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RESUMEN 

La terapia contra el cáncer representa un importante desafío para la medicina moderna 

debido a la toxicidad y dependencia de dosis más altas de los quimioterapéuticos tras 

generar resistencia presentada por algunos tipos celulares. En este escenario, recursos 

biológicos abundantes en países biodiversos como Ecuador permiten la búsqueda de 

moléculas novedosas con potencial farmacológico. Por ejemplo, los venenos de 

serpientes son considerados cocteles de moléculas biológicamente activas que pueden 

modular diversos procesos biológicos de las células y funciones fisiológicas. En este 

estudio se caracterizó parcialmente el veneno de Bothrocophias microphthalmus y sus 

toxinas mayoritarias y, se evalúo su efecto sobre la línea SH-SY5Y. Las tres proteínas 

más abundantes fueron purificadas mediante cromatografía líquida (RP-HPLC) y SDS-

PAGE. El veneno es rico en metaloproteasas del tipo I y III. Por otro lado, el veneno 

crudo redujo significativamente la viabilidad de la línea celular, incluso en las 

concentraciones más bajas, tales como 12.5 y 25 µg/mL y, no afectó la integridad de la 

membrana de los eritrocitos de manera significativa.  De las toxinas purificadas se 

reportó una metaloproteasa (F18) no hemolítica y con una ligera toxicidad sobre la línea 

celular SH-SY5Y (F18: EC50: 420.9 µg/mL). Esta toxina pertenece al tipo I, caracterizado 

por un peso molecular de 23000 Da. En conclusión, la presente investigación evidencia 

la importancia de caracterizar venenos de serpientes de especies del país para así 

ofrecer más información sobre componentes potenciales que tengan actividades 

farmacológicas de gran interés. 

Palabras claves: Cáncer, caracterización, citotoxicidad, metaloproteasa y purificación 
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ABSTRACT 

Cancer therapy represents a major challenge for modern medicine due to the toxicity 

and dependence of higher doses of chemotherapeutic agents after generating resistance 

presented by some cell types. In this scenario, abundant biological resources in 

biodiverse countries such as Ecuador allow the search for novel molecules with 

pharmacological potential. For example, snake venoms are considered cocktails of 

biologically active molecules that can modulate various cell biological processes and 

physiological functions. In this study, Bothrocophias microphthalmus venom and its main 

toxins were partially characterized and their effect on the SH-SY5Y line was evaluated. 

The three most abundant proteins were purified by liquid chromatography (RP-HPLC) 

and SDS-PAGE. The venom is rich in PI-metalloproteinases and PII-metalloproteinase. 

On the other hand, the crude venom significantly reduced the viability of the cell line, 

even at the lowest concentrations such as 12.5 and 25 µg/mL and did not significantly 

affect the integrity of the erythrocyte membrane. Of the purified toxins, a non-hemolytic 

metalloproteinase (F18) with a slight toxicity on the SH-SY5Y cell line (F18: EC50: 420.9 

µg/mL) was reported. This toxin belongs to type I, characterized by a molecular weight 

of 23,000 Da. In conclusion, this research shows the importance of characterizing snake 

venoms of species from the country is evidenced in order to offer more information on 

potential components that have pharmacological activities of great interest. 

Keywords: Cancer, characterization, cytotoxicity, metalloprotein and purification. 
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CAPITULO I: PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA DE INVESTIGACIÓN 

 

 

1.1. Antecedentes 

 

1.1.1. Cáncer: Fundamentos y epidemiología  

 

El cáncer es la segunda causa de fallecimiento a nivel mundial representando así un 

relevante y creciente problema de salud pública con terapias limitadas [1-3]. Las 

estadísticas globales de cáncer (GLOBOCAN) realizadas en 2020 mostraron que hubo 

más de 19.3 millones de nuevos casos de cáncer y alrededor de 10 millones de muertes 

debido a la enfermedad. A su vez, se espera un aumento a 28.4 millones de nuevos 

casos para 2040 [4,5].  A pesar de que las técnicas para la detección temprana de la 

enfermedad han mejorado, la proliferación celular descontrolada y la deficiente 

especificidad de los tratamientos la seguirá convirtiendo en una de las principales 

causas de mortalidad y morbilidad en el planeta durante muchas décadas más [6]. 

 

América se encuentra en el tercer puesto de incidencia de cáncer en el mundo (20,9%), 

solo por debajo de Europa (22,8%) en un 2% tanto para hombres como mujeres. A pesar 

de que se estimó que se llegarían a los 20 millones de casos nuevos para 2025, esta 

cifra se alcanzó en 2020, volviendo al cáncer un grave peligro para la salud a nivel 

mundial [4,5]. Si bien, el cáncer es una enfermedad que asedia el planeta entero, más 

del 65% de los nuevos casos ocurren en países en vías de desarrollo en donde tan 

solo se dedican el 5% de los recursos globales disponibles para combatir el cáncer y, 

además, los riesgos de exposición a diversos compuestos cancerígenos son mayores 

[125,126]. Para finales de 2020, en cada una de las provincias de Ecuador, se registró 

que una de las principales causas de mortalidad fue el cáncer [124].  

 

El neuroblastoma es considerado uno de los tumores sólidos más comunes en la 

población infantil, llegando a desarrollarse en menores de un año de edad [127]. En 

Europa y Estados Unidos esta enfermedad ocupó el 28% de los casos de cáncer 

registrados en infantes [128]. Aunque, el neuroblastoma no es considerado uno de los 

casos más comunes de cáncer registrados en Ecuador debido a que la población de 

niños menores a 3 años no es la más representativa para el país, posee una tasa de 

mortalidad en niños menores a 1 año de más del 50% [129]. Estas cifras pueden variar 
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debido a las complicaciones que tienen las actuales formas de tratamientos (cirugía 

invasiva) en menores de edad [130]. Es por ello, que la baja frecuencia de desarrollo de 

neuroblastoma sumado a la corta edad de los infantes representa un grave desafío para 

las quimioterapias colocando como objetivo de los principales centros neuroquirúrgicos, 

las mejoras de las terapias actuales para disminuir los altos porcentajes de mortalidad 

[129]. 

