. 

La toxina ShK tiene como blanco al canal Kv1.3, el cual se sobreexpresa en células T 

efectoras, sin afectar a células T vírgenes o de memoria que en cambio aumentan la 

expresión de canales IKCa1 (Chandy et al., 2004; Chi et al., 2012). Así, se ha demostrado 

que la mayoría de las células T patogénicas reactivas a mielina de pacientes con esclerosis 

múltiple son células T efectoras Kv1.3
high

IKCa1
low

(Chandy et al., 2004; Panyi et al., 2004).  
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Figura 3. Descubrimiento de bloqueadores de canales K

+
 en células del sistema 

inmune(Chandy et al., 2004). 

 

También, se ha demostrado la presencia de un sistema colinérgico no neuronal 

implicado en la inmunomodulación autocrina y paracrina del sistema inmune. Los 

linfocitos son capaces de sintetizar y secretar acetilcolina (ACh), y expresar receptores 

colinérgicos del tipomuscarínicos (mAChR) y nicotínicos (nAChR) (De Rosa et al., 2005). 

Los receptores mAChR son glicoproteínas acopladas a proteínas G con efecto sobre 

segundos mensajeros, concentración de iones y modulación de la actividad de proteínas 

cinasas (Figura 4), existiendo cinco tipos de estos receptores: M1, M2, M3, M4 y M5 

(Kawashima &Fujii, 2003; Qian et al., 2011). Los receptores nAChR son pentámeros (tipos 

de subunidades de α1 a α10, de β1 a β4, γ y δ) miembros de la superfamilia de receptores 

ionotrópicos o canales iónicos activados por ligando, medían la entrada de Na
+
 y Ca

2+
, y la 
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salida de K
+
(Kawashima & Fujii, 2003; Qian et al., 2011). Se ha reportado que la 

activación de linfocitos T vía TCR-CD3/CD28 provoca la sobreexpresión de ACh, y que la 

presencia de agonistas nicotínicos y muscarínicos estimula la síntesis de ADN, producción 

de IL-2, incremento en la expresión de la subunidad α7, y oscilaciones en la concentración 

de Ca
2+

 en linfocitos periféricos humanos (De Rosa et al., 2005; Kawashima et al., 2012). 

Además, leucocitos mononucleares que tienen el gen para  α7 silenciado expresan más 

IFN-γ e IL-6 en presencia de ovoalbúmina, mientras que ratones que tienen los genes 

silenciados para los receptores M1 y M5 expresan menos IFN-γ e IL-6 cuando se les 

expone a ovoalbúmina, sugiriendo la importancia de los receptores mAChR y nAChR en la 

respuesta inmune mediada por células T (Kawashima et al., 2012). Estas características 

convierten a estos receptores en posibles blancos farmacológicos. 

 

 
Figura 4. Vías de señalización involucradas en el sistema colinérgico de linfocitos 

activados en la respuesta inmune. (Kawashima & Fujii, 2003). 
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Conotoxinas 

El reino animal incluye más de 100,000 especies venenosas representadas en los principales 

filos como cordados (reptiles, peces, anfibios y mamíferos), equinodermos (estrellas de 

mar), moluscos (caracoles cono, pulpos), anélidos, nemertinos, artrópodos (arácnidos, 

insectos) y cnidarios (anémonas, medusas, corales) (Favreau & Stöcklin, 2009). 

 

La mayoría de los invertebrados marinos sésiles y de cuerpo blando han 

desarrollado métodos químicos para defenderse de los depredadores y de las especies 

competidoras (Fusetani & Kem, 2009). Los caracoles carnívoros del género Conus han 

desarrollado un poderoso método de sobrevivencia a través del ataque a sus presas por 

medio de un arpón que libera un veneno abundante en péptidos (menores a 40 

aminoácidos) ricos en cisteínas, de rápida acción y con afinidad específica sobre diversos 

canales iónicos, receptores y enzimas. Fue a mediados de 1970 cuando se purificó el primer 

componente polipetídico del veneno de C. geographus que presentó evidencia 

farmacológica al inhibir canales Na
+
 dependientes de voltaje (Norton & Olivera, 

2006).Hasta hoy se han descrito al menos 500 especies depredadoras del género 

Conus,cada una de ellas posee su propio veneno distintivo con más de 200 diferentes 

componentes, estimando así más de 50,000 componentes farmacológicamente activos con 

la capacidad de discriminar entre miembros de una familia de canales iónicos (Terlau & 

Olivera, 2004).  

 

El aparato venenoso de los caracoles Conus(Figura 5) consiste en un conducto, 

donde el veneno se sintetiza y almacena, un bulbo venenoso, que se piensa es para expulsar 
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el veneno desde el conducto, y una aguja tipo arpón de punta hueca (rádula modificada) 

para inyectar el veneno mediante una probóscide muscular (Fusetani & Kem, 2009; Norton 

& Olivera, 2006). 

