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RESUMEN 

 
 

El neuroblastoma es el cáncer sólido más común en la infancia y pese que posee terapias 
dirigidas, cirugía o quimioterapia, su tratamiento no es eficaz. Es por eso que urge la 
necesidad de promover la búsqueda de alternativas que mejoren o reemplacen la terapia 
convencional. El veneno de las serpientes es de interés para el desarrollo de fármacos 
contra el cáncer, debido a que son mezclas complejas de proteínas, enzimas y péptidos. 
El objetivo de estudio es evaluar la actividad citotóxica del veneno crudo y sus 
componentes mayoritarios L. muta sobre SH-SY5Y y eritrocitos humanos para contribuir 
en los estudios toxinológicos de Ecuador. La citotoxicidad y la caracterización enzimática 
se realizó a partir de ensayos colorimétricos MTT, RP-HPLC, electroforesis SDS-PAGE, 
espectrometría de masas en tándem y espectrofotometría. La caracterización enzimática 
se realizó de las fracciones más abundantes del veneno. Los resultados revelaron que 300 
µg/mL de veneno tiene un 56 % de inhibición para la línea celular SH-SY5Y. 
Microscópicamente, las células se redondearon y formaron agregados celulares. El 
porcentaje de hemólisis fue significativamente bajo (4,54 %) respecto al control positivo. 
Se tuvo cuatro fracciones de mayor abundancia relativa, donde F16 y F26 tuvieron un 
significativo efecto citotóxico, disminuyendo la viabilidad celular a 83 % y 56 %, 
respectivamente. La evaluación de la actividad enzimática demostró que el contenido del 
veneno y las fracciones tienen actividad L-amino oxidasa, fosfolipasa, serinproteasa y 
metaloproteasa. Estos hallazgos brindan la primera evidencia del efecto citotóxico en SH-
SY5Y de los componentes del veneno L. muta ecuatoriana. 

 
 
 
Palabras Clave: Citotoxicidad, Lachesis muta, ensayo MTT, neuroblastoma
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ABSTRACT 

 
 
Neuroblastoma is the most common solid cancer in childhood, although it has targeted 
therapy, surgery or chemotherapy, its treatment is not effective. Thus, there is an urgent 
need to promote the search for alternatives that improve or replace conventional therapy. 
Snake venom is one of the most promising approaches for cancer drug development 
because it is a complex mixture of proteins, enzymes, and peptides. The objective of the 
study is to evaluate the cytotoxic activity of crude venom of L. muta and its major 
components on SH-SY5Y cell line and human erythrocytes to contribute to toxinological 
studies in Ecuador. Cytotoxicity and enzymatic characterization was performed using MTT 
colorimetric assays, RP-HPLC, SDS-PAGE electrophoresis, tandem mass spectrometry, 
and spectrophotometry. The enzymatic characterization was carried out for the most 
abundant fractions of the venom. The results revealed that 300 µg/mL of venom had 56% 
inhibition for the SH-SY5Y cell line. Microscopically, the cells rounded and formed cellular 
aggregates. The percentage of hemolysis was significantly low (4.54%) compared to the 
positive control. There were four fractions with higher relative abundance, where F16 and 
F26 had a significant cytotoxic effect, decreasing cell viability to 83% and 56%, 
respectively. The evaluation of the enzymatic activity showed the venom composition and 
the fractions have L-amino oxidase, phospholipase, serine protease and metalloprotease 
activity. These findings provide the first evidence of the cytotoxic effect on SH-SY5Y of the 
components of the Ecuadorian L. muta venom. 
 

 

 

 

Keywords: Cytotoxicity, Lachesis muta, MTT assay, neuroblastoma 
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1. CAPÍTULO I. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA DE INVESTIGACIÓN 

 

 

1.1. Antecedentes 

 

1.1.1. Cáncer: Fundamentos y epidemiología 

 

El cáncer es el resultado de una multiplicación descontrolada de células que son capaces 

de diseminarse hacia tejidos sanos [1]. Esta enfermedad es de origen multifactorial, debido 

a que su desarrollo puede estar dado por efectos combinados entre los que destacan: 

ambientales, genéticos y en pocos casos hereditarios [2]. La investigación ha explorado 

algunos aspectos sobre el mecanismo de acción y los factores de riesgo asociados a la 

enfermedad que son útiles para comprender el origen, diagnóstico, prevención y tratamiento 

[3]. El cáncer puede surgir de todos los tipos celulares y órganos [4]. Se han descrito 

agentes ligados a su desarrollo y se pueden clasificar en controlados y no controlados [5]. 

El consumo de tabaco, alcohol, una vida sedentaria, hábitos alimenticios no saludables, 

exposición a sustancias, entre otros, caracterizan las causas controladas. Por otro lado, los 

factores de riesgo incontrolables están asociados al envejecimiento, el crecimiento 

demográfico, la pobreza y el medioambiente [6].  

 

El efecto de los factores mencionados anteriormente desencadena síntomas y señales del 

desarrollo del cáncer en etapas tardías. Por lo tanto, existen muchos tipos de cáncer que 

son de difícil detección en las etapas tempranas de desarrollo, pese a la mejora en las 

técnicas de diagnóstico [7]. Sumado a esto, los fármacos carecen de especificidad para la 

mayoría de los tipos de cáncer, lo que significa que, la mayoría de los fármacos 

anticancerígenos clásicos no pueden diferenciar entre células cancerosas y normales, 

incrementando la toxicidad sistémica y efectos secundarios adversos tanto para adultos 

como para niños a nivel mundial [8]. 

 

En el 2020, se diagnosticaron más de 1,8 millones de casos nuevos de cáncer y 609 520 

muertes en los Estados Unidos (EE. UU.) [9,10]. En Ecuador, respecto a su población total, 

se tiene 28 058 casos nuevos y 14 559 fallecidos por año [10]. Esta cifra se ha incrementado 
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de forma alarmante desde el año 2020 [11]. Según la Organización Mundial de la Salud 

(OMS), Ecuador está entre los países que ocupan los primeros lugares en el ranking de 

mortalidad prematura por cáncer. En los países de primer mundo, el acceso a servicios de 

atención integral salva a más del 80 % de niños que sufren esta enfermedad, mientras que 

en países en vías de desarrollo se curan menos del 30 % de los niños afectados [10,12,13]. 

Se calcula que cada año aproximadamente 400 000 niños y adolescentes (0-19 años) son 

diagnosticados con esta patología [12]. En consecuencia, el cáncer infantil se ha convertido 

en la segunda causa de mortalidad a nivel pediátrico, convirtiéndose en un problema 

relevante para el sistema de salud, con tratamientos no específicos y con efectos 

secundarios graves [14]. 

 

El cáncer más común de la infancia es el neuroblastoma (NB), formado por una masa de 

células cancerígenas (tumor) sólido extracraneal, donde el 95 % de los pacientes tienen 

menos de 5 años [15]. En Australia, Europa y EE. UU. el NB representa del 8 % al 10 % del 

total de niños (0-14 años) con esta patología, ocupando el cuarto lugar en incidencia [15,16]. 

En Ecuador, 1 de cada 2 niños muere por cáncer, una realidad que ha puesto en alerta a 

entidades públicas y privadas [17]. Aunque el NB sea un tipo de cáncer sólido, este tipo de 

cáncer forma células malignas en los neuroblastos del tejido nervioso prematuro, en las 

glándulas suprarrenales, el cuello, el tórax y la médula espinal [16]. Los tumores derivados 

de células indiferenciadas provenientes de la cresta neural hacia el sistema nervioso 

simpático son capaces de presentar crecimiento descontrolado en cualquier sitio, generando 

tumores en distintas partes del cuerpo humano [17,18]. A menudo, cuando se diagnostica, 

el NB ya está diseminado a ganglios linfáticos, los huesos, la médula ósea, el hígado, la piel, 

el encéfalo o los pulmones [18,19].  

 

1.1.2. Tratamientos actuales para cáncer 

 

Las opciones terapéuticas para el cáncer varían desde cirugía a quimioterapia, radioterapia, 

terapia dirigida, inmunoterapia, terapia hormonal, hipertermia, entre otros [20]. La cirugía es 

un tratamiento común, donde se extirpa el tumor comprometiendo diferentes tejidos, 

causando fibrosis e inflamación [21]. La quimioterapia se refiere a múltiples fármacos 

administrados vía oral o intravenoso, siendo el régimen terapéutico prioritario, a pesar de 

los efectos secundarios graves [20,22]. Uno de los efectos importantes es la resistencia 
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celular a los medicamentos, siendo el mayor de los desafíos para la quimioterapia [23]. Otra 

terapia contra el cáncer es la radioterapia; sin embargo, en este caso se ve afectada la 

fertilidad de los pacientes debido a la exposición repetida a partículas radioactivas [24]. Por 

otra parte, los fármacos que bloquean el crecimiento y controlan la diseminación de las 

células se denomina terapia dirigida. No obstante, entre los efectos secundarios se 

destacan los problemas hepáticos producidos [24,25]. De igual forma, la inmunoterapia 

depende de la capacidad del cuerpo humano para combatir infecciones (sistema 

inmunitario) y ocasiona desórdenes en el sistema inmunitario difíciles de controlar, 

provocando un ataque a las células sanas [25]. Entre las terapias clásicas, se resalta la 

controversia de la quimio resistencia o resistencia a múltiples drogas (MDR), siendo 

atribuida a una proteína transportadora de la membrana celular llamada p-glicoproteína, la 

cual inhibe la acción de determinados fármacos [23,26]. 