 

1.1.2. Tratamientos actuales contra el cáncer 

 

El cáncer ha sido considerado una enfermedad radical por lo que la evolución de su 

tratamiento requirió de medidas exageradas para suplir la falta de eficacia de las 

terapias. Todos los esfuerzos y avances en el desarrollo de técnicas de diagnóstico y 

terapias contra el cáncer continúan sin superar la resistencia a los agentes 

quimioterapéuticos generada tras los tratamientos, alergia a los medicamentos, la 

especificidad y alta toxicidad de los fármacos. Por lo general, cada uno de estos desafíos 

se convierten en los desencadenantes de recaídas que pueden empeorar la salud del 

paciente y aumentar la posibilidad de su muerte [1,4,6,7]. 

 

En el siglo XIX, el uso de cirugía invasiva y la medicación de bleomicina durante las 

quimioterapias, mantuvieron su permanencia como terapia durante décadas a pesar de 

las graves secuelas que dejaban en los tejidos [17]. La quimioterapia, radioterapia y 

quimioterapia pueden provocar infertilidad [17,27], los desórdenes del sistema 

inmunitario [28] y resistencia a los quimioterapéuticos, respectivamente. A pesar de ello, 

aún son consideradas la primera línea de tratamientos contra el cáncer [1,6,17]. 

 

Debido a las falencias de cada uno de las terapias nombradas anteriormente, la 

búsqueda para el desarrollo de nuevas estrategias nunca se ha detenido, generando 

así investigaciones con células madre o el uso de biomoléculas activas purificados de 

animales [15,16]. A medida que el tiempo transcurre y continúa sin aparecer medidas 

eficaces para los tratamientos se continúa abriendo paso un sinnúmero de 

investigaciones sobre el cáncer. Dentro de estas estrategias podemos encontrar el uso 

de modelos de tumores en animales y la inmersión de diversos campos científicos como 

la inmunología y la biología molecular, los cuales produjeron los actuales tratamientos 

con inhibidores o pequeños anticuerpos monoclonales [17-19]. 
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El uso de agentes alquilantes, antimetabolitos y moléculas a base de metales 

aparecieron como opciones de terapia pese a los graves efectos secundarios que 

producían en el paciente. Sin embargo, la diversidad de tratamientos no se detuvo 

solamente en la búsqueda de nuevas terapias, sino también en la mejora de las 

actuales, lo cual llevo a la combinación de varias ellas para conseguir respuestas 

positivas en la salud del paciente [25]. 

 

La diversidad de enfoques que han aparecido para el desarrollo de técnicas en el 

tratamiento contra el cáncer aún continúa en evolución hasta disminuir el número de 

limitaciones y efectos secundarios adversos [8,20,21].  En los últimos años, para superar 

estos retos se puso en desarrollo una estrategia terapéutica potencial, la terapia dirigida 

[2,8,9]. Esta herramienta se ha convertido en una de las estrategias con potencial 

actividad farmacológica menos tóxicas que se han podido encontrar [10]. 

 

1.1.3. Alternativas a los tratamientos actuales 

 

La demanda de estrategias novedosas para el tratamiento de cáncer incrementó debido 

a las investigaciones realizadas en la terapia dirigida y la búsqueda de moléculas con 

efectos farmacológicos favorables [14,23,25,26]. Bajo esta premisa, el desarrollo 

prototipos de medicamentos para quimioterapias se convirtió en una meta muy 

prometedora. Dentro de la terapia dirigida, la búsqueda de componentes naturales 

nuevos es la base primordial para mejorar la terapia tradicional [6,11]. Para ello, se 

requiere del uso de agentes terapéuticos novedosos con actividades farmacológicas 

favorables que sean capaces de aumentar la eficacia de los tratamientos [9,13]. 

Actualmente, la Administración de Drogas y Alimentos (FDA) ha aprobado varios 

medicamentos utilizados en las terapias anticancerígenas como la vinblastina y la 

vincristina que fueron aislados de la Catharanthus roseus [32]. 

 

Para suplir la falta de eficiencia de las terapias actuales, como lo sería la quimioterapia 

tradicional, se centró la búsqueda en el uso de recursos naturales para producir 

componentes moleculares altamente selectivos que puedan ser asimilados por los 

pacientes de una mejor manera que los componentes sintéticos producidos hasta ahora 

[31]. Dentro de estas moléculas de importancia investigativa se encuentran las toxinas 

purificadas de animales, primordialmente de serpientes, escorpiones, abejas y avispas, 

las cuales han sido ampliamente estudiadas como posibles fuentes de biomoléculas con 
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potencial activo [2,7,9,12,14]. Por lo que, comienza a aparecer el uso de moléculas 

aisladas y caracterizadas de los venenos de animales con potencial farmacológico para 

reducir la toxicidad de las drogas actuales, los efectos secundarios adversos, la 

resistencia a las drogas, y a su vez, ampliar el repertorio de fármacos usados en las 

terapias anticancerígenas [1,6,7].  

 

Hoy en día, hay muchos componentes de venenos de animales que han sido utilizados 

en la elaboración de medicamentos debido a sus amplias y diversas actividades 

biológicas y farmacológicas. Una de las principales ventajas para utilizar los recursos 

naturales provenientes de ellos se debe a su toxicidad sobre líneas celulares 

cancerígenas y su alta afinidad por células y tejidos [23,24]. Esto coloca a los venenos 

y toxinas de animales como una fuente de recursos terapéuticos debido a la diversidad 

y funcional de moléculas con actividad sobre el retraso de crecimiento de células, 

antimicrobianas, antimaláricas, inmunosupresoras y en el desarrollo de drogas contra el 

cáncer [14,25]. 