 

 
Figura 5. Vista esquemática del aparato venenoso de los caracoles cono. Modificado de 

(Favreau&Stöcklin, 2009). 

 

Se le nombra conotoxinas a los conopéptidos ricos en puentes disulfuro, 

clasificándolas con base en su patrón de cisteínas y su secuencia señal pre-pro-

péptido(Terlau & Olivera, 2004). A la fecha se han descrito más de 26 superfamilias (con 

base en su secuencia señal), 26 diferentes patrones de cisteínas y 12 familias 

farmacológicas, clasificaciones representadas por letras (A-Y), números romanos (I-XXVI) 

y por letras del alfabeto griego (α-ω), respectivamente(ConoServer).Las conotoxinas son 

interesantes moléculas con un gran potencial terapéutico en humanos: como 

antinociceptivo, antiepiléptico, y como protector de cardio- y neuro-actividad, demostrando 

ser péptidos altamente selectivos y potentes bloqueadores o moduladores de la función de 
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los canales iónicos implicados (Bernáldez et al., 2013). El potencial terapéutico de las 

conotoxinas se ve favorecido por su pequeño tamaño (< 5 kDa), su relativa facilidad para 

ser sintetizadas, estabilidad estructural y especificidad por su blanco (Fusetani & Kem, 

2009). La primera conotoxina capaz de bloquear un canal de K
+
 se identificó hace más de 

15 años, y sólo unos pocos conopéptidos bloqueadores de los canales de K
+
 han sido 

extensamente caracterizados (Terlau & Olivera, 2004). Un fuerte contraste entre los 

péptidos que bloquean canales K
+
 de aquellos que bloquean canales de Na

+
 es que las 

familias de péptidos bloqueadores de canales Na
+
 parece ser conservada en diferentes 

especies de Conus, mientras que las familias de péptidos que bloquean canales K
+
 divergen 

entre las distintas especies de Conus(Terlau & Olivera, 2004). 

 

La variedad de las conotoxinas contenidas en el veneno de los caracoles Conus se 

ha asociado con su dieta(Elliger et al., 2011). De entre todas las especies de caracoles 

cono,ConuscalifornicusHinds 1844 es endémico de las aguas subtropicales de la costa 

noreste del pacífico (del centro de California a Baja California Sur) y es el miembro más 

inusual y con la dieta más variada del género (Gilly et al., 2011). Comparado con otros 

miembros del género Conus, su capacidad para vivir en las aguas subtropicales del pacífico 

y poder cazar más de 56 especies, sugiere el novedoso arsenal venenoso de C. 

californicus(Elliger et al., 2011). 
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Figura6.Conuscalifornicus.Natural History of Orange County, California School of 

Biological Sciences, Fotografíapor Peter J. Bryant. 

 

En 2010 Biggs y colaboradores propusieron a la superfamilia J2 con el patrón de 

cisteínas XIV que se diferencia de la superfamiliaJ por la secuencia señal, incluyendo a seis 

péptidos de C. californicus y uno de C. literatus. La conotoxina lt14a procedente de C. 

literatus, fue reportado con actividad sobre receptores nicotínicos neuronales en músculo 

de rana(Peng et al., 2006)  y como analgésico altamente efectivo en ratones(Sun et al., 

2011). Además, de la superfamilia J se ha descrito a pl14a de C. planorbis(Imperial et al., 

2006)con capacidad de inhibir el canal Kv1.6 y subunidades de receptores nAChR 

neuronales y musculares, y a la conotoxina Vil14a de C. villepinii(Möller et al., 2005) con 

capacidad de bloquear canales de potasio en células PC12.  

 

Tomando en cuenta los resultados obtenido para la toxina 

ShKStichodactylahelianthus, capaz de inmunomodularcanales iónicos en linfocitos T 

humanos de manera dosis dependiente con una IC50 ≈ 20 pM y suprimiendo la expresión de 
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IL-2 e IFN-γ (Chi et al., 2012), además de los resultados reportados por Cervantes-Luévano 

(2013) describiendo el efecto modulador de contoxinas de la superfamilia J2 de C. 

californicusen la expresión de citocinas proinflamatorias en macrófagos murinos, el 

presente trabajo tiene como objetivo probar la capacidad de las conotoxinas de C. 

californicuspara modular la polarización Th1/Th2 de la respuesta inmune en linfocitos T 

murinos. 

 

JUSTIFICACIÓN 
Los linfocitos T cooperadores orquestan la respuesta inmune adaptativa y dependiendo del 

antígeno presentado madurarán hacia un subtipo celular, expresando factores de 

transcripción y citocinas específicas. En padecimientos autoinmunes ciertas poblaciones 

celulares se expresan sobre otras. El poder modular la activación de células efectoras en 

padecimientos autoinmunes representa una estrategia razonable. Las conotoxinas poseen un 

amplio potencial farmacológico, debido a su afinidad por diversos canales y receptores y su 

efecto sobrela modulación de la polarización celular Th1/Th2 ha sido poco explorada. Es 

así como el presente trabajo tiene como objetivo probar el efecto de conotoxinas sintéticas 

en la proliferación y expresión de genes y citocinas característicos de los linfocitos 

Th1/Th2 murinos. 