 

Según las guías del Grupo de Oncología Pediátrica, los fármacos habituales para tratar el 

neuroblastoma en 2021 son la vincristina, ciclofosfamida, doxorrubicina, carboplatino y 

etopósido [22,27]. Estos fármacos trabajan en conjunto, pero cada uno de ellos afecta el 

funcionamiento de diversos órganos, provocando neutropenia, trombosis, neuropatías, 

debilidad, dolor, entre otros cuadros clínicos graves [27]. En el caso del neuroblastoma, el 

método terapéutico dependerá de la etapa del cáncer [28]. Es decir, en el neuroblastoma 

diseminado y no localizado, la expresión de p-glicoproteína antes del tratamiento es capaz 

de predecir el éxito o el fracaso en la quimioterapia [29,30]. El NB en su forma sólida (tumor) 

es tratado con cirugía, sin embargo, esta puede ser de alto riesgo si se expande a los 

ganglios linfáticos cercanos al tumor [31]. Si este problema ocurre, es necesario reducir el 

volumen tumoral mediante quimioterapia convencional, exponiendo al paciente a las 

consecuencias de este régimen de procedimiento, disminuyendo la tasa de supervivencia 

a un 30 % [24,31]. 

 

Durante la búsqueda de nuevas sustancias y medicamentos contra el cáncer se han 

explorado proteínas y péptidos como un grupo prometedor de compuestos bioactivos y 

potenciales fármacos contra el cáncer [32]. El ejemplo más conocido del uso de metabolitos 

son las “toxinas Coley”, originadas a partir de Streptococcus pyogenes y Serratia 

marcescens para tumores irresecables (tumores de gran extensión) [33]. La actinomicina, 

bleomicina, doxorrubicina y mitomicina C, son antibióticos que posteriormente fueron 
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aprobados contra el cáncer. De hecho, la doxorrubicina fue aislada de Streptomyces 

peuceticus en 1950, el cual mostraba una buena actividad para tumores de ratones 

(murinos), sin embargo, en 1967 registró que causaba efectos cardio tóxicos fatales [34]. 

Los medicamentos contra el cáncer siguen siendo una necesidad clínica no resuelta, es por 

esto que ha incrementado el desarrollo de alternativas novedosas que incluyan entidades 

moleculares innovadoras y productos biológicos más eficientes [35]. En los últimos años, 

investigaciones sobre agentes citotóxicos de baja efectividad han ido perfeccionando la 

especificidad basada en mecanismos que combinan inmunoterapia y terapia dirigida, dando 

como resultado a los anticuerpos monoclonales [36,37]. En términos generales, esta terapia 

es eficaz, aunque provoque reacciones alérgicas, hipertensión, daño renal, coagulopatías, 

entre otros. Los efectos adversos de los anticuerpos monoclonales dependerán de la salud 

del paciente previo al proceso, el tiempo con la patología, el tipo de anticuerpo monoclonal 

que reciba y la dosis [38]. 

 

En el 2020, la Administración de Alimentos y Medicamentos (FDA) aprobó Naxitamab, un 

fármaco basado en un anticuerpo monoclonal que combina un factor estimulante de 

colonias de granulocito y macrófagos indicado para pacientes de 1 año y mayores con 

Neuroblastoma de alto riesgo en hueso o médula ósea [39]. Sin embargo, el acceso a este 

fármaco se ve limitado, debido a que una sola dosis asciende a más de los $36 000 para 

su tratamiento. En este sentido, existe una creciente preocupación sobre las muertes 

prematuras por cáncer asociadas a la falta de acceso de medicinas [40]. Según la OMS, en 

los países en vías de desarrollo unos 2 000 millones de personas carecen de acceso a 

medicamentos esenciales [41], siendo elemental la búsqueda de alternativas con mayor 

disponibilidad. 

 

1.1.3. Compuestos bioactivos como alternativa a tratamientos actuales 

 

Hasta la fecha, la investigación ha revelado que la naturaleza contiene increíbles fuentes de 

moléculas bioactivas de origen animal con propiedades terapéuticas [42]. Razones que 

impulsan el descubrimiento de nuevas moléculas asociadas al tratamiento de 

neuroblastoma [43]. Dentro de estas moléculas se encuentran; proteínas, enzimas, 

péptidos y toxinas aisladas del veneno de serpientes, escorpiones, ranas, abejas, con 
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potencial antitumoral, capaces de inducir la muerte de células tumorales por diferentes 

mecanismos [44]. 

 

Los venenos de animales son considerados una fuente poco explorada, pero rica en 

compuestos bioactivos diversificados con potencial farmacológico en la supresión del 

cáncer [45]. Un conjunto de ejemplos ilustran la aplicabilidad de estas moléculas bioactivas. 

La clorotoxina, aislada del veneno de escorpión Leiurus quinquestriatus ha sido utilizada en 

conjunto con células T con receptores quiméricos de antígenos (CAR-T) para desarrollar 

terapia dirigida con anticuerpos monoclonales para el tipo más común de cáncer cerebral 

(glioblastoma) [45,46]. El péptido Polybia-MP1 aislado de la avispa Polybia paulista muestra 

una combinación sinérgica entre dos fosfolípidos de membrana que mejora la capacidad de 

encontrar células cancerígenas de leucemia, cáncer de próstata, cáncer de mama y 

glioblastoma [47,48]. También se determinó bioactividad en componentes peptídicos de la 

secreción de la rana Agalychnis spurrelli sobre la línea celular de cáncer de pulmón [49,50]. 

 

1.1.4. Veneno de serpientes 

 

La investigación ha revelado la compleja composición proteica de los venenos de 

serpientes. Estos andamios están compuestos por moléculas capaces de interactuar con la 

membrana celular u otros blancos intracelulares, inhibiendo el desarrollo y el crecimiento 

de células tumorales [51]. En líneas generales, se detalla un ejemplo de proteína aislada de 

veneno de serpiente. La contortrostatina (desintegrina) aislada de Agkistrodon contortrix, 

evita la adhesión celular e inhibe la interacción con los tejidos cercanos, lo que da como 

resultado una disminución de la movilidad y la capacidad de invadir a otros tejidos. Este tipo 

de desintegrinas pueden mimetizar el ligando natural de las integrinas, por lo que producir 

resistencia es poco probable [52]. Estas moléculas bioactivas muestran ventajas sobre los 

métodos tradicionales, a partir de recursos naturales, que impulsan el potencial uso de 

agentes biológicos en el desarrollo de medicamentos. 

 

El uso del veneno de serpiente en el tratamiento de algunas enfermedades comenzó hace 

más de sesenta años en la medicina tradicional [53]. Su constitución es variable, desde el 

punto de vista estructural y de composición. Su base molecular es una mezcla de enzimas, 

péptidos, carbohidratos, minerales y proteínas [52]. Los mecanismos de acción más 



6 

 

conocidos de ciertos componentes del veneno son la inducción de apoptosis y la inhibición 

del desarrollo celular [54].  

 

Los venenos de serpiente están conformados por grandes familias de péptidos, que se 

clasifican en componentes enzimáticos y no enzimáticos. En el primer grupo están las 

fosfolipasas A2 (PLA2), L-amino oxidasas (LAAO), serinproteasas (SVSP), metaloproteasas 

(SVMP), hialuronidasas, 5´- nucleotidasas y acetilcolinesterasas [55]. En el segundo grupo 

están las desintegrinas (DIS), toxina de tres dedos (3FTx), péptidos de Kunitz, proteínas 

secretoras ricas en cisteína (CRiSP), lectinas tipo C y péptidos natriuréticos (NP) [46,55]. 

 

1.2. Planteamiento del problema a investigar 

 

Como se mencionó anteriormente, el cáncer es una de las principales causas de mortalidad 

en niños y adolescentes. En los países desarrollados con acceso y servicios de salud 

integrales, el 80 % de los niños con cáncer se curan, mientras que, en los países en vías 

de desarrollo, se curan menos del 30 % [29]. El neuroblastoma es el cáncer sólido más 

común en los niños, donde 1 de cada 2 niños mueren a causa de esta patología, siendo 

este el cuarto cáncer más frecuente en niños con tratamientos que no conducen a la 

erradicación del tumor. En la actualidad, Ecuador pertenece al grupo de países con 

problemas de diagnóstico (debido a que suelen ser incorrectos o tardíos), tratamientos 

ineficientes, dificultades para acceder a la atención sanitaria, toxicidad y resistencia celular 

[32]. Esta situación ha promovido la búsqueda de alternativas a los tratamientos 

convencionales, al desarrollo de terapias combinadas (que aún mantienen efectos 

secundarios de alto riesgo) y los medicamentos de alto costo. Aunque existe una amplia 

información acerca de biomoléculas prometedoras anticancerígenas, no se ha logrado 

atraer la atención de la industria farmacéutica debido a que es necesario incrementar la 

eficiencia y comprobar la selectividad de la terapia derivada de recursos naturales [45]. Es 

importante destacar que, Ecuador carece de información estandarizada sobre la toxinología 

de biorecursos con potencial anticancerígeno de origen animal. Por lo tanto, es 

indispensable que en este país se empiece a desarrollar investigaciones del estudio de 

venenos principalmente porque es una de las naciones megadiversas del planeta. 
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1.3. Justificación de la investigación 

 

Este estudio representa una contribución a la literatura científica sobre la especie L. muta 

de la región ecuatoriana debido a que hasta la actualidad no existe la caracterización de las 

toxinas más abundantes y su evaluación citotóxica sobre líneas celulares cancerígenas de 

ningún tipo. L. muta es una serpiente distribuida al este de los Andes de Colombia, 

Venezuela, Perú, Ecuador,  norte y centro de Brasil [56]. En la región ecuatoriana ha sido 

reportada en las provincias de Sucumbíos, Napo, Orellana, Pastaza, Morona Santiago y 

Zamora Chinchipe [56] lo que  facilita el acceso directo para su investigación. La 

caracterización de los componentes de este veneno y sus efectos en células tumorales 

representan el punto de partida para el conocimiento y desarrollo de nuevas estrategias de 

tratamiento basados en la biodiversidad molecular de un veneno proveniente de una especie 

ecuatoriana. Es decir, esta investigación sería el primer estudio de L. muta de Ecuador 

dirigido a la interpretación y análisis de la citotoxicidad de las fracciones del veneno sobre 

SH-SY5Y. Los resultados supondrían un aporte significativo en el campo farmacéutico para 

el descubrimiento de nuevas moléculas bioactivas con potencial antitumoral con una mayor 

especificidad para el diseño de terapias modernas para el neuroblastoma. 
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1.4. Objetivos de Investigación 

 

1.4.1. Objetivo General 

 

Evaluar la actividad citotóxica del veneno crudo L. muta y de los componentes proteicos 

más abundantes sobre la línea celular de neuroblastoma y eritrocitos humanos. 