 

1.1.4. Toxinas 

 

Las toxinas son un recurso fundamental en la búsqueda de moléculas potenciales con 

fines farmacológicos para líneas celulares cancerígenas, lo que ha involucrado diversas 

investigaciones de toxinas de venenos en campos de nanotecnología y migración celular 

[33,34]. Muchas toxinas aisladas de animales exhiben un amplio repertorio de diversas 

actividades biológicas sobre el ciclo celular [35], venenos de arañas con actividad 

citotóxica para desórdenes cardiovasculares y desarrollo de analgésicos [39], venenos 

de escorpiones como fuente de neurotoxinas y agentes antitumorales [37], caracoles 

marinos como bloqueadores de canales iónicos [38]. Sin embargo, no hay que dejar de 

lado que hay otras fuentes para obtener proteínas citotóxicas además de las toxinas, los 

mejores ejemplos serían las plantas y las bacterias que principalmente comparten 

estudios de agentes antitumorales [43,44]. 

 

La aparición de estos recursos naturales como fuentes prometedoras de medicamentos 

no se hizo esperar. A partir de una toxina aislada del veneno Bothrops jararaca se 

desarrolló un fármaco que se convertiría en el primer inhibidor de la enzima convertidora 

de angiotensina autorizado por la FDA [45]. Los venenos de serpientes forman una parte 

primordial de los recursos de toxinas con potencial terapéutico gracias a que son 
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considerados mezclas complejas de proteínas con un alto potencial bioactivo en 

diversos procesos celulares [40]. Por ello, son reconocidos como un recurso de gran 

importancia en la obtención de compuestos biológicamente activos que son capaces de 

interactuar de diversas maneras con la célula, por ejemplo: inducción de apoptosis [41], 

inhibición del desarrollo celular [24] o despolarización de la membrana celular [42]. Su 

potencial citotóxico está muy relacionado con las alteraciones que pueden realizar las 

toxinas sobre el metabolismo celular, lo cual las convierte en el eje central de desarrollo 

de drogas quimioterapéuticas [46]. 

 

Los venenos de serpientes se caracterizan por tener una enorme variedad de diferentes 

componentes que incluyen grandes familias de péptidos en ellas. De entre las familias 

más importantes de péptidos con aplicaciones farmacológicas sobre líneas celulares 

encontramos las acetilcolinesterasas, L-ácido amino oxidasas, hialuronidasas, serino 

proteasas, metaloproteasas y fosfolipasas A2 [47]. 

 

1.1.4.1. Acetilcolinesterasa 

 

Las acetilcolinesterasas se encuentran en su mayor parte en los tejidos y tejidos 

nerviosos y juegan un papel muy importante en la hidrolización rápida de los 

neurotransmisores convirtiendo la acetilcolina en colina y ácido acético [48]. A partir de 

las caracterizaciones que se han realizado de los venenos de serpientes se ha logrado 

determinar que la familia Elapidae es una de las mayores productoras de enzimas de 

acetilcolinesterasa [49]. 

 

La citotoxicidad de estas enzimas sobre células cancerígenas ha sido muy poco 

estudiada. A pesar de ello, se ha demostrado que los venenos con mayor porcentaje de 

estas toxinas afectan al crecimiento y diferenciación de células neuronales. Cabe 

recalcar, aún se desconoce los mecanismos de por los cuales es tóxico para esta línea 

celular [87]. 

 

1.1.4.2. L-amino oxidasas 

 

Las l-amino oxidasas a pesar de encontrarse en la naturaleza han sido caracterizadas 

en su mayoría en los venenos de serpientes. Estas enzimas catalizan la oxidación de 

un l-aminoácido y liberan peróxido de hidrógeno y amoníaco. Han sido descritas en su 
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mayoría en los venenos de las familias Elapidae y Viperidae, pero se ha demostrado 

que la familia más rica en estas enzimas es la familia Crotalidae [50,51]. Aunque existen 

pocas investigaciones realizadas sobre esta familia se ha logrado evidenciar que poseen 

un amplio repertorio de actividades (citotóxicas, edema, apoptosis, hemorragia, 

leishmanicida, antibacterial y antiviral) [51]. 

 

Dependiendo de la composición del veneno estas enzimas son las más abundantes 

dentro del veneno. Su capacidad para producir peróxidos libres ha sido de gran 

importancia investigativa debido a los efectos biológicos que produce sobre las células, 

como: la inducción de apoptosis. De esta manera, se han utilizado ampliamente en el 

estudio de neoplasmas gracias a su capacidad antiproliferativa [88, 89, 90], leucemias 

a través del uso de células de linfoblastos, adenocarcinomas y melanomas demostrando 

alta capacidad de fragmentación del ADN a través de la liberación de oxígeno reactivo 

[46,90,91]. 

 

1.1.4.3. Hialuronidasas 

 

Estas enzimas se encuentran presentes en varios venenos de animales, tales como 

serpientes [115], escorpiones [116] y abejas [117], además de secreciones de bacterias 

[118], hongos [119] e incluso nemátodos [120]. Las hialuronidasas son capaces de 

degradar el hialuronato y las responsables de una actividad que se conoce como factor 

de dispersión, la cual facilita el paso de estas enzimas a través de la matriz extracelular 

de las células durante el envenenamiento de una serpiente [121,122]. A pesar de los 

pocos hallazgos relacionados a su actividad citotóxica sobre líneas cancerígenas y su 

baja efectividad sobre el crecimiento de tumores, no se ha descartado su uso en el 

cáncer de mama. Esto debido a que los niveles de hialuronato suelen ser indicadores 

de la agresividad del cáncer y su interacción con la matriz celular a través de las 

glicoproteínas transmembranas celulares, llamadas CD44 [114]. 

 

1.1.4.4. Serino proteasas 

 

Las serino proteasas son las encargadas de catalizar la ruptura de los enlaces 

peptídicos en las proteínas y tienen diversos roles en los procesos de regulación de la 

inflamación y coagulación sanguínea [52]. Debido a ello han sido candidatas excelentes 

en el desarrollo de fármacos para tratar desordenes de coagulación sanguínea [53]. Por 
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lo general, se encuentran en mayores cantidades en las familias Viperidae, Crotalidae y 

Elapidae [54,55,56]. 