 

HIPÓTESIS 
Las conotoxinas afectan funciones efectoras de los linfocitos T murinos como la 

producción de citocinas. 
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OBJETIVO GENERAL 

Evaluar el efecto de las toxinas de Conuscalifornicus sobre la polarización de la respuesta 

inmune Th1/Th2murina. 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 Explorar las diferencias en la expresión de citocinas Th1/Th2 en linfocitos T 

murinos tratados con toxinas de Conuscalifornicus. 

 

 Evaluar el efecto de las toxinas de Conuscalifornicus en la expresión de los factores 

de transcripción murinos responsables de la polarización Th1/Th2. 

 

 Evaluar el efecto de las toxinas de Conuscalifornicus en la proliferación de 

linfocitos T murinos. 
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METODOLOGÍA 

Obtención de linfocitos 

Se utilizaron ratones con un peso aproximado de 20 g, manteniéndolos en jaulas con 

alimento y agua ad libitum, en una habitación con temperatura ambiente (21°C) y 

luz/oscuridad controladas (12 horas luz, 12 horas oscuridad), habituándolos a las 

condiciones de vivienda 7 días previos a su sacrificio. Los ratones fueron sacrificados por 

dislocación cervical de acuerdo a los lineamientos establecidos por la Norma Oficial 

Mexicana NOM-062-ZOO-1999. 

 

Las células fueron obtenidas a partir de los nódulos linfáticos. Se colocó al animal 

en una plancha de operación con el abdomen hacia arriba (atando sus patas hacia los 

extremos de la plancha de operación), fue rociado con etanol al 70% y se procedió a hacerle 

una incisión en la línea media con ayuda de unas tijeras iris, para después remover la piel 

hacia los costados (pinchándola en la plancha), y proceder a remover los nódulos axilares, 

cervicales e inguinales (Figura 7); los nódulos mesentéricos fueron removidos tras hacer 

una incisión (2 cm) en el peritoneo y localizarlos por el área del intestino delgado (Coligan, 

2001).  

 
Figura 7. Disección de los nódulos linfáticos en modelo murino(Coligan, 2001). 
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Los nódulos extraídos se colocaron en una caja Petri con 3ml de medio RPMI 1640 

suplementado con 10% suero fetal bovino inactivado y 1% antibiótico-antimicótico (RPMI 

1640-s), para después disgregarlos sobre una membrana de nylon con la ayuda del émbolo 

de una jeringa y recuperar las células en suspensión en un tubo de 15 ml, y proceder 

acentrifugar a 300 x g por 5 minutos, descartar el sobrenadante y resuspender las células en 

un volumen conocido de medio RPMI 1640-s. 

 

Cultivo primario de linfocitos 

A partir de las células obtenidas de los nódulos linfáticos, se montó un cultivo primario en 

placa de 96 pozos. Se cultivaron 0.5 x 10
6
 células por pozo, agregando1 µl de Dynabeads® 

Mouse T-Activator CD3/CD28 (Life Technologies) por cada 100 µl de cultivo, 

adicionando los péptidos Cal14.1a, Cal14.1b, Cal14c, Cal14.2b, Cal14.2c y Cal14b a una 

concentración final en pozo de 5 µM (péptidos y concentraciones reportadas sobre células 

del sistema inmune por Cervantes-Luévano, 2013), en un volumen final de 200 µl/pozo, 

incubando el cultivo por 72 h a 37°C en atmósfera de 5% CO2.El diseño experimental de la 

placa se muestra en la Figura 8. 
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Figura 8.   Diseño experimental del cultivo primario de nódulos linfáticos tratados con 

conotoxinas. 

 

Evaluaciónde la proliferación celular 

Transcurridas las 72 h de cultivo, se procedió a evaluar la proliferación celular a través de 

un ensayo colorimétrico por reducción de MTS (Promega), adicionando 20 µl de la 

solución por cada 100 µl de cultivo y leyendo (2 h y 4h posteriores a la adición del MTS) a 

490 nm con un lector de placas (Epoch, BioTek). 