 

1.4.2. Objetivos Específicos 

 

□ Identificar la actividad citotóxica del veneno crudo de la especie L. muta sobre SH-

SY5Y y eritrocitos humanos 

 

□ Purificar las toxinas más abundantes del veneno y evaluar su actividad citotóxica 

mediante ensayos in-vitro 

 

□ Caracterizar la identidad molecular mediante la actividad enzimática del veneno y de 

los componentes más abundantes 
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2. CAPÍTULO II. MARCO METODOLÓGICO 

 

 

2.1. Veneno 

 

Las muestras del veneno de L. muta fueron obtenidas en el cantón Mera, provincia de 

Pastaza bajo los permisos de investigación del MAE, MAE-DNB-CM- 2015-0017 y MAE-

DNB-CM-2019-0115. Esta etapa se desarrolló en colaboración y empleando la metodología 

de Salazar-Valenzuela de la Universidad Indoamérica [57]. El procedimiento se basó en la 

captura del individuo en un tubo telescópico para inmovilizar y efectuar la mordida de la 

serpiente en un vaso de precipitación cubierto con Parafilm®. El veneno después de su 

colecta fue liofilizado a -83°C usando el equipo BenchTop Pro con Omnitronics de 9 litros, 

aproximadamente a 100 mTorr durante 3 días y almacenado a -20°C para su posterior uso. 

 

2.2. Métodos  

 

2.2.1. Evaluación citotóxica del veneno 

 

2.2.1.1.  Descongelamiento y cultivo de línea celular 

 

Se empleó la línea celular humana de neuroblastoma SH-SY5Y (ATCC® CRL-2266). Las 

células fueron descongeladas empleando la metodología de Martínez Chacón [58], con 

algunas modificaciones. El vial con la línea celular estaba congelado con DMSO, por esta 

razón, se bajó la temperatura de forma gradual, para así mantener la viabilidad celular. Se 

trasvasó y se centrifugó en un tubo cónico de 15 mL a 2 000 rpm durante 5 min a 4°C. Se 

desechó el sobrenadante y se resuspendieron las células en 1mL de medio RPMI 

suplementado con 15 % de suero fetal bovino (FBS) (Sigma), 1 mM piruvato sódico, 1 % 

penicilina/estreptomicina (Sigma-Aldrich), 20 % de HEPES 1M y 1 % de L-glutamina 

(Lonza) [59]. El pH del medio suplementado fue regulado a 7,4 y después fue filtrado con 

un filtro de jeringa estéril de tamaño de poro 0,22 µm. El medio suplementado se almacenó 

a 4°C y se mantuvo a 37°C en baño maría (PolyScience) previo a su uso. Las células se 

cultivaron en un frasco de 75cm2 con 15 mL del medio suplementado, las condiciones de 

cultivo se mantuvieron en 37°C con 5 % CO2 y 95 % de humedad para todas las secciones 
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(Thermo Scientific, serie forma 3). 

 

2.2.1.2. Mantenimiento y replique de la línea celular.  

 

Para mantener la línea celular viable se registró diariamente la confluencia y el estado del 

medio bajo el microscopio invertido. El cambio de medio se estandarizó a 4 veces a la 

semana y los repliques se realizaron a una confluencia de un 70 % aproximadamente. El 

medio contenido en los frascos de 75 cm2 listos para replique se trasvasaron a un tubo 

cónico de 15 mL para centrifugar a 1 500 rpm por 10 min a 37°C, a fin de recuperar las 

células en suspensión. El sobrenadante se descartó y se resuspendió el contenido en 5 mL 

de suero suplementado, posterior a esto se homogenizó y se trasvasó en un frasco estéril 

de 75 cm2 para cultivo. Por otro lado, se realizó 3 lavados con tampón fosfato salino (PBS) 

(37°C) 1x al frasco contenido de células adheridas, a fin de evitar la inactivación de la 

Tripsina por el suero. Después de descartar el PBS se añadió 300 µL de Tripsina-EDTA 

0,25 % (1x) (Sigma) a 37°C dejando que actúe durante 3 min aproximadamente. Seguido 

a esto se añadió 25 mL de medio suplementado en el frasco; se homogenizó y se trasvasó 

10 mL al frasco contenido de los 5mL de células en suspensión preservado inicialmente. 

Obteniendo así dos frascos de cultivo por replique con 15 mL de medio suplementado y 

células SHSY-5Y. Las condiciones de cultivo son las mismas para todo el proceso.  

 

2.2.1.3.  Cosecha de las células 

 

Las células se cosecharon con una confluencia del 70 % para los ensayos de viabilidad 

celular. Primero se trasvasaron los medios de los frascos 75 cm2 a tubos cónicos de 15 mL 

y se centrifugaron a 1 500 rpm, 37°C por 5 min. El sobrenadante de cada tubo fue 

descartado y el precipitado fue resuspendido en 5 mL de medio suplementado. Después 

las células resuspendidas se trasvasaron a un tubo de 50 mL. Una vez realizado, se 

colocaron las células a baja temperatura para evitar que se adhieran a las paredes del tubo. 

Luego se realizaron 3 lavados con PBS y se adicionaron 300 µL tripsina en cada frasco con 

células adheridas y sin medio, como se describió anteriormente en la metodología para un 

replique. Posterior a esto se utilizó un raspador celular para recoger cuidadosamente la 

mayor cantidad de células. Esta etapa, se realizó, sin levantar el raspador, desde el fondo 

hacia la abertura del frasco, se resuspendieron las células de cada frasco en 5 mL de medio 
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suplementado y se trasvasaron en el tubo de 50 mL ubicado en el bloque frio.  

 

2.2.1.4.  Conteo celular 

 

El conteo celular se realizó en una cámara de contaje Neubauer, la cual es una placa de 

vidrio óptico con dimensiones 30x70 mm y un espesor de 4 mm. Compuesto por tres 

divisiones que conforman un total de 400 cuadros microscópicos. Se colocó un cubreobjetos 

sobre la cámara de Neubauer y se añadió 10 µL por lado del contenido del tubo de 50 mL 

ubicado en el bloque frío, en ambos extremos de la cámara. Una vez realizado esto se 

cuantificó en el microscopio óptico y se determinó la concentración de células por mL, 

basado en la siguiente formula: 

 

𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠

𝑚𝐿
= (𝑛ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑐𝑒𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑎𝑑𝑎𝑠)(𝑓𝑎𝑐𝑡𝑜𝑟 𝑑𝑒 𝑑𝑖𝑙𝑢𝑐𝑖ó𝑛) (

1

𝑓𝑎𝑐𝑡𝑜𝑟 𝑑𝑒 𝑣𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑛
) 

 

2.2.1.5.  Incubación de veneno, MTT y SDS 

 

Se preparó una microplaca de 96 pocillos con 130 µL por pocillo de células SH-SY5Y a una 

concentración de 3,4 x105 células/mL en 17 mL de medio suplementado. Se estabilizó la 

temperatura de las células durante 3 h, antes de agregar la muestra de veneno. El veneno 

crudo de L. muta se disolvió en 1 mL de PBS 1x teniendo una concentración de 1 mg/mL. 

Se incubó el veneno en los pocillos a concentraciones de 25, 50, 100, 200 y 300 µg/mL, a 

excepción de los pocillos para el control positivo (doxorrubicina 50 mM) y el control negativo 

contenido de las células y PBS 1x. Las muestras en cada pocillo fueron realizadas por 

triplicado. Posterior a esto, el veneno crudo y las células se incubaron durante 24 h en las 

condiciones mencionadas anteriormente. Después de las 24 h se preparó una solución de 

500 µg/mL de MTT y se agregaron 30 µL MTT a cada pocillo y se dejó incubar por 3 h. Al 

observar la precipitación de color morado, correspondiente a los cristales de formazan   se 

agregaron 10 µL SDS 20 % en cada pocillo de la placa, previa la lectura espectrofotométrica. 