 

De la misma manera que ocurre con las acetilcolinesterasas, existe una limitada 

información in vivo e in vitro sobre los efectos en líneas celulares tumorales [94]. Pero, 

de manera general, al igual que las metaloproteasas son capaces de interactuar con la 

matriz de las células produciendo metástasis y angiogénesis [92,93]. Se ha podido 

registrar serino proteasas aisladas de serpientes con actividades similares a la calicreína 

humana que han sido descritas como unas proteasas con gran actividad 

anticancerígena [95]. 

 

1.1.4.5. Fosfolipasas A2 

 

Las fosfolipasas A2 tienen la capacidad de hidrolizar glicerofosfolípidos por lo que juegan 

roles muy importantes en la permeabilidad de la membrana liberando de esta manera 

ácidos grasos y lisofosfolípidos lo que facilita la digestión de la presa [45]. Se ha 

demostrado que se encuentra presente en las familias Viperidae y Elapidae [60]. 

 

Además de los efectos miotóxicos de los que son responsables las fosfolipasas gracias 

a su capacidad de hidrolizar los fosfolípidos de membrana, se ha estudiado la actividad 

citotóxica que posee. Las isoformas de PLA2 que son llamadas miotóxicas han sido muy 

usadas en líneas celulares de leucemia, melanoma y cáncer de mama gracias a su 

capacidad de producir apoptosis y citotoxicidad [64]. Como se ha demostrado en 

diversos estudios algunas fosfolipasas aisladas de especies como Lachesis muta y 

Crotalus durisusus demuestran no ser dependientes del tipo de línea celular sobre el 

que actúen gracias a sus diversos mecanismos de interacción con la célula [66, 96]. Al 

mismo tiempo, las PLA2 purificadas del veneno y péptidos derivados de las regiones que 

otorgan la capacidad citotóxica han sido ampliamente estudiados debido a su gran 

capacidad citotóxica y antimicrobiana [97,98,99]. 

 

1.1.4.6. Metaloproteasas 

 

Las metaloproteasas son la familia proteolítica más grande dentro de los venenos de 

serpientes y se las puede encontrar en su mayoría dentro de las familias Crotalidae y 

Viperidae. [45] Son enzimas dependientes de Zn2+ y gracias a ello tienen su principal rol 
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en las proteínas de la superficie celular promoviendo la ruptura de los capilares y 

favoreciendo la hemorragia en las presas que son víctimas de esta familia de enzimas 

[58,59]. 

 

Varios estudios previos han demostrado que esta clase de toxinas pueden producir 

apoptosis en células endoteliales y, aunque se ha visto que, cuando se merma la 

actividad proteolítica muchas veces pierden esta facultad apoptótica, hay casos en los 

que esta actividad continúa, como sería el caso de las metaloproteasas con múltiples 

dominios [100]. A pesar de que no se ha elucidado por completo el proceso por el cual 

estas biomoléculas producen la muerte de células endoteliales y epiteliales, se cree que 

hay una asociación entre el corte que se realiza en la interacción de la matriz celular con 

su supervivencia, lo cual no permite el anclaje molecular por parte de las células y se 

produce la apoptosis [101,102].  

 

La diversidad de metaloproteasas ha provocado que se aborde estas toxinas desde 

diversos enfoques. Las toxinas del tipo I y III son las más representativas dentro del 

veneno de serpientes. Las metaloproteasas tipo I son menos hemorrágicas que las 

metaloproteasas tipo III. [104,105]. Las clases de estas proteínas se pueden diferenciar 

por el tipo de dominio que posee, tipo I un dominio, tipo II un dominio de metaloproteasas 

seguido por uno de desintegrina y tipo III con un dominio de metaloproteasa catalítica 

dependiente de zinc, desintegrina y un dominio rico en cisteína. Esta última, gracias a 

los diversos dominios que posee, como sería el caso de las desintegrinas, ha sido 

ampliamente estudiada sobre la adhesión y migración de células de cáncer de mama 

[58, 103]. 

 

1.1.5. Bothrocophias en Ecuador 

 

La caracterización de venenos se considera una base en la búsqueda de moléculas con 

alto potencial farmacológico y descubrimiento y diseño de novedosos fármacos con 

diversas actividades biológicas [64-68]. Existen muchas toxinas que han sido aisladas 

a partir de venenos de serpientes y caracterizadas de acuerdo a los tipos de actividades 

que posea, como antiparasitaria, antimicrobiana y con actividades antitumorales y 

citotóxicas [69,70]. En 2001, el género Bothrocophias se separó del género Bothrops y 

comenzó como un clado independiente. Pronto, se añadieron 4 especímenes al clado 

independiente Bothrocophias campbellí, B. hyoprorus, B. microphthalmus y B. myersi, y 
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más tarde se uniría B. andianus, B. colombianus y B. lojanus [71]. A pesar de que, hasta 

la fecha, su género ha sido pobremente caracterizado se cuenta con diversos estudios 

relacionados a sus diversas actividades toxicológicas, siendo la actividad miotóxica la 

más recurrente entre los especímenes que conforman el género, provocando 

mionecrosis [61,62].  

 

Actualmente el género Bothrocophias no ha sido del todo explorado en Ecuador, 

teniendo hasta ahora solo dos estudios de venómica referentes a Bothrocophias myersi 

y Bothrocophias campbellí en el país [61, 62]. Por lo que, la caracterización funcional de 

toxinas del veneno de Bothrocophias microphthalmus (BM) representa una adición a la 

falta de información sobre las especies de este género y cubrirá el primer reporte 

realizado en esta especie. 