 

Extracción de ARN 

Bajo las condiciones de cultivo primario mencionadas anteriormente y transcurridas las 72 

h de cultivo, se procedió a extraer el ARN total a través de la solución TRI Reagent 

(Sigma) siguiendo las indicaciones del fabricante. Brevemente, se lisaron 5-10x10
6
 células 

en 1 ml de TRI reagent, incubando por 5 min a temperatura ambiente, para después agregar 

0.1 ml de 1-bromo-3-cloropropano (BCP) y agitar (manualmente) por 15 s, dejando 
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reposarpor 15 min y proceder a centrifugar a 12 000 x g por 15 min a 4°C; a continuación 

se recuperó la fase transparente para depositarla en un nuevo tubo al que se agregó 500 µl 

de isopropanol, se agitó (manualmente) y se dejó reposar por 10 min a temperatura 

ambiente para después centrifugar a 12 000 x g a 4°C por 15 minutos. El ARN se lavó 

descartando el sobrenadante y adicionando 1 ml de etanol al 75% (H2O-DEPC) para 

después centrifugar a 7 500 x g a 4°C por 5 min, descartando el sobrenadante y dejando 

secar a temperaturaambiente. El ARN se resuspendió en 20 µl de H2O-DEPC, se cuantificó 

(UV-Vis NanoDrop 2000) y se comprobó su integridad en un gel desnaturalizante de 

agarosa (1.2%) (Sambrook y Russell, 2001). 

 

Síntesis de ADNc 

La síntesis del ADNc se realizó con el kit SuperScript III First-StrandSynthesisSuperMix 

(Invitrogen) de acuerdo a las especificaciones del fabricante. Brevemente, en un tubo (en 

hielo) de 200 µl se agregó 4.5 µg de ARN total, 1 µl Oligo dT20, 1 µl buffer de alineación, 

completando el volumen a 8 µl con H2O-DEPC, para proceder a incubar a 65°C por 5 min 

en un termociclador y pasar el tubo a hielo por 1 min, agregar 10 µl de 2X First-

StrandReactionMix y 2 µl de SuperScript III/RNaseOUTEnzymeMix, agitar con vortex, 

centrifugar e incubar por 50 min a 50°C y por 5 min a 85°C.  

 

PCR punto final y PCR tiempo real 

A partir del ADNc se amplificaron los genes de interés por medio de la reacción en cadena 

de la polimerasa (PCR). El volumen de reacción fue de 25 µl  por cada par de 
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oligonucleótidos, reacción que consistió en 5x green buffer, MgCl2 2.5 mM, dNTPS 0.2 

mM, 3 µl ADNc (~50 ng), 1.25 U GoTaq DNA pol y 0.2 µM de cada oligonucleótido 

(variable para cada par de oligonucleótidos, Tabla 1). Las condiciones de PCR fueron: un 

ciclo inicial de desnaturalización de 95°C por 2 min, 40 ciclos de 95°C por 30 s, 60°C por 

30 s, 72°C por 1 min, y un ciclo final de extensión a 72 °C por 5 min. Los productos 

amplificados por PCR fueron evaluados en un gel de agarosa al 2%.  

 

Una vez que se comprobaron las condiciones mencionadas, se procedió a realizar 

PCR tiempo real (ciclo inicial de 10 min a 95°C; 40 ciclos con 30 s a 95°C, 30 s a 60°C y 1 

min a 72°C; ciclo final de 5 min a 72 °C) para la cuantificación relativa de expresión génica 

de los factores de transcripción Tbet y GATA3 de acuerdo a la guía del proveedor 

AppliedBiosystems utilizando como control de expresión la subunidad ribosomal 18S. 

Brevemente, se partió de 20 ng deADNc en un volumen de 4.5 µl, agregando 5 µl de 

Sybrgreen master mix (AppliedBiosystems) y al menos 0.2 µM de cada par de 

oligonucleótidos (Tabla 1), aforando a 10 µl con H2O. 

 

Tabla 1. Secuencia y concentración de oligonucleótidos empleados para amplificar los 

genes murinos de interés. 

Gen Secuencia Concentración OligonM 

T-bet FGCCAGGGAACCGCTTATATG 900 

  RGACGTCATCTGGGTCACATTGT  

GATA3 FCTGACGGAAGAGGTGGACGT 300 

  RGGATACCTCTGCACCGTAGCC   

18S F GTAACCCGTTGAACCCCATT 200 

  RCCATCCAATCGGTAGTAGCG   
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Ensayo por Inmunoabsorción Ligado a Enzimas (ELISA) 

Se evaluó la expresión de las citocinas IFN-γ, IL-2, IL-4 e IL-10 en el cultivo primario de 

linfocitos tratados con las conotoxinas bajo las condiciones mencionadas anteriormente con 

ayuda del kit Mouse Th1/Th2 ELISA Ready SET-Go (eBioscience) según las 

especificaciones del fabricante. Brevemente, se cubrió la placa con 100 μl/pozo del 

anticuerpo de captura (diluido en Coating Buffer) y se incubó a 4°C por toda la noche. 

Después, se aspiraron los pozos y se lavaron cinco veces con ~250 μl/pozo de PBS-Tween, 

esperando 1 min entre cada lavado absorbiendo los residuos con papel secante. 