El lector de microplacas utilizado fue Glomax DS, Promega a 600 nm, 37°C y agitación [60]. 
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2.2.1.6.  Ensayos hemolíticos 

 

En este apartado se utilizaron eritrocitos de un donador sano. Se preparó una suspensión 

de glóbulos rojos al 4 % utilizando 2 mL de sangre humana tipo O Rh+ en 50 mL de PBS 1x 

autoclavado. Se realizaron 3 lavados con PBS respectivamente. Después de cada lavado, 

las células se centrifugaron a 1 000 rpm durante 5 min y se descartó el sobrenadante, de 

acuerdo con la metodología de Proaño [61], con ciertas modificaciones. Se prepararon 

diluciones del veneno crudo para obtener las concentraciones de 25, 50, 100, 200 y 300 

µg/mL. El control negativo fue 200 µL de los eritrocitos 4 %, y 200 µL de PBS 1x. Al control 

positivo se le añadieron 5 µL de Triton X-100 (2 % v:v) más los eritrocitos y PBS. Para 

analizarlas se usó un lector de microplacas (Glomax DS, Promega) a 570 nm. Se consideró 

el control positivo como el 100 % de la hemólisis y se utilizó el control negativo para calcular 

el porcentaje de hemólisis de las muestras, basado en la siguiente formula: 

 

 %𝐻 = (
𝐷0 − 𝐷00

𝐷0𝑥 − 𝐷00
) ∗ 100 

 

Donde; 

 

𝐷0: Corresponde al valor de la densidad óptica de la concentración de las fracciones y el 

veneno crudo 

 

𝐷00: Densidad óptica del control (-)  

 

𝐷0𝑥: Densidad óptica del control (+) 

 

2.2.2. Purificación y evaluación citotóxica de las fracciones más abundantes de L. 

muta 

 

2.2.2.1. Fraccionamiento del veneno crudo L. muta por RP-HPLC 

 

La separación bioquímica de los componentes moleculares contenidos en el veneno de L. 

muta, se realizó por cromatografía liquida de alta eficiencia en fase reversa (RP-HPLC). 
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Primero se disolvieron 3 mg de veneno liofilizado en 200 μl del buffer de muestra, compuesto 

por ácido trifluoroacético (TFA) al 0,05 % (v:v) + 5 % de acetonitrilo (ACN) y 94,95 % de agua, 

la mezcla se homogenizó usando vórtex. La muestra fue centrifugada a 2 000 rpm por 10 min y 

190 μL del sobrenadante fueron inyectados en la columna de HPLC Discovery Bio Wide 

Pore C18 (250 x 4,6 mm, tamaño de partícula de 5 μm) utilizando un HPLC-PDA 991 

(Waters), equipado con dos bombas Waters Modelo 510 /B, una muestra de inyector 

automático UK6 y detector 2998 de detección de matriz de fotodiodo. La elución de las 

proteínas se monitoreó a 214 nm bajo un flujo constante de 1 mL/min usando un gradiente 

lineal de 0 a 100 % de solvente A (Agua 99,9 % (v:v) + TFA 0,1 % (v:v)) y solvente B 

(acetonitrilo 99,9 % (v:v) + TFA 0,1 % (v:v)), durante 100 min [62]. Las fracciones obtenidas 

de la elución se recolectaron manualmente, en tubos de 1,5 mL, con un tiempo muerto de 

40 s. Este proceso se realizó en 36 ocasiones, a fin de unir las fracciones y así obtener la 

cantidad de muestra adecuada para su posterior análisis funcional. 

 

2.2.2.2.  Liofilización y almacenamiento de las fracciones L. muta  

 

La liofilización fue realizada en tubos cónicos para centrifuga de 15 mL. Los tubos contenidos 

de las fracciones L. muta se mantuvieron por 24 h en el ultra-congelador (-80°C) y 15 min 

en nitrógeno líquido, previo a la liofilización. Los tubos fueron tapados con Parafilm 

haciendo pequeños agujeros con una punta esterilizada, finalmente se ingresaron al 

liofilizador, de la marca BenchTop Pro con Omnitronics de 9 litros, a -83°C a una presión de 

100 mTorr, aproximadamente. Los tubos fueron dejados en el equipo durante 4 a 5 días y 

posteriormente a ello se almacenaron a -20°C para usarlos más adelante en los ensayos. 

 

2.2.2.3. Cromatografía de las fracciones 

 

Para corroborar la pureza de los componentes aislados de L. muta se utilizó el protocolo 

descrito en la sección 2.2.2.1, correspondiente al fraccionamiento del veneno crudo, con 

algunas modificaciones. Se utilizó 1 mg de la muestra liofilizada en 100 µL de buffer de 

muestra. Después de la centrifugación se recuperó 90 µL del sobrenadante para la 

inyección, considerando, la misma columna, gradiente y condiciones del método 2.2.2.1. 
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2.2.2.4.  Electroforesis SDS -PAGE 

 

La separación por electroforesis en gel de poliacrilamida con sodio dodecil sulfato (SDS-

PAGE) se realizó en una cámara de electroforesis vertical BIO-RAD Mini-PROTEAN Tetra 

en condiciones reductoras. Inicialmente, se disolvió en un tubo de 1,5 mL, 0,1 mg de las 

fracciones liofilizadas de veneno y 50 µL de tampón de carga compuesto de Tris-HCl 0,075 

M, glicerol al 10 % (v:v), SDS al 4 % (p:v), azul de bromofenol al 0,001 % (p:v) en proporción 

1:1 y 5 µL de 1,4-ditiotreitol (DTT) a pH de 6,8. Posterior a esto, las fracciones de veneno 

se mantuvieron a 95°C durante 5 min previo a su uso. Por otro lado, las placas de 

poliacrilamida para la corrida electroforética se prepararon de manera discontinua. Primero 

se construyó un gel de apilamiento compuesta de bis-acrilamida 5 % (30:0,8), Tris-HCl 0,06 

M, SDS 0,1 % (m:v), persulfato de amonio 0,15 %  (m:v), TEMED 0,02 % (v:v) a pH 6,8 y un 

gel de corrida compuesta de bis-acrilamida 12 % (30:0,8), Tris-HCl 0,5 M, SDS 4 % (m:v), 

persulfato de amonio 0,05 % (m:v), TEMED 0,35 % (v:v) a pH 8,8 de acuerdo a la metodología 

usada en el trabajo de Almeida y colaboradores [62]. El gel de corrida se sobre el gel de 

apilamiento después de 15 min, junto al peine para formar los pocillos del gel. Luego se 

colocó 4 µL del marcador de peso molecular preteñido RunBlue Tricolor (Novus biologicals 

a biotechne brand) en el primer pocillo del gel, a fin de estimar las masas moleculares de 

las toxinas.  Después de esto se colocaron 15 µL de las fracciones de veneno en los pocillos 

restantes del gel. Las condiciones a las que se mantuvo la corrida electroforética fueron 

temperatura ambiente y un voltaje de 80 mA a 100 mA durante 6h aproximadamente. 

Posterior a esto se ubicó los geles en un proceso de tinción, con azul Comassie Blue 

brillante R-250 0,2 %,  durante 24 h.  Luego de la tinción se eliminó el exceso de tinte con 

una solución de ácido acético 7 % y metanol 40 %, durante 3 h. Finalmente se digitalizó las 

imágenes de los geles y sus bandas para su posterior análisis. 

 

2.2.2.5. Evaluación del potencial citotóxico de las toxinas más abundantes 

 

La evaluación citotóxica de las fracciones L. muta de mayor abundancia, previamente 

liofilizadas (2.2.2.2) fue realizada en base a la metodología descrita en la sección 2.2.1, 

correspondiente al análisis de actividad citotóxica del veneno crudo. Considerando las 

mismas condiciones de cultivo y 1mg de fracción liofilizada. 

 



15 

 

2.2.2.6.  Actividad hemolítica de las toxinas más abundantes 

 

El porcentaje hemolítico de las fracciones L. muta de mayor abundancia, previamente 

liofilizadas (2.2.2.2) fue realizada en base a la metodología descrita en la sección 2.2.1.6 

correspondiente a la actividad hemolítica del veneno crudo L. muta, a partir 1mg de las 

fracciones liofilizadas para la preparación de disoluciones en las mismas concentraciones. 

 

2.2.3. Identidad molecular de las fracciones más abundantes de L. muta  

 

La actividad enzimática se realizó basada en la metodología de Almeida y colaboradores 

[62]. Inicialmente se realizaron ensayos independientes con diferentes sustratos 

cromogénicos, N-benzoil-arginina-p-nitroanilida (L-BapNa) para la actividad serinproteasa, 

azocaseína para la actividad caseinolítica, L-metionina para la actividad L-amino oxidasa y 

Ácido 4-nitro-3 [octanoiloxi] benzoico (NOBA) para la actividad fosfolipasa, metodologías 

descritas en la sección posterior. Previo al análisis de las fracciones más abundantes se 

realizó la evaluación del veneno crudo para los cuatros sustratos cromogénicos usando la 

misma metodología. Después del tratamiento independiente para cada sustrato se midió la 

actividad haciendo uso del lector de microplacas multipocillo (Glomax Discover System, 

Promega). Finalmente, los ensayos fueron expresados como actividades específicas de la 

media ± desviación estándar. La actividad específica para cada ensayó se expresó de 

acuerdo con la metodología de Patiño e Isobe [63,64] seguido del uso del software 

GraphPad Prism 9. 