 

1.2. Planteamiento del problema 

 

El cáncer es un creciente problema de salud pública mundial que consta de terapias 

limitadas. Además, la resistencia a los agentes quimioterapéuticos, la especificidad de 

los medicamentos, la alta toxicidad de los fármacos y las altas dosis que deben ser 

suministradas en los tratamientos provocan que las terapias actuales tengan graves 

efectos secundarios adversos sobre los pacientes [1,6,7,24]. Los tratamientos más 

comunes para combatir el desarrollo del cáncer son la cirugía invasiva [72] y la 

quimioterapia [73]. Desafortunadamente, estas terapias provocan problemas a largo 

plazo en sus pacientes y, eventualmente, se volverán más susceptibles al desarrollo de 

tumores en su cuerpo [74]. 

 

El neuroblastoma es un cáncer sólido común en la población infantil y tiende a 

desarrollarse en niños menores a un año de edad. En Ecuador, se registran tasas de 

mortalidad de 50% para infantes que padecen esta enfermedad. Aunque su incidencia 

no es tan representativa como otros tipos de cáncer que asedian al país, las 

complicaciones que tienen los tratamientos actuales (cirugía invasiva) pueden aumentar 

las posibilidades de muerte en niños [127-130].  

 

La situación actual implica que el cáncer continuará siendo una de las principales causas 

de muerte en el mundo. Dado que los tratamientos actuales aún pueden mejorarse o 

reemplazarse, como es el caso de la cirugía invasiva y la quimioterapia tradicional, la 
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búsqueda de moléculas con alto potencial biológico derivadas de recursos naturales 

supone un paso importante en la obtención de un fármaco [4,6,8]. El interés por obtener 

moléculas con potencial biológico citotóxico a partir de recursos naturales se ha 

centrado en las toxinas de serpientes, las cuales demostraron tener un amplio rango de 

actividades farmacológicas [1,57,75-76].  

 

Por lo consiguiente, los hallazgos que se han realizado sobre la actividad citotóxica en 

líneas cancerígenas de las toxinas aisladas de venenos de serpientes garantizan la 

relevancia de continuar con la búsqueda de moléculas prometedoras que mejoren la 

eficiencia de los tratamientos actuales [2,23,25]. Bothrocophias microphthalmus es una 

serpiente que se puede encontrar en Ecuador y pertenece a uno de los géneros de 

serpientes pobremente estudiados dentro de la literatura [61,62]. En consecuencia, el 

estudio se centrará en la búsqueda de toxinas citotóxicas de una serpiente del género 

Bothrocophias para demostrar el potencial de los venenos de serpientes en el 

tratamiento del cáncer [37,43-44] y, a su vez, aumentar la cantidad de información que 

se tiene sobre serpientes del país. 

 

1.3. Justificación de la investigación 

 

El potencial farmacológico de compuestos bioactivos de los venenos de serpientes ha 

sido ampliamente estudiadas y descritas en la literatura [1,2,37,43]. Se considera a los 

venenos de serpientes como un coctel de moléculas potencialmente activas con un alto 

valor farmacológico gracias a su amplio repertorio de actividades citotóxicas sobre 

líneas celulares [1,75-75]. A pesar de que Ecuador posee una amplia diversidad de 

serpientes (237 especies), de acuerdo a las registradas en la página web “Reptiles del 

Ecuador”, hay muy pocos o nulos estudios sobre caracterización de sus venenos y su 

potencial farmacológico en actividad cancerígena [135]. Como resultado, se recalca la 

importancia de caracterizar venenos de serpientes del país para ofrecer más 

información sobre moléculas potenciales con actividades farmacológicas de gran 

interés. 

 

El tratamiento de neuroblastoma con venenos de serpientes no ha ampliamente 

explorado en el mundo. Sin embargo, la actual tasa de mortalidad (50%) y las 

complicaciones que conlleva realizar cirugía invasiva a menores de 3 años de edad 

puede aumentar este número considerablemente [129,130]. Por ello, la evaluación de 
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la citotoxicidad de los venenos de serpientes sobre la línea celular SH-SY5Y es de vital 

importancia para encontrar moléculas prometedoras. Entre ellos, los péptidos aislados 

de Bothrops jararaca [132], las fracciones purificadas del veneno de Protobothrops 

flavoviridis, así como el veneno crudo [133], péptidos de bajo peso molecular aislados 

de Bothrops jararaca [134] y fosfolipasas A2 dentro del veneno de Naja sumatrana, que 

si bien, mostraron una citotoxicidad menor que el veneno crudo ofrecen un primer 

acercamiento al descubrimiento de moléculas prometedoras [108]. 

 

En este contexto, el veneno de Bothrocophias microphthalmus, ha sido muy poco 

estudiado en la literatura y su perfil bioquímico, así como la caracterización de sus 

toxinas no ha sido investigado. Por lo tanto, la caracterización de las toxinas del veneno 

en la búsqueda de compuestos citotóxicos para la línea celular SH-SY5Y implica una 

oportunidad de descubrir moléculas con alto valor biomédico [1,6,8]. 

 

1.4. Objetivos de la investigación 

 

1.4.1. Objetivo general 

 

Evaluar la acción citotóxica de las toxinas aisladas de Bothrocophias microphthalmus 

sobre la línea celular SH-SY5Y y eritrocitos humanos. 

 

1.4.2. Objetivos específicos 

 

 Demostrar el potencial citotóxico del veneno de Bothrocophias microphthalmus sobre la 

línea SH-SY5Y y eritrocitos humanos. 

 Purificar y caracterizar las toxinas más abundantes del veneno de Bothrocophias 

microphthalmus  

 Identificar los componentes del veneno con actividad citotóxica y su efecto hemolítico. 
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CAPÍTULO II: MARCO METODOLÓGICO 

 

 

2.1. Venenos 

 

Las muestras de veneno de B. microphthalmus fueron obtenidas de serpientes adultas 

de la Amazonía ecuatoriana bajo los permisos del MAE, MAE-DNB-CM-2015-0017 y 

MAE-DNB-CM-2019-0115. Para la obtención del veneno se realizó el procedimiento 

descrito por Salazar-Valenzuela [62]. El veneno recolectado se colocó en tubos 

eppendorf de 1,5 mL y se deshidrató al vacío con sulfato de calcio anhidro. La muestra 

deshidratada se almacenó a -20 °C hasta su caracterización. 