Posteriormente, se bloqueó la placa con 200 μl/pozo con 1x AssayDiluent y se incubó a 

temperatura ambiente por 1 h. A continuación, se agregaron 100 μl/pozo  de las muestras y 

las citocinas estándares, incubando a temperatura ambiente por 2 h. Después se lavó la 

placa (5 lavados con ~250 μl/pozo de PBS-Tween) y se agregó 100μl/pozo del anticuerpo 

de detección, dejando incubar a temperatura ambiente por 1 h. Se procedió a lavar la placa 

(5 lavados con ~250 μl/pozo de PBS-Tween) y se añadió 100 μl/pozo de la enzima Avidin 

HRP, incubando 30 min. Se lavó la placa (7 lavados con ~250 μl/pozo de PBS-Tween, 

esperando 2 min entre cada lavado) y se agregó 100 μl/pozo del sustrato TMB, dejando 

incubar 15 min y leyendo a 450 y 570 nm. Las citocinas estándar, el anticuerpo de 

detección, y la enzima fueron diluidos en 1x Assaydiluent. Las muestras son el 

sobrenadante de cada condición de cultivo (descritas anteriormente) obtenidas por 

centrifugación (en tubos de 1.5 ml) a 4,000 rpm por 6 min a 4°C. 

Análisis Estadístico 

Los datos fueron analizados por la prueba t student con ayuda del software GraphPadPrism, 

tomando como valores significativos P<0.05. 
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RESULTADOS 

Evaluación de la Proliferación Celular 

Por medio del ensayo colorimétrico con MTS, se obtuvo el índice de proliferación celular 

en las células tratadas con las conotoxinas sintéticas del veneno de C. californicus. En la 

Figura 9, se muestra el cambio de color de los pozos con células y los pozos con células 

tratadas con el activador CD3/CD28, con respecto al medio solo (sin células), indicando 

mayor reducción del  reactivo. A las absorbancias obtenidas tras la lectura de la placa a 490 

nm, se les restó el promedio de las absorbancias obtenidas en los pozos con medio solo más 

MTS. Los resultados se graficaron como la absorbancia promedio ± la desviación estándar 

de cada condición, normalizados contra la absorbancia promedio del control (linfocitos 

tratados con el activador CD3/CD28) indicada como una línea horizontal en la Figura 10. 

Las conotoxinas que presentaron cambios significativos en la proliferación celular (P<0.05) 

fueron Cal14.1b, Cal14.2b, Cal14.2c y Cal14b. Así, Cal14.2b, Cal14.2c y Cal14b tienen un 

efecto negativo sobre la proliferación celular reduciéndola al menos en un 27%, mientras 

que Cal14.1b es la única toxina con la capacidad de aumentar el índice de proliferación 

hasta en un 59%. 
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Figura 9. Ensayo de reducción de MTS.Cambio colorimétrico observado tras 4 h de 

incubación del cultivo con el reactivo MTS. 

 

 

Figura 10. Índice de proliferación en células tratadas con conotoxinas. El índice de 

proliferación se obtuvo tras normalizar la absorbancia (lectura a 490nm) de las células 

tratadas con las conotoxinas, entre la absorbancia de las células activadas con el activador 

CD3/CD28 (Índice de proliferación = 1, barra horizontal). Los valores representan el 

promedio ± la desviación estándar. *P<0.05; **P<0.005; ***P<0.0005. 
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Evaluación de la expresión de los factores de transcripción Tbet y GATA3 

Por medio de RT-PCR y PCR en Tiempo Real, se cuantificó la expresión relativa a nivel de 

ARNm de los factores de transcripción Tbet y GATA3, involucrados en la diferenciación 

de linfocitos Th1 y Th2, respectivamente. La extracción de ARNm se realizó a las 72 h de 

cultivo bajo las condiciones establecidas en la metodología. El análisis de los datos (Figura 

11) se realizó por medio de la normalización de la expresión relativa del gen de interés 

(Tbet y/o GATA3) contra el gen constitutivo (la unidad ribosomal 18s), además de una 

segunda normalización contra la expresión relativa de Tbet y GATA3 en el control 

(linfocitos tratados con el activador CD3/CD28). 

 

 

Figura 11. Expresión relativa de los factores de transcripción Tbet y GATA3.Los datos 

fueron normalizados contra el gen endógeno (unidad ribosomal 18s) y contra el control 

(linfocitos tratados con el activador CD3/CD28, expresión relativa = 1, línea 

horizontal).Los valores representan el promedio ± la desviación estándar. *P=0.04; 

**P<0.009; ***P=0.0009. 
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En laTabla 2, se presenta los datos graficados en la Figura 11. En general, todos los 

tratamientos con las conotoxinas hicieron dominar la expresión de GATA3, con valores 

significativos (P<0.05) en las células tratadas con las toxinas Cal14.1a, Cal14.1b, Cal14.2b 

y Cal14b. Las conotoxinas Cal14.1b, Cal14.2b, Cal14.2c y Cal14b, lograron aumentar la 

expresión de GATA3 en un 43%, 14%, 15% y 91%, respectivamente. La expresión relativa 

de Tbet se mantuvo similar para Cal14.1a, Cal14c, Cal14.2b y Cal14.2c, presentando 

valores al menos 50% menores con respecto al control, mientras que Cal14.1b y Cal14b 

lograron disminuir la expresión en un 20-30%. 