 

2.2.3.1. Actividad caseinolítica 

 

La evaluación de la actividad caseinolítica del veneno crudo y de las fracciones más 

abundantes se realizó preparando 11 mg de azocaseína (Sigma-Aldrich) disueltos en 2 200 

µL de buffer B (Tris HCl 10 mM, CaCl2 1 M y NaCl 10 mM a pH de 7,8) usando la 

metodología de Almeida y colaboradores [62]. Después se pesaron 100 µg de las fracciones 

y se disolvieron en 100 µL de buffer B, manteniendo una concentración de 1 mg/mL. Luego 

se prepararon tubos de 1,5 mL con 90 µL de azocaseína y 10 µL de la fracción de veneno, 

manteniéndolos a una temperatura de 37°C por 90 min. Posterior a esto, se añadieron 200 
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µL de TCA (ácido tricloroácetico) 5 % y se centrifugaron a 8 000 rpm durante 5 min. Después, 

se transfirieron 150 µL de sobrenadante a una microplaca de 96 pocillos y se añadieron 150 

µL de NAOH 0,5 M. Las condiciones para el lector de placas fueron usando una longitud de 

onda de 440 nm, con ensayos en triplicado. El control negativo fue preparado a partir de 10 

µl de buffer B y 90 µL de solución sustrato caseinolítica. Finalmente, los resultados a partir 

de la lectura de la microplaca fueron expresados en U/min/mg. 

 

2.2.3.2. Actividad serinproteasa 

 

La evaluación de la actividad serinproteasa (SVSP) del veneno crudo y de las fracciones 

más abundantes se realizó preparando 1,0436 mg de BapNa (Sigma-Aldrich) disueltos en 

2 376 µl de buffer B (Tris HCl 10 mM, CaCl2 1 M, NaCl 10 mM a pH de 7,8) y 24 µL de 

DMSO (solución sustrato). Posterior a esto, se preparó una microplaca de 96 pocillos con 

50 µL de buffer B y 20 µL de las fracciones de veneno L. muta y 200 µL de solución sustrato 

para su posterior lectura (410 nm a 37°C cada 10 min hasta los 30 min de incubación). 

El control negativo fue preparado a partir de 70 µL de buffer B y 200 µl de solución sustrato. 

Finalmente, los resultados a partir de la lectura de la microplaca fueron expresados en 

nm/min/mg. 

 

2.2.3.3.  Actividad L-amino oxidasa  

 

La evaluación de la actividad LAAO del veneno crudo y de las fracciones más abundantes 

se realizó en base a la metodología descrita por Kishimoto [65], con modificaciones. 

Inicialmente, se utilizó 1 mL de L-metionina para la solución sustrato (Tris-HCl 50 mM,  L-

metionina 5 mM, 4,5-dicloro-o-fenilendimina 2 mM) a pH 8,0. Luego, las fracciones 

liofilizadas fueron disueltas en Tris-HCl 5 mM en una concentración de 1 mg/mL. Después, 

se prepararon 10 µL de una solución de peroxidasa 0,8 U/mL, 20 µL de la muestra de las 

fracciones y 90 µL de solución sustrato, directamente en una microplaca de 96 pocillos. Se 

incubaron las muestras durante 1 h a 37°C, posterior a esto se añadieron 50 µL de H2SO4 

2M y se procedió a la lectura espectrofotométrica. La absorbancia se midió a 490 nm y la 

actividad específica se expresó en U/mg de proteína [64]. El control negativo fue preparado 

a partir de 20 µL de agua destilada, 90 µL de sustrato y 10 µL de peroxidasa. 
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2.2.3.4. Actividad Fosfolipasa 

 

La evaluación de la actividad fosfolipasa del veneno crudo y de las fracciones más 

abundantes se realizó preparando 1,023 mg de NOBA disueltos en 330 µL de acetonitrilo y 

3 660 µL buffer B (Tris HCl 10 mM, CaCl2 1 M, NaCl 10 mM a pH de 7,8). Para este ensayo 

se prepararon 220 µL de solución sustrato y 20 µL de las muestras de fracciones L. muta 

en una microplaca de 96 pocillos. Luego se incubaron en el lector de placas a 37°C 

haciendo lecturas durante 30 min. Las lecturas se realizaron midiendo a una longitud de 

onda de 440 nm. El control negativo fue preparado a partir de 20 µL de buffer B y 220 µL 

de solución sustrato. Los resultados fueron expresados en nmol/min/mg. 

 

2.2.3.5.  Masa intacta de las fracciones más abundantes L. muta 

 

La determinación de la masa intacta de las fracciones más abundantes del veneno L. muta, 

se realizó haciendo uso de espectrometría de masas por ionización electrospray (ESI) a 

partir de una columna UPLC C-18 (phenomenex C-18; 4,6 x150 mm) del sistema acoplado 

UPLC Xevo G2-XS-QTOF de la marca Waters. Inicialmente, se disolvieron 100 μg de las 

fracciones en 20 µL de agua con 0,1 % de ácido fórmico [66]. Luego se inyectaron 3 μL en 

el espectrómetro de masas mediante la técnica de cuadrupolo. La elución del 

cromatograma se monitoreó en un rango espectral de 500 a 1900 m/z, se trabajó a un flujo 

de 0,6 µL/min con una presión de 1500 psi. Todos los espectros fueron obtenidos en modo 

de ion positivo y el análisis se realizó en una rampa de colisión de alta energía de 20 a 40 

V. Los cálculos de masa intacta se realizaron siguiendo la metodología de Munuera [66], 

dada en la siguiente formula:  

 

𝑀1 = 𝑀2 

 

Donde M es igual a:  

 

𝑀 = (𝑚/𝑧) ∗ 𝑧 − 𝑧 

 

Donde (m/z) corresponde a la relación masa-carga de la muestra y z la carga del mismo. 
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2.2.3.6. Digestión de bandas 

 

La digestión de las bandas obtenidas por electroforesis SDS-PAGE se realizó a partir de la 

metodología de Lomonte con modificaciones [67]. Inicialmente se recortó las bandas del gel 

y se realizaron procesos continuos de decoloración, hidratación y deshidratación para las 

bandas. Inicialmente se ubicaron los cortes de las bandas en tubos de 1,5 mL añadiendo 

50 µL de solución de bicarbonato de amonio (AMBIC) 100 nM y ACN (1:1) durante 1 h a 

temperatura ambiente (TA). Luego del tiempo estimado, se descartaron las soluciones de 

los geles y se agregaron 50 µL de ACN durante 15 min a TA. Posterior a este proceso se 

descartaron las soluciones de los tubos y se colocaron los geles en la centrifuga al vacío 

(45°C) durante 15 min. En el proceso de rehidratación se utilizaron 50 µL de DTT y se 

incubaron las muestras durante 30 min a 56°C. Previo al uso de la centrifuga al vacío (45ºC) 

por 15 min se descartó el DTT y se agregaron 50 µL de ACN por 5 min a TA. Después de 

este proceso se enjuagaron las muestras con AMBIC a TA. Luego se secaron las muestras 

durante 15 min en la centrifuga al vacío (45ºC) previo a la adicción de ACN y su descarte. 

Al final de esta sección se agregaron 30 µl de tripsina (4ºC) durante 15 min, posterior a este 

tiempo se agregaron 10 µl de AMBIC y se dejaron las muestras incubando durante 24 h a 

37ºC. 

 

La extracción de los componentes de interés, después de las 24 h inició centrifugando las 

muestras durante 15 seg a 12 000 rpm. Después se recolectaron los sobrenadantes y se 

trasvasaron a tubos de 1,5 mL y se almacenaron para su posterior uso. Finalmente, se 

agregaron 30 µl de ACN 60 % con ácido fórmico 1 % a los tubos contenidos de las bandas y 

se sonicaron durante 10 min a 37ºC antes de su centrifugación a 12 000 rpm por 15 

segundos. Luego se juntaron los sobrenadantes a los tubos previamente almacenados y 

se concentraron las muestras en la centrifuga al vacío (45ºC) de 20 a 40 min. Después de 

este tiempo se agregaron 20 µL de agua con 0,1 % de AF a los tubos con las muestras 

concentradas. Posterior a esto se transfirieron las muestras a viales mantenidos a 4-8ºC 

hasta su inyección en LC-ESI-TOF. 

 

El análisis de las bandas se analizó en el software MASCOT DESTILLER 2,7 [68], haciendo 

uso de la base de datos Swiss-Prot y una base de datos nueva con secuencias del género 

Lachesis descargados en UniProt [69]. La tolerancia considerada fue 0,15 Da. 
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Carbamidometil cisteína y la oxidación de metionina se utilizaron como modificaciones fijas 

y variables en la búsqueda. 

 

2.2.3.7.  Análisis estadístico 

 

Para el tratamiento de datos se realizó un análisis de varianza unilateral (ANOVA) 

complementado con una prueba posterior de comparaciones múltiples (Tukey). Se utilizó 

un intervalo de confianza del 95 %, p ≤ 0,05 para la significancia. Para el análisis y las 

gráficas se utilizó el programa GraphPad Prism 9 [70]. 
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3. CAPÍTULO III. PRESENTACIÓN DE DATOS Y RESULTADOS 

 

 

3.1. Evaluación de la actividad citotóxica del veneno 

 

Los primeros indicios de la reducción de viabilidad celular de SH-SY5Y fueron visibles 

desde la concentración más baja, por micrografía (Figura 1-10 parte A). Los cambios 

morfológicos observados fueron encogimiento, desprendimiento y redondeo en la línea 

celular SH-SY5Y expuestas con el veneno L. muta. Se observaron células intactas 

(morfología normal) en el grupo control, mientras que en las muestras tratadas (25 a 300 

µg/mL) se observó el cambio de morfologías alargadas y adheridas a formas circulares con 

gránulos dispersos en la zona de visualización. El control positivo (Doxorrubicin) generó 

agrupamientos, encogimiento y presencia de agregados celulares. El porcentaje de 

viabilidad en las concentraciones bajas (25, 50 y 100 µg/mL) disminuyó de 82 % a 74 % y 

en las concentraciones altas (200 y 300 µg/mL) disminuyó de 66 % a 56 %. El análisis 

ANOVA y la prueba complementaria Tukey mostraron una diferencia significativa de ** P < 

0,01 en las concentraciones más altas respecto al control (Figura 1B). Los resultados 

indican un efecto citotóxico significativo en concentraciones bajas y altas del veneno.  
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Figura 1-10: Efecto del veneno de L. muta sobre los cambios morfológicos y el 

desprendimiento celular en SH-SY5Y. 