 

2.2. Métodos 

 

2.2.1. Evaluación del potencial citotóxico del veneno 

 

2.2.1.1. Descongelamiento y cultivo de la línea celular 

 

La línea celular estaba congelada con DMSO, por lo cual, el descongelamiento se 

realizó gradualmente. La línea celular se mantuvo en bloques fríos mientras se 

preparaba el frasco estéril de 25 cm2 con filtro ventilado en la tapa. Se centrifugó la línea 

celular en un tubo cónico de 15 mL a 1500 rpm durante 10 min a 4 ºC. Luego se eliminó 

el medio sobrenadante y se resuspendió las células en 1 mL de medio RPMI. Las células 

se cultivaron en un frasco con 20 mL de medio RPMI suplementado con 15% de suero 

fetal bovino (FBS), 1 mM de piruvato sódico, 1% de penicilina/estreptomicina, 40 mM de 

HEPES y 2mM de L-glutamina. La línea celular SH-SY5Y (neuroblastoma de tumor óseo 

ATCC® CRL-2266) fue mantenida a 37ºC con 5% CO2 y cosechadas al 90 % de 

confluencia. 

 

2.2.1.2. Mantenimiento y replique de la línea celular 

 

Para observar la confluencia y mantener un seguimiento del medio se observó en el 

microscopio invertido el estado de la línea celular. Se realizó un cambio de medio cada 

dos días. Para ello, se centrifugó el medio de los frascos a 1500 rpm durante 10 min a 

37 ºC y, se resuspendieron en 1 mL de medio. En un frasco nuevo y estéril se colocó el 
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1 mL de medio en conjunto con 20 mL de medio RPMI suplementado. El cultivo se 

suplementó con 1% de penicilina/estreptomicina. Los subcultivos celulares se realizaron 

cuando se alcanzó una confluencia cercana al 90% mediante la adición de 300 µL de 

tripsina y una espátula estéril. Los repliques realizados alcanzaron la novena generación 

hasta obtener la cantidad de células/mL necesarios para los ensayos.  

 

2.2.2. Ensayos MTT 

 

2.2.2.1. Cosecha de las células  

 

Los ensayos de viabilidad celular se realizaron mediante el ensayo colorimétrico MTT. 

Para ello, se cosecharon las células con una confluencia cercana al 90% y se alcanzó 

una concentración de 3x104 células/mL de la línea celular. Por ello, se colocó 10 µL de 

medio en una cámara de neubauer para medir la concentración de células/mL. El 

contenido de los frascos se centrifugó a 1500 rpm por 5 min a 37°C y tras realizar los 

cálculos se decidió resuspender las células en 15 mL de medio DMEM, véase la Ec.1. 

El medio se mantuvo en bloques de hielo hasta ser depositado en una microplaca de 96 

pocillos. La microplaca de 96 pocillos se cargó con 130 µL de medio DMEM con células 

y se esperó una aclimatación de 1 h antes de continuar con el ensayo. 

 

𝑬𝒄. 𝟏 ∶  𝐶 =
𝑛

10
∗ 25 ∗ 104 

 

Donde; 

 

C=Concentración de células/mL 

 

n= número de células observadas en la cámara neubauer 

 

2.2.2.2. Adición de las fracciones, veneno crudo, MTT y SDS 

 

Las fracciones y el veneno crudo se evaluaron en las concentraciones finales de 12.5, 

25, 50, 100, 150, 200 y 300 µg/mL disueltos en PBS. Una vez se aclimataron las células, 

se adicionó las fracciones y el veneno crudo por triplicado en la microplaca de 96 pocillos 

y se dejó en incubación a 37°C con 5% CO2 durante 24 h. Posteriormente, alcanzadas 
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las 24 h se añadió 30 µL de MTT y se dejó incubar nuevamente a 37 °C con 5% CO2 

durante 3h. Después, se añadió 30 µL de SDS al 20% y se procedió a realizar la lectura 

en un lector de microplacas a 600 nm. El control negativo constó de 130 µL de medio 

DMEM con células y el control positivo tenía una concentración final de doxorrubicina 

de 50 mM, ambos por triplicada. Se tomó el control negativo como el 100% de la 

viabilidad celular para los cálculos del % de viabilidad celular media y se usaron las 

medias y la desviación estándar de las absorbancias obtenidas.  

 

2.2.3. Ensayos hemolíticos 

 

Para la realización de los ensayos hemolíticos se preparó una solución de eritrocitos al 

4% (v/v) en 50 mL de PBS 1x autoclavado. Se colocó en varios eppendorfs 200 µL de 

cada una de las concentraciones usadas en los ensayos de viabilidad celular para las 

fracciones y el veneno crudo, por triplicada, y 200 µL de la solución de eritrocitos al 4%. 

El control negativo usado se preparó con 200 µL de eritrocitos al 4% y 200 µL de PBS 

1x. Mientras que, el control positivo contenía 200 µL de eritrocitos al 4%, 195 µL de PBS 

1x y 5 µL de Tritón X-100. Cada uno de los eppendorfs se incubó durante 2 h a 37 °C y 

después, se centrifugaron a 1000 rpm durante 5 min. Se tomaron 200 µL del 

sobrenadante y se colocaron en una microplaca de 96 pocillos para su lectura a 570 nm 

en el lector de microplaca (GloMax® Discover, Promega). Se tomó el control positivo 

como el 100% de hemólisis y se usó el control negativo para la obtención del % de 

hemólisis, véase la Ec.2. 