 

Tabla 2. Expresión relativa de Tbet y GATA3 encélulas tratadas con conotoxinas. 

 

Condición 
Expresión Relativa ARNm 

Tbet 
Expresión Relativa ARNm 

GATA3 

 LT + DB 1.00±0.40 1.00±0.96 

 Cal14.1a 0.36±0.03 0.48±0.06 

 Cal14.1b 0.70 ±0.05 1.43±0.10 

 Cal14c 0.35±0.09 0.57±0.16 

 Cal14.2b 0.46±0.08 1.14±0.19 

 Cal14.2c 0.37±0.09 1.15±0.59 

 Cal14b 0.79 ±0.11 1.91±0.39 

 

 

Evaluación de la expresión de IFN-γ, IL-2, IL-4 e IL-10 

Para conocer el patrón de expresión de citocinas en las células tratadas con las toxinas, se 

realizó un ELISA de sándwich. Se evaluó la presencia en sobrenadante de las citocinas 

IFN-γ, IL-2, IL-4 e IL-10 tras las condiciones de cultivo mencionadas en la metodología. 
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La cuantificación se realizó con base en una curva de calibración elaborada con 

concentraciones conocidas de los estándares de las citocinas. Para el análisis de los 

resultados, se restaron las lecturas obtenidas a 570 nm de aquellas obtenidas a 450 nm, para 

después extrapolar los resultados a las curvas de calibración para cada citocina. Los valores 

se expresan en pico gramos (pg) de proteína total evaluados en 100 μl de sobrenadante del 

cultivo celular (Figura 12 y Figura 13).  

 

 

 
Figura 12. Cuantificación de IFN-γ e IL-4 en células tratadas con conotoxinas.El 

control son las células tratadas con el activador CD3/CD28. 
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Figura 13. Cuantificación de IL-2 e IL-10 en células tratadas con conotoxinas.El 

control son las células sin ningún estímulo. Las diferencias significativas (p<0.05) de IL-2 

con respecto al control se denotan con . Las diferencias significativas (p<0.05) de IL-10 

con respecto al control se denotan con 
#
. 

 

Los resultados muestran patrones similares en la expresión de citocinas de células 

tratadas con conotoxinas, de aquellas que no recibieron ningún estímulo o solo fueron 

tratadas con el activador CD3/CD28. En la Figura 12, se observa la expresión de IFN-γ en 

~2,000 pg, mientras que IL-4 no supera los 50 pg. Por su parte, en la Figura 13, se puede 

observar mayor expresión de IL-10 > 2000 pg con respecto a IL-2 < 400 pg, obteniendo 

diferencias estadísticamente significativas (p<0.05) con respecto al controlen las células 

tratadas con Cal14.1a, Cal14.1b y Cal14c para IL-2, mientras que para IL-10 las células 

tratadas con Cal14.1b y Cal14b. Así, la citocina con mayor presencia en sobrenadante es 

IL-10, seguida de IFN-γ, IL-2 e IL-4, sin seguir un patrón de expresión hacia Th1 o Th2 

evidente. 
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ANÁLISIS Y DISUCUSIÓN DE LOS RESULTADOS 
En este trabajo se comprobó el efecto de las conotoxinas de la superfamilia J2 en aspectos 

de la diferenciación de linfocitos T murinos. Cuando las conotoxinas son evaluadas como 

agentes con potencial farmacológico, por ejemplo, en líneas celulares de cáncer, se realizan 

ensayos de citotoxicidad, por lo cual para evaluar el potencial farmacológico en la 

polarización de los linfocitos T murinos es importante conocer su efecto comparado con el 

activador CD3/CD28. Según los resultados obtenidos, se observó que cuatro de los seis 

péptidos logran potenciar o disminuir el índice de proliferación. Esto representa un 

resultado alentador sobre el efecto de las conotoxinas en células del sistema inmune, debido 

a que aunque los seis péptidos conservan alta identidad entre ellos, los resultados no fueron 

similares. Cal14.1b guarda alta identidad con Cal14.1a (sólo un aminoácido de diferencia, 

información no mostrada); sin embargo, éste último no mostró cambios significativos con 

respecto al control (P>0.05), caso similar ocurre entre Cal14c, Cal14.2b y Cal14.2c, donde 

Cal14c no mostró efecto mientras que Cal14.2b y Cal14.2c si (índice de proliferación 0.68 

y 0.73, respectivamente). El péptido Cal14b mostró el mayor efecto sobre la inhibición de 

la proliferación celular (50% menos con respecto al control), presentando la secuencia más 

diversa en comparación con los otros cinco péptidos, pero conservando su identidad con 

ellos en al menos un 70% (información no mostrada). 