 

Micrografía de luz (10X y 40x) de la línea celular SH-SY5Y durante 24 h de exposición con 25, 100, 

300 µg/mL de veneno. El control negativo muestra un cultivo a las 24 h sin veneno. El agente de 

control positivo fue doxorrubicina 50 nM (A). Gráfico de viabilidad celular para SH-SY5Y haciendo 

uso de ANOVA unidireccional con la prueba post de Tukey para determinar la significancia 

estadística en SH-SY5Y * P < 0,05 y ** P < 0,01 y **** P < 0,0001 (B). 

 

En el ensayo de hemólisis, se pudo observar que después de 1 h de incubación con el 

veneno de L. muta, se produce un bajo porcentaje (3,49 %) de hemólisis en concentración 

25 µg/mL (Figura 2-10). Por tanto, la muestra no presentó la capacidad de lisar la 

A 

B 
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membrana de eritrocitos. Asimismo, con el aumento de la concentración, el porcentaje de 

hemólisis no incrementó significativamente, debido que indujo 4,43 % de hemólisis en 300 

µg/mL. La prueba Tukey evidenció una diferencia estadística significante para todas las 

concentraciones en comparación al grupo control tritón. No obstante, para los tratamientos 

de las concentraciones sin contar el control, no existe diferencias estadísticas.   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figura 2-10: Efecto hemolítico de L. muta sobre  

eritrocitos humanos. 

 

Gráfica del porcentaje hemolítico del veneno crudo de L. muta para concentraciones de 25, 50, 100, 

200 y 300 µg/mL. El control positivo usado fue el detergente (Triton X-100). Se usó ANOVA 

unidireccional con la prueba de Tukey para determinar si existe significancia estadística y en cuales 

grupos del tratamiento se evidencia (**** indica p < 0,0001). 

 

3.2. Perfil bioquímico de L. muta 

 

La separación bioquímica del veneno crudo de L. muta en un sistema RP-HPLC (columna 

C18) resultó en veintisiete fracciones que eluyeron en 100 min (Figura 3-10). Las toxinas 

se recolectaron considerando la absorbancia y el tiempo de retención. Se presentaron 6 

toxinas con mayor absorbancia desde el minuto 18 (F5), 47 (F12), 63 y 83 (F24, F25 y F26). 

Se realizaron 36 corridas cromatográficas recolectando cada fracción en los 100 minutos 
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de elución. Aunque la fracción 5 y 12 presentaron alta absorbancia tras la liofilización no se 

obtuvo cantidad suficiente de estas toxinas para su posterior análisis. Por lo contrario, las 

fracciones 16, 24, 25 y 26 obtuvieron mayor cantidad de material (Tabla 1-1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3-10: Perfil de elución del veneno crudo de la serpiente L. muta mediante RP-HPLC en 

columna C18 Discovery Bio Wide Pore. 

 

Perfil cromatográfico monitoreado a 214 nm del veneno de L. muta con 27 fracciones que eluyeron 

durante 100 minutos. 

 

La Tabla 1-1 recopila datos de las toxinas mayoritarias purificadas, incluyendo el tiempo de 

retención, el área bajo la curva, y la cantidad liofilizada. El peso obtenido de las fracciones 

fueron 13,7 mg para F16, 6,2 mg para F24, 3,9 mg para F25 y 2,4 mg para F26. 
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F16

F24

F25

F26

Otros

F16
F24
F25
F26
Otros

Tabla 1-1: Área y cantidad de las fracciones 

liofilizada más abundantes de L. muta. 

 
 

Realizado por: Rosales, Carolyn, 2022 

 

 

Se utilizaron 108 mg de veneno crudo de L. muta, de los cuales se pudo liofilizar un total de 

26,2 mg de fracciones purificadas. La abundancia relativa ( %) se obtuvo a partir de la 

integral del área bajo la curva (Figura 4-10), evidenciando que las cuatro fracciones con 

mayores valores de absorbancia y muestra liofilizada representa para F16 el 30 % de las 

toxinas del veneno, seguido de un 7 % para F24, un 4 % para F25 y 7 % para F26. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4-10: Abundancia relativa (%) de las fracciones purificadas 

más abundantes del veneno L. muta 

Fracción Tiempo 
de 
retención 
(min) 

Área 
(µV*seg) 

Peso 
liofilizado 

(mg) 

16 63,078 208053530 13,7 

24 83,35 49679207 6,2 

25 84,150 22212648 3,9 

26 

Total: 

85,15 52224020 2,4 

26,2 
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Se observa los porcentajes de abundancia de las fracciones 16 (naranja), 24 (celeste), 25 (violeta) 

y 26 (marrón) que fueron purificadas por RP-HPLC dentro del veneno L. muta. 

 

La electroforesis en gel de poliacrilamida proporcionó información sobre la pureza de las 

fracciones de veneno (Figura 5-10). La fracción F16 se acerca a 31 kDa, con una banda 

ligeramente teñida de 11 kDa. F24 y F25 muestra bandas únicas de 24 kDa. F26 presentó 

bandas de 42 a 57 kDa y una banda en 24 kDa, correspondiente a la fracción que le 

antecede. Los resultados evidencian la presencia de familia de proteínas correspondientes 

SVSP, PLA2 para la fracción 16, metaloproteasas tipo 1 (PI-SVMP) para la fracción 24 y 25 

y metaloproteasas tipo 3 (PIII-SVMP) o LAAOs para la fracción 26, basado en los pesos 

moleculares registrados. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 5-10. Electroforesis por SDS PAGE de las fracciones obtenidas 

por RP-HPLC. 

 

Las corridas electroforéticas se realizaron para las fracciones 16, 24, 25 y 26 en condiciones 

reductoras, a la izquierda de los geles se muestra los marcadores de peso molecular en kilodaltons 

(kDa). 

 

F16 F24 F25 F26 

 

PIII-SVMP 
LAAO 
 
 
 
SVSP 
 
 
 
PI-SVMP 
 
 
PLA2 
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3.3. Cromatografía por RP-HPLC de las principales fracciones del veneno L. muta 

 

La homogeneidad proteica de F16, F24, F25 y F26 en un sistema RP-HPLC (columna C18) 

con gradiente lineal, mostró un único pico en cada cromatograma (Figura 6-10). La 

recromatografía de la fracción 16, mostró un 85,27 % de pureza, debido a la presencia de 

dos picos en su tiempo de retención, esta fracción se recolectó junta debido a que, en la 

purificación del veneno crudo, se visualizó como un solo pico cromatográfico. Para 

comprobar esto, se separó los picos en la recromatografía y se analizó por SDS-PAGE, 

observando que ambos tuvieron el mismo peso molecular en kDa (Figura 6-10 parte A). 

Para la fracción 24 se obtuvo una pureza del 96,2 % (Figura 6-10 parte B); seguido de la 

fracción 25 con un 95,65 % (Figura 6-10 parte C). La fracción 26 en el gel de electroforesis 

mostró más de una banda, a razón de esto tuvo un 93,25 % de grado de pureza, hecho 

que se puede observar (Figura 6-10 parte D), donde el pico cromatográfico no fue separado 

correctamente al final de la elusión, recolectando parte de la fracción 25 del veneno. 
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Figura 6-10: Cromatografía de las cuatro fracciones obtenidas por RP-HPLC con mayor 

absorbancia. 

 
Toxinas aisladas del veneno L. muta con sus correspondientes porcentajes de pureza: F16 con 

85,37 % (A), F24 con 96,2 % (B), F25 con 95,65 % (C) y F26 con 93,2 % (D). 

 

A partir de la purificación de las proteínas se evaluó el efecto de cada una de las fracciones 

sobre la línea celular cancerígena SH-SY5Y (Figura 7-10). La línea celular para 

neuroblastoma mostró 84 % de inhibición de la viabilidad celular en la dosis más alta para 

la fracción 16 (A), SH-SY5Y no mostró actividad para la fracción 24 y 25 (resultados no 

mostrados). Asimismo, se evidenció una inhibición de 56 % de la viabilidad celular en la 

fracción 26 (B) de L. muta. En el análisis estadístico se evidenció una diferencia significativa 

de * P < 0,05 y ** P < 0,01 en las concentraciones más altas respecto al control. Los 
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resultados indican un efecto citotóxico significativo para las fracciones 16 y 26. 

 

 

 

 

 

 

Figura 7-10: Efecto citotóxico de las fracciones del veneno L. muta sobre 

SHSY5Y. 

 

Actividad citotóxica de las fracciones de L. muta. La línea celular SH-SY5Y fue incubada durante 24 

h con las fracciones de veneno 16 (A), 26 (B). Finalizado el tiempo de incubación se determinó la 

viabilidad celular con MTT, frente al control negativo (PBS). 

 

El daño a los glóbulos rojos por el detergente aniónico (Tritón) usado como control positivo 

se consideró como máxima respuesta (100 %) y referencia para el cálculo de la actividad 

hemolítica. En la Figura 8-10 se observa los modelos celulares (eritrocitos) incubados con 

las fracciones 15, 24, 25 y 26 del veneno L. muta sobre las mismas concentraciones 

evaluadas anteriormente (Figura 8-10). La fracción 25 fue la que mayor porcentaje (4,54 %) 

de hemólisis reportó en la concentración de 300 µg/mL. En general, los componentes del 

veneno L. muta no son tóxicas para los eritrocitos, ya que existe una diferencia significativa 

entre las fracciones y el control. 
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Figura 8-10: Porcentaje de hemólisis de las fracciones purificadas más abundantes de L. muta. 