 

(𝑬𝒄. 𝟐)  %𝐻 =  
𝐷𝑂 − 𝐷𝑂0

𝐷𝑂𝑥 − 𝐷𝑂0
∗ 100 

 

Donde;  

 

%H: porcentaje de hemólisis 

 

DO: Valor de la densidad óptica de la concentración de las fracciones y el veneno crudo 

 

DO0: Densidad óptica del control negativo 

 

DOx: Densidad óptica del control positivo 
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2.2.4. Fraccionamiento del veneno de Bothrocophias microphthalmus por RP-

HPLC 

 

Para el análisis por RP-HPLC, se disolvió 3 mg de veneno desecado en 200 µL de buffer 

de muestra (0,05%, TFA, 5% ACN y 99,45% agua) y se homogenizó en un vórtex 

durante 2 min. La muestra se colocó en una centrifuga (DLAB) durante 10 min a 13000 

rpm. Después se recolectó 200 µL de sobrenadante para la inyección en una columna 

C18 de HPLC Discovery Bio Wide Pore (250x4 mm, tamaño de partícula 5 µm). Se 

utilizó un gradiente lineal con una elución de 1 mL/min de solvente A (0,1% TFA) y 

solvente B (acetonitrilo y 0,1% TFA) durante 100 min. Se monitoreó el fraccionamiento 

a 214 nm y las fracciones se colectaron manualmente. Se colocó cada una de las 

fracciones recogidas en el liofilizador (BenchTop Pro) y se repitió este procedimiento 

hasta obtener suficiente cantidad de muestra para los siguientes ensayos. 

 

2.2.5. Cromatografía de las fracciones 

 

La cromatografía de las fracciones purificadas por RP-HPLC se realizó con 200 µg de 

cada una de ellas disueltas en 200 µL de buffer de muestra (0,05% TFA, 5% ACN y 

99,45% agua) y se homogenizó en vórtex durante 2 min. Se centrifugó la muestra 

durante 10 min a 13000 rpm y se recolectó 200 µL de sobrenadante para inyectar en 

una columna C18 de HPLC Discovery Bio Wide Pore. El gradiente de elución fue de 1 

mL/min del solvente A (0,1% TFA) y solvente B (acetonitrilo y 0,1% TFA) durante 100 

min. La corrida cromatográfica se realizó a 214 nm y se recolectó cada una de las 

fracciones de forma manual. Se utilizaron las absorbancias de cada una de las corridas 

para obtener el porcentaje de pureza de las fracciones. 

 

2.2.6. Electroforesis 

 

Se sometieron a electroforesis las fracciones con mayor área bajo la curva obtenidas 

por RP-HPLC y con cantidad de material liofilizado adecuado. Para la separación en gel 

de poliacrilamida en una cámara vertical (Thermo ScientificTM) se disolvió 100 µg de 

cada una de las fracciones liofilizadas en 45 µL de buffer de carga (0,075 M Tris-HCl 

(pH 6,8), 10% (v:v) glicerol, 4% (m:s) SDS, 0,001% (m/v) azul de bromofenol). La 

electroforesis se realizó en condiciones reductoras con presencia de DTT utilizando una 
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concentración de 5% para el gel de apilamiento y 12.5% para el gel de corrida. La 

separación se realizó a 30 mA durante los primeros 15 min, luego a 70 mA durante los 

próximos 30 min y, por último, se subió a 120 mA a temperatura ambiente. Las bandas 

se tiñeron con 0,2% de azul de Comassie (Blue brillant R-250) durante toda la noche, 

se decoloró el gel con 40% metanol y 10 % ácido acético (decolorante) y se eliminó el 

excedente de decolorante con agua. Se utilizó Runblue Tricolor (Novus biologicals a 

biotechne Brand) como marcador de peso molecular.  

 

2.2.7. Evaluación del potencial citotóxico de las toxinas más abundantes 

 

El mismo protocolo descrito para el análisis de la actividad citotóxica del veneno crudo 

fue empleado para caracterización del efecto citotóxico de las proteínas de mayor 

abundancia del veneno de B. microphthalmus. 

 

2.2.8. Actividad hemolítica de las toxinas mayoritarias 

 

El efecto de las toxinas aisladas por RP-HPLC en la membrana de eritrocitos fue 

evaluada de acuerdo a la metodología descrita en la sección de hemólisis para el 

veneno, usando las mismas concentraciones de los ensayos de citotoxicidad sobre la 

línea SH-SY5Y 

 

2.2.9. Ensayos enzimáticos 

 

Las fracciones de interés purificadas por RP-HPLC e identificadas por electroforesis 

fueron sometidas a la evaluación de su actividad enzimática, al igual que el veneno total. 

El veneno de B. microphthalmus se evaluó en las actividades serinoproteasa, 

caseinolítica y fosfolipásica mediante el uso de los sustratos cromogénicos BapNa, 

azocaseína y NOBA, respectivamente. Por otro lado, gracias a los tiempos de retención 

obtenidos tras la purificación por RP-HPLC para las fracciones y el peso molecular de 

las bandas observadas en el gel de electroforesis se evalúo solo la actividad 

caseinolítica para las 3 fracciones. La actividad enzimática se midió en un lector de 

microplacas multipocillo Versamax 190 (Promega). Cada uno de los ensayos se realizó 

por triplicado y cada una de las lecturas se expresó en porcentajes como la media + la 

desviación estándar.  
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2.2.9.1. Actividad serinoproteasa 

 

La actividad serinoproteasa del veneno total se determinó usando L-BapNa (Sigma-

Aldrich) como sustrato cromogénico. Por ello, se disolvió el veneno en tampón A (10 

mM Tris HCl, 1 M CaCl2, 10 mM NaCl, pH 7.8) en una concentración de 1 mg/mL. La 

solución sustrato se preparó disolviendo 1,0464 mg BapNa en 1188 µL de tampón B (50 

mM Tris-HCl, pH 8.0) y 12 µl de DMSO. Se cargó la microplaca de 96 pocillos con 50 µl 

de buffer, 20 µl de veneno y 200 µl de sustrato y luego, se dejó incubar a 37°C durante 

30 min. El blanco fue cargado en la microplaca con 70 µl de buffer y 200 µl de BapNa y 

se utilizó para corregir los valores de absorbancia. La lectura de la actividad se realizó 

a 405 nm posterior a la incubación y 20 min después de la primera lectura. La actividad 

específica se determinó de acuerdo a Patiño [124]. 