  

La polarización de los linfocitos tratados con las conotoxinas se pudo haber 

evaluado por la expresión relativa de las citocinas pertenecientes al perfil Th1 y Th2; sin 

embargo, no es suficiente, ya que existen citocinas implicadas en ambos perfiles. Una 

manera factible de complementar el estudio fue evaluando la expresión de Tbet y GATA3, 
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factores de transcripción “maestros” en la diferenciación de linfocitos Th, ya que 

desencadenan su expresión vía retroalimentación positiva con IFN-γ (para Tbet) e IL-4 

(para GATA3). Aun cuando existen otros factores de transcripción implicados como 

STAT1 y STAT4 para Th1 y STAT6 para Th2, estos factores colaboran en la expresión de 

las citocinas que al final ayudan a expresar Tbet y GATA3, es decir, son más actores 

secundarios que protagonistas en la diferenciación de los linfocitos Th. Los resultados 

obtenidos muestran que las conotoxinas dirigen la polarización hacia el subtipo Th2, ya que 

para todos los casos la expresión relativa de GATA3 fue mayor que la de Tbet. En el 

control (células tratadas con el activador CD3/CD28) se cumplió con las expectativas de 

expresión, ya que se expresó Tbet sobre GATA3. En las células tratadas con Cal14.1b y 

Cal14b la expresión relativa de ambos genes superó los niveles obtenidos en el control, 

seguidos de Cal14.2b y Cal14.2c. Tomando en cuenta que para el ensayo se partió de la 

misma cantidad de ADNc (20 ng), esto muestra un efecto a nivel genético ocasionado por 

el tratamiento de las células con los péptidos. Para este ensayo no fue posible observar 

cambios debidos a una conotoxina en particular, a diferencia de lo obtenido en los ensayos 

de proliferación celular. Una causa por la cual se exprese mayormente GATA3 puede ser la 

predisposición genética de los ratones (wild type) a activar linfocitos Th2. También, las 

conotoxinas pudieran estar afectando eventos río abajo involucrados en la translocación de 

factores de transcripción en el núcleo celular, favoreciendo a aquellos implicados en la 

expresión de GATA3. 

 

Aunque se esperaba complementar los resultados obtenidos para la expresión 

relativa de Tbet y GATA3 con la cuantificación de la forma proteínica de las citocinas en 
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sobrenadante, los resultados obtenidos no empataron. Para lo anterior, se esperaba 

encontrar altas concentraciones de IL-4 e IL-10 en comparación con IL-2 e IFN-γ, 

acertando sólo para IL-10 e IL-2, ya que la cuantificación de IL-4 se mantuvo a niveles 

bajos (~25 pg) y no cambió con respecto al control. En cambio, IL-10 logró expresarse en 

mayor proporción (>2 000 pg), en especial en las células tratadas con Cal14.1b y Cal14b. 

Qian et al. (2011) también obtuvieron cambios no significativos en la expresión de IL-4 aun 

cuando los estímulos empleados en linfocitos murinos provocaron cambios positivos en la 

expresión de IL-10. Así, aunque no se encontró alta expresión de IL-4, si se encontraron 

altas concentraciones de IL-10, citocina secretada por linfocitos diferenciados en Th2 que 

inhibe el desarrollo de linfocitos Th1. Los altos niveles de IFN-γ pueden deberse a que en 

un principio las células fueron estimuladas hacia el subtipo Th1 (vía TCR-CD3/CD28); sin 

embargo, las conotoxinas pudieron polarizar la respuesta hacia Th2, siguiendo con la 

capacidad de plasticidad con la que se ha descrito a los linfocitos Th (Zhu & Paul, 2010). 

Justificando los resultados obtenidos en la expresión de citocinas con el trabajo de Qian et 

al. (2011), se puede confirmar el efecto de las conotoxinas en la polarización de la 

respuesta inmune Th2. 