 

Gráfica del porcentaje hemolítico de las fracciones 16 (naranja), 24 (celeste), 25 (violeta) y 26 

(marrón) de veneno para las concentraciones de 25, 50, 100, 200 y 300 µg/mL. El control positivo 

usado fue Triton X-100 (blanco). Se usó ANOVA unidireccional con la prueba de Tukey para 

determinar la significancia estadística en eritrocitos humanos (**** indica p < 0,0001). 

 

3.4. Identidad molecular de las fracciones más abundantes de L. muta  

 

El análisis de la actividad enzimática reveló que el veneno de L. muta presenta toxinas 

catalíticamente activas de la familia de SVSP, PLA2, SVMP y LAO (Figura 9-10). Los 

ensayos son independientes entre sí, se evidenció que el veneno crudo mantiene actividad 

específica de PLA2 (45 nmol/min/mg), actividad caseinolítica (120 U/min/mg), actividad 

proteolítica (0,4 nmol/min/mg) y actividad LAAO (140 nM/min/mg). La fracción 16, reveló 

una actividad de 10 nmol/min/mg para PLA2 (A) y 0,0843 nmol/min/mg para SVSP (B). La 

fracción 24, 25 (2,8667 nmol/min/mg) y 26 no mostraron actividad enzimática caseinolítica 
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significativa respecto al veneno total (C). Sin embargo, la misma fracción 26 evaluada para 

L-amino oxidasa reportó una actividad específica de 39,432 nM/min/mg. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9-10: Actividad enzimática del veneno crudo y fracciones purificadas de 

L. muta. 

 

Se presenta la actividad PLA2 (A), SVSP (B), caseinolítica (C) y LAAO (D), evaluadas mediante 

sustratos cromogénicos específicos: NOBA, BapNa, azocaseína y L-metionina y respectivamente. 

El veneno crudo fue analizado para las cuatro actividades enzimáticas. La fracción 16 fue evaluada 

para SVSP y PLA2, las fracciones 24 y 25 para actividad caseinolítica, y la fracción 26 para LAAO y 

caseinolítica. 
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3.5. Espectrometría de masas 

 

El análisis directo de masa intacta para las fracciones 24, 25 y 26 con potencial citotóxico 

se realizó por LC-ESI-QTOF (Figura 10-10) mediante un rango espectral de 500 a 1900 

(m/z). Los resultados corroboraron el peso molecular evidenciado por electroforesis SDS- 

PAGE, mostrando la presencia de iones de alta intensidad que se utilizaron para el cálculo 

del peso molecular. La fracción 16 mostró una masa intacta de 28,629 kDa (A) y una masa 

intacta de 13,967 kDa (resultados no mostrados). La fracción 24 (B), 25 (C) y 26 (D) 

tuvieron un valor de 24,677, 24,677 y 24,674 kDa respectivamente, pesos que 

corresponden a una PI-SVMP. Para la fracción 26 no fue posible elucidar la masa intacta 

de la banda de 45 kDa mostrada en el gel de electroforesis (Figura 5-10). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                                                  m/z (uma)         m/z (uma) 

 
 

 

 
 
 
 
 
  
  
 
 
 

                                                                                      m/z (uma) 

 

 
                                        m/z (uma) 

Figura 10-10: Espectros por LC-ESI-TOF para las fracciones 16, 24, 25 y 26 con 

potencial citotóxico. 

 
Se muestra los espectros de las fracciones L. muta con un rango espectral de 1000 a 1900 (m/z) 

para la fracción 16 (A), 24 (B), 25 (C) y 26 (D), con proteínas de 28,629 kDa y 24,67 kDa con 

diferentes intensidades relativas (%). 
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A fin de determinar la identidad de las proteínas evaluadas, mediante la digestión de los 

fragmentos de gel adquiridos por electroforesis SDS-PAGE se evidenció la secuencia 

correspondiente a las fracciones y las familias de proteínas registradas en SwissProt y se 

reportó la secuencia en la Tabla 1-2 . Posterior a la digestión en gel de las bandas de gel 

de electroforesis con tripsina, seguida del análisis LC-ESI-TOF, se obtuvieron asignaciones 

de familias de proteínas para cinco bandas, que se estima que representan el 48 % de las 

proteínas totales del veneno. La fracción 16-1 corresponde a la banda de 28 kDa mostrada 

por electroforesis, evidenciando un score de 13 con una familia de proteína SVSP. La banda 

de la fracción 24 corresponde a una PI-SVMP con una masa aparente de 22,923 kDa. La 

fracción 25 contiene la misma información que la fracción 24 (Resultados no mostrados). 

La fracción 26-1 corresponde a la banda de alto peso molecular registrada por electroforesis 

SDS-PAGE, evidenciando una masa aparente de 58,894 kDa relacionada a la familia de 

proteínas L-amino oxidasa. 
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Tabla 1-2: Identidad de las fracciones RP-HPLC del veneno de L. muta (Ecuador) por 

secuenciación LC-ESI-TOF-MS de bandas de proteínas digeridas con tripsina. 

 

Fracción Masa 
aparente 

[kDa] 

Mr (expt) Mr (calc) Expect Secuencia Familia de 
proteína, 
proteína 

relacionada 

F16-1 28,717 1115,5991 1115,6009 0,06 VLCAGILEG GK SVSP, 
Crotalus 

adamanteus 

F24   22,923 1063,5405 1063,541 9,50E-05 YNGNLNTIR SVMP, L. 
muta 

  
1279,6531 1279,6521 3,30E-06 NSVGIVQD HSPK 

 

F26-1 58,894 3331,5829 3331,5806 8,30E-09 EGNLSPGA 
VDMIGDLLN 
EDSGYYVS FIESLK 

LAAO, L. 
muta 

  3320,7142 3320,7187 8,30E-09 HVVIVGAG 
MSGLSAAY 
VLAEAGHQ 
VTVLEASER 

 

  1280,6274 1280,6248 2,80E-06 SAGQLYEE SLGK  

Realizado por: Rosales, Carolyn, 2022 

 

Los péptidos sugeridos por el software de identificación automática se muestran. Los valores de 

confianza (Expt) y puntuación (Sc) se calcularon mediante el software MASCOT. 
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4. INTERPRETACIÓN Y DISCUSIÓN 

 

 

Los venenos son reservorios de compuestos farmacológicamente activos, siendo los de 

serpientes, abejas, escorpiones, entre otros, altamente promisorios para la generación 

de nuevas terapias anticáncer [47,36]. Estudios bioquímicos y moleculares han 

explorado este potencial y han revelado caminos útiles para el futuro desarrollo de 

agentes terapéuticos.  

 

En este estudio, se demostró por primera vez el potencial citotóxico del veneno de L. 

muta de Ecuador sobre la línea celular de neuroblastoma (SH-SY5Y). Estudios con este 

veneno y toxinas aisladas en países como Argentina, donde demostraron efectiva la 

combinación de O-LM compuesta por oligoelementos (Se-2, Zn+2 y Mg+2) y veneno de 

L. muta como efecto radioprotector en tumores de ratón y en células de cultivo [71]. Por 

otro parte, en Brasil aislaron una L-amino oxidasa con propiedades citotóxicas para 

cáncer de mama (MCF-7) y un adenocarcinoma gástrico (AGS) [72], surgiendo así esta 

capacidad y posible aplicación. Debido a la variabilidad en la composición, y diferentes 

isoformas es imperativo conocer la actividad citotóxica y proteínas farmacológicamente 

activas presentes en el veneno ecuatoriano [71]. 

 

Las micrografías demostraron que, las células que no fueron incubadas con veneno 

mantenían una forma alargada distribuidas proporcionalmente en toda la placa. Sin 

embargo, después de 24 h de incubación con el veneno, la morfología del modelo celular 

usado cambió a residuos circulares con presencia de gránulos. Un estudio en el 2010 sobre 

citotoxicidad inducida por una PLA2 para células MDCK (células epiteliales renales) reporta 

que las células en proceso apoptótico cambian su morfología de células alargadas 

adheridas a células redondeadas y agrupamientos con presencia de gránulos en el intento 

de reorganización para restablecer la monocapa parcialmente perdida [73]. A pesar de los 

reportes escasos sobre la morfología de SHSY5Y por efecto citotóxico, en el 2019 se 

evaluó la morfología por muerte celular inducida por hierro, dando como resultado células 

extendidas con forma piramidal a células no diferenciadas con neuritas retraídas 

característica de la perdida de la integridad neural y muerte de celular [74]. En este estudio 
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fue visible la presencia de células agrupadas sin adherencia, sin embargo, es necesario 

comprobarlo con técnicas microscópicas capaces de observar estructuras celulares que 

están por debajo del límite de resolución óptica [75]. 

 

La capacidad de inhibición celular del veneno crudo de L. muta fue de (82 % a 56 %) para 

las concentraciones de 25 a 300 µg/mL. Estos datos sugieren que la composición del 

veneno L. muta contiene moléculas bioactivas con capacidad de controlar la viabilidad de 

células tumorales del tipo neuroblastoma. Se desconoce el mecanismo de acción, sin 

embargo, investigaciones citotóxicas con L. muta de Brasil sobre líneas celulares 

cancerígenas (HELA, MCF-7, MDCK y C2C12) han demostrado alteración de las vías de 

muerte celular por autofagia y eventos apoptóticos [76]. A partir del análisis estadístico 

ANOVA y la prueba complemento Tukey se comprobó que los porcentajes de 82 % a 56 % 

son significativamente diferentes respecto al control. 