 

De las conotoxinas empleadas, sólo se conoce su efecto en la polarización de 

macrófagos (Cervantes Luévano, 2013), pero dada su identidad con la conotoxina lt14a 

(información no mostrada) de Conuslitteratus(Peng et al., 2006) se tiene como antecedente 

el potencial agonista o antagonista de las conotoxinas sobre receptores nicotínicos. La 

importancia de los receptores nicotínicos en la polarización de linfocitos T CD4+ murinos 

ha sido descrita por Qian et al. (2011),quien encontró cambios en el perfil de expresión de 
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los receptores nAChRs cuando eran activados a través de la vía TCR-CD3/CD28, además 

de encontrar cambios en la expresión de IFN-γ en linfocitos Th vírgenes activados vía 

TCR-CD3/CD28 en presencia de nicotina y nicotina+mecamylamine (agonista+antagonista 

de nAChRs), aumentando y disminuyendo la expresión de IFN-γ, respectivamente, es decir 

la estimulación de nAChRs polariza la respuesta hacia Th1. Por otro lado, se ha descrito la 

capacidad de las conotoxinas con marco de cisteínas XIV para inhibir canales K
+
(Imperial 

et al., 2006; Möller et al., 2005). Sumando ambos posibles blancos moleculares de las 

conotoxinas empleadas, se atribuye los resultados obtenidos a la unión a alguno de ellos. 

Cabe resaltar que ambos convergen en la vía de señalización de Ca
2+

.  La disminución del 

índice de proliferación celular por el tratamiento con Cal14.2b, Cal14.2c y Cal14b pudiera 

deberse a que los péptidos están revirtiendo el efecto de la activación vía TCR-CD3/CD28 

al inhibir canales K
+
 o actuar como antagonistas en receptores nicotínicos, y por tanto 

afectar el incremento del Ca
2+

 intracelular, mientras que el efecto positivo de Cal14.1b en la 

proliferación celular pudiera deberse a que contribuye a las rápidas oscilaciones de calcio 

intracelular implicadas en la activación del factor de transcripción NFAT (Kotturi, Hunt, & 

Jefferies, 2006) vía los nAChRs. 

 

Dado que todas las conotoxinas revirtieron el efecto de la activación de las células 

donde se encontró mayor expresión de Tbet que de GATA3, se les puede describir como 

agentes moduladores de la respuesta Th2. Uno de los mecanismos implicados podría ser el 

efecto antagónico sobre receptores nicotínicos dada su implicación en la polarización Th1 

(Qian et al., 2011) o su unión prologada a dichos receptores que ocasiona la disminución de 

su expresión (Kawashima & Fujii, 2003). Aunado a lo anterior, se ha descrito que la 
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disminución de la expresión de nAChRs está asociada a la actividad linfocítica 

(Kawashima & Fujii, 2003), razón que explicaría el efecto visto de Cal14.2b, Cal14.2c y 

Cal14b en la elevada transcripción de GATA3 y el efecto negativo en la proliferación 

celular. Con respecto a Cal14.1b, es de observarse que es la toxina que presentó diferencias 

significativas en el índice de proliferación y en la expresión de GATA3 sobre Tbet; sin 

embargo, su efecto en la proliferación es contrario al de Cal14.2b, Cal14.2c, y Cal14b, 

pudiendo pensar que aunque causa el mismo efecto a nivel de factores de transcripción, su 

blanco molecular es distinto.  

 

Se ha descrito a la diversidad de las conotoxinas para distinguir entre blancos 

moleculares similares. Sin embargo, dados los resultados obtenidos, se piensa que todas las 

conotoxinas actúan a través del mismo mecanismo. La secuencia de aminoácidos 

(información no mostrada) puede estar influyendo en el efecto, ya que toxinas como 

Cal14.2b y Cal14.2c mostraron efectos muy similares, e incluso aunque Cal14.2c muestre 

mayor identidad con Cal14c, el tratamiento de las células con ésta último no mostró efectos 

significativos en la proliferación y transcripción de genes. De resaltar es la presencia de 

lisina en Cal14.1b y Cal14b, residuo al cual se le ha adjudicado la capacidad de las 

conotoxinas de bloquear canales de K
+
(Möller et al., 2005; Peng et al., 2010), además de un 

residuo de glicina junto a la lisina, acomodo no observado en Cal14.1a, que a diferencia de 

Cal14.1b y Cal14b no mostró efecto significativo sobre los aspectos celulares y 

moleculares evaluados. 



 

 

CONCLUSIONES 
 

 Los resultados obtenidos muestran la capacidad de las conotoxinas Cal14.1a, 

Cal14.1b, Cal14c, Cal14.2b, Cal14.2c y Cal14b de Conuscalifornicus en polarizar la 

respuesta inmune en un cultivo primario de linfocitos T murinos hacia el subtipo 

Th2. 

 La proliferación celular se vio favorecida por el tratamiento de los linfocitos 

murinos con Cal14.1b, efecto contrario causado por las conotoxinas Cal14.2b, 

Cal14.2c y Cal14b de Conuscalifornicus. 

 Las conotoxinas lograron potenciar la expresión de IL-10 y alterar los niveles de 

expresión de IL-2 en linfocitos murinos, sin modificar significativamente la 

expresión de IL-4 e IFN-γ. 

 Las conotoxinas aumentaron la expresión del factor de transcripción GATA3 

implicado en la polarización de linfocitos Th2murino. 
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