 

El veneno de L. muta y sus componentes no mostraron una naturaleza hemolítica, 

manteniendo un porcentaje de lisis por debajo del 5 % respecto al control (100 %) en todas 

las concentraciones. Los eritrocitos constituyen un modelo ampliamente usado y reconocido 

para estudios de toxicidad en etapas iniciales del desarrollo de productos farmacéuticos, 

por su fácil manejo y disponibilidad [77]. Sin embargo, la ausencia de núcleo y sus 

características particulares dificultan un acercamiento a células neuronales normales. En 

este sentido, futuros estudios deberían explorar un tipo celular más similar al modelo de 

célula cancerosa usada en la presente investigación. 

Estos hallazgos sugieren una posible selectividad e impulsan la evaluación de las toxinas 

purificadas del veneno sobre una línea celular tumoral. Inicialmente, el fraccionamiento del 

veneno evidenció un conjunto de veintisiete picos con diferentes abundancias. Es sabido 

que el veneno de cada serpiente es diferente debido a factores como edad, hábitat y el 

clima en el que se ha adaptado el individuo [78]. Por ejemplo, L. muta rhombeata de Brasil 

en el 2013 por RP- HPLC fue purificada y presentó veintitrés fracciones, con actividad 

amidolítica y coagulante [79]. Montero y colaboradores en 2021, fraccionaron el veneno L. 

muta por dos metodologías, cromatografía de exclusión molecular (columna de 13 x 130 

mm) evidenciando ocho picos a 280 nm y por cromatográfica de intercambio catiónico de 

carboximetil-sefarosa (CMS) cinco fracciones contenidas en el veneno crudo [80]. En 
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Bolivia la separación del veneno L. muta por RP-HPLC mostró 38 fracciones y 32 fracciones 

para Lachesis stenophys [81]. Esto evidencia la variación proteómica del veneno de 

serpiente L. muta de la región ecuatoriana respecto a los registros a nivel latinoamericano. 

Luego de la liofilización se obtuvo material en cantidad suficiente para los ensayos 

biológicos de cuatro fracciones, que coinciden con las proteínas de mayor absorbancia en 

el cromatograma, con excepción del pico cinco y doce, los cuales presentaron alta 

absorbancia, pero baja cantidad liofilizada para su análisis. 

 

En los resultados de la electroforesis SDS-PAGE, la fracción 16 presentó dos bandas con 

peso molecular en el rango de 10 a 12 kDa y 24 a 31 kDa, con familias de proteínas 

probables de PLA2 y SVSP. Las fracciones 24 y 25 tuvieron una única banda con peso 

molecular en el rango de 18 a 24 kDa, con una presencia probable de PI-SVMP. La fracción 

26 presentó múltiples bandas en la región de 42 a 57 kDa y en la región de 18 a 24 kDa, 

esta última podría ser parte de fracción 25 que le antecede, con familia de proteína probable 

de LAAO o PIII-SVMP, esto se corroboró con la presencia de proteínas con masa intacta 

similar por espectrometría de masas. Ante la presencia de varios compuestos por pocillo 

del gel, fue necesario evaluar el porcentaje de pureza de las muestras. 

 

La evaluación biológica o citotóxica de nuevos agentes requiere de alto grado de pureza 

(90 %). En este estudio se obtuvo un porcentaje de pureza mínimo, pero dentro de los 

rangos establecidos para estudios biológicos [82]. El porcentaje de pureza para F16 fue de 

85,27 % por la presencia de un pico cromatográfico que eluye muy cerca de la fracción 16. 

F24 obtuvo un 96,2 %, F25 un 95,65 % y F26 alcanzó un grado de 93,25 %, considerando 

que en este último hubo una elución muy cercana al pico de interés, con un peso molecular 

correspondiente a la fracción que le antecede. Por lo tanto, en este primer acercamiento 

en la búsqueda de agentes activos contra neuroblastoma, se tiene un porcentaje de pureza 

suficiente para los ensayos biológicos. 

 

El resultado de la evaluación del potencial citotóxico en las toxinas más abundantes sobre 

SH-SY5Y, mostró 84 % de inhibición para la fracción 16 y 68 % de inhibición para la fracción 

26 en las concentraciones más altas. Aunque el mecanismo de acción no se ha podido 

elucidar en esta investigación. Se ha informado que el veneno de L. muta en las líneas 
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celulares (MGSO-3, HELA y EA.hy926) provoca la despolarización transitoria de la 

membrana mitocondrial después de 12 h, provocando la abertura de poros y liberación de 

moléculas pro-apoptóticas [76]. Otro de los aspectos importantes a examinar sería la 

resistencia presentada por SH-SY5Y sobre estas familias de proteínas con potencial 

citotóxico conocido para otros modelos celulares. Stransky, en 2018 evaluó la toxicidad de 

L. muta de Brasil en células HELA (adenocarcinoma de cuello uterino), MGSO-3 (tejido de 

cáncer de mama) y células VERO (de riñón de mono epitelial normal), donde reportó 

actividad citotóxica desde 0,6 µg/mL para las células VERO [76]. Abdelkafi en 2021 reportó 

la citotoxicidad de una LAAO para glioblastoma (U87) con valores de EC50 de 0,3 µg/mL 

[83]. Aunque es otro tipo celular, es necesario evaluar la sensibilidad en otros modelos de 

estudio para estas fracciones purificadas de L. muta de Ecuador. 

 

La caracterización enzimática evidenció actividad caseinolítica significativa, LAAO, PLA2 y 

SVSP en el veneno crudo de L. muta. Todas estas familias de proteínas están asociadas a 

estudios con fines terapéuticos, es por esto que es importante obtener información adicional 

acerca de la citotoxicidad de las proteínas aisladas sobre diferentes líneas celulares [84]. 

De igual forma en varios estudios sobre L. muta se presenta una composición de PLA2 de 

68 % a 80 % de la composición del veneno [79]. Igualmente se registra a las SVMP y PLA2 

como toxinas de mayor abundancia, esto ha sido descrito por Jiménez y colaboradores, 

quienes aislaron PLA2 de L. muta de Perú [85]. De igual forma en Venezuela se ha 

purificado una toxina fibrinolítica de L. muta, la misma que se une a SVMP para intervenir 

en los procesos de coagulación [72]. Aunque las AVMP hayan reducido su actividad 

caseinolítica, esto no significa que no sean de tipo SVMP, más bien corrobora el efecto que 

tienen los solventes cromatográficos para provocar este tipo de eventos [67]. 

 

Las familias de proteínas reportadas por espectrometría de masas en tándem (MS/MS) 

fueron una SVSP (F16), PI-SVMP (F24) y una LAAO acompañada de una PI-SVMP (F26). 

El porcentaje de citotoxicidad de F26 puede estar atribuido a la combinación entre estas 

dos familias de proteínas. Hoy en día este efecto puede representar una ventaja sobre la 

investigación, ya que se puede observar una toxicidad mejorada sinérgicamente para los 

procesos metabólicos dada por interacciones inter moleculares y supramoleculares con una 

misma cantidad de veneno [86,87] Sin embargo, para corroborar esta información sería 
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necesario la evaluación de toxinas combinadas, para así evaluar el efecto en conjunto de 

LAAO. 
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5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 

 

 

Se evidenció por primera vez un significativo efecto citotóxico del veneno crudo en la línea 

celular (SH-SY5Y) de la especie L. muta de la región ecuatoriana. Otro hallazgo es la baja 

capacidad del veneno de provocar lisis celular, evidenciando que el veneno tuvo un 4 % de 

hemólisis significativamente diferente respecto al veneno incubado sobre eritrocitos 

humanos. Se obtuvieron 27 fracciones, entre ellas cuatro mostraron mayor abundancia 

relativa. Las familias de proteínas evidenciadas por electroforesis SDS-PAGE fueron 

SVMP, PLA2, SVSP y LAAO. Estos resultados se confirmaron por espectrometría de masas 

evidenciando proteínas con masa intacta de 13, 24 y 28 kDa, respectivamente. Los ensayos 

enzimáticos identificaron la actividad de familias de proteínas con un importante interés 

terapéutico. En esta sección se ha presentado que SVMP, LAAO y PLA2 son las enzimas 

de mayor concentración en el veneno. En contraste, la actividad enzimática, junto a la 

digestión de las bandas con tripsina evidenció que las familias de proteínas asociadas a las 

fracciones fueron SVSP en la fracción 16, PI-SVMP en la fracción 24-25 y LAAO junto a PI-

SVMP en la fracción 26 con una masa aparente similar a las del estudio. Este trabajo 

contribuye a la literatura existente sobre caracterización de los componentes más 

abundantes de la especie L. muta a nivel latinoamericano. 

 

L- amino oxidasas y metaloproteasas han reportado alta citotoxicidad para otras líneas 

celulares, es por esto que es importante que se realice el análisis con un modelo de línea 

celular diferente, debido a que, todo esto con el fin de indagar más a fondo el potencial 

citotóxico de las proteínas involucradas. De igual forma, se recomienda analizar el efecto 

citotóxico respecto al sinergismo de las proteínas, para así comprobar bajo las mismas 

condiciones la efectividad de las moléculas purificadas en contraste con la información ya 

reportada. Finalmente, se recomienda la investigación sobre los mecanismos celulares 

involucrados en el veneno L. muta que provocan una inhibición celular de este tipo, el cual 

permitirá conocer el potencial de estas toxinas como candidatos iniciales para la terapéutica 

de neuroblastoma. 
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