 

2.2.9.2. Actividad caseinolítica 

 

La actividad caseinolítica se midió para el veneno crudo y para las fracciones purificadas 

por RP-HPLC usando azocaseína como sustrato cromogénico. Las fracciones y el 

veneno crudo se diluyeron en una relación 1 mg/mL en tampón B. Por otro lado, la 

preparación de la solución sustrato se preparó diluyendo 7,5 mg de azocaseína en 1500 

µL de tampón B. Se cargó en varios eppendorfs de 1,5 mL con 10 µL de veneno y 90 

µL de azocaseína para su incubación a 37°C durante 90 minutos. Posteriormente se 

añadió 200 µL de 5% ácido tricloroacético y se centrifugó a 8000 rpm durante 5 minutos. 

Se tomaron 150 µL de sobrenadante y se colocaron en una microplaca de 96 pocillos a 

la cual se le agregó 150 µL de 0.5 M NaOH. Las lecturas se realizaron a 450 nm y la 

actividad proteolítica se corrigió mediante los valores obtenidos por el blanco (10 µl 

buffer y 90 µl de azocaseína). La actividad se determinó usando una unidad de actividad 

como la cantidad de veneno responsable de cambiar 0,005 unidades de absorbancia 

[124]. 

 

2.2.9.3. Actividad fosfolipasa A2 

 

El veneno total se usó para evaluar la actividad fosfolipásica mediante el uso de NOBA 

(Sigma-Aldrich) como sustrato cromogénico. Para ello, la solución sustrato se preparó 

disolviendo 0,341 mg de NOBA en 110 µL de acetonitrilo y 1100 µL de tampón B. El 

veneno crudo fue disuelto en buffer B en una relación 1 mg/mL. Se cargó una microplaca 
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de 96 pocillos con 200 µL de sustrato, 20 µL de las fracciones y 20 µL de buffer y se 

incubó a 37°C en el lector de placas. El lector midió la actividad a 405 nm y se tomaron 

las absorbancias cada 10 minutos desde la finalización de la incubación hasta tener 5 

lecturas. El blanco cargado en la placa tenía 20 µl agua destilada y 220 µl de solución 

sustrato y se usó para corregir los valores de absorbancia. Los valores de actividad se 

determinaron usando un cambio en la absorbancia de 0,10 unidades para la producción 

de 25,8 nmoles de cromóforo [124]. 

 

2.2.10. Espectrometría de masas 

 

La determinación de la masa molecular se realizó por espectrometría de masas de 

ionización por electrospray (ESI) usando una columna UPLC C-18 (phenomenex C-18; 

4,6 x150 mm) del sistema acoplado UPLC Xevo G2-XS-QTOF de la marca Waters. Se 

usó 100 µg de la fracción 18 purificada por RP-HPLC disuelta en 30 µl de una solución 

agua y acetonitrilo (50%) y se inyectaron 10 µL de la muestra. La fracción se evalúo en 

un gradiente lineal de 99 % de tampón A, compuesto por agua y 0,01% ácido fórmico, y 

1% de tampón B, acetonitrilo y 0,01% ácido fórmico durante 24 min a un flujo de 300 

µL/min con una presión de 1500 psi. La espectrometría de masas con tiempo de vuelo 

cuadripolar (MS-QTOF) utilizó 0,50 kV de capilaridad a una temperatura de solvatación 

de 450 °C y con un flujo de gas de solvatación de 900 L/h en modo continuo. El rango 

de recorrido espectral utilizado fue de 500 a 1700 m/z en condiciones de escaneo 

continua a 0.1 segundos. El modo de adquisición se encontraba en polaridad positiva y 

el análisis se realizó en modo sensibilidad con una rampa de colisión de alta energía de 

20 a 40 V. 

 

2.2.11. Análisis estadístico 

 

Para el tratamiento de los resultados se empleó un análisis de varianza de una cola 

(ANOVA), a su vez, que se realizó un análisis de comparaciones múltiples de Tukey con 

un nivel de significancia de p ≤ 0,05. Se utilizó el programa Graphpad Prism 9 para 

realizar los análisis y obtener las gráficas. 
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CAPÍTULO III: PRESENTACIÓN DE DATOS Y RESULTADOS 

 

 

3.1. Actividad citotóxica del veneno  

 

El veneno crudo posee un fuerte efecto citotóxico sobre SH-SY5Y en todas las 

concentraciones evaluadas, mostrando ser una valiosa fuente de posibles arquetipos 

moleculares con actividad anticáncer. Se observó una elevada toxicidad del veneno 

incluso en las concentraciones más bajas (12.5 y 25 µg/mL), véase la figura 1-12 y se 

obtuvo valores muy cercanos a nuestro control positivo (doxorrubicina). Estos resultados 

demuestran la capacidad de convertirse en un principal recurso biológico, fuente de 

agentes quimioterapéuticos. 

Figura 1-12: Efecto del veneno de Bothrocophias microphthalmus 

sobre la línea celular SH-SY5Y.  

La línea celular SH-SY5Y fue cultivada con 12.5, 25, 50, 100, 150, 200 y 300 (µg/mL) 

del veneno crudo. Las diferencias significativas (*) en la viabilidad celular se realizaron 

tomando el control negativo como el 100% de la viabilidad celular y se determinaron por 

un análisis de ANOVA (p<0.05). El control positivo mostrado en la figura corresponde a 

doxorrubicina. 
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Por otro lado, aunque la citotoxicidad del veneno sobre la línea celular sea elevada, aún 

es necesario comprobar su capacidad para dañar células normales. La evaluación del 

veneno no mostró un efecto hemolítico significativo en las mismas concentraciones 

evaluadas para el ensayo citotóxico. Estos resultados demuestran que no hubo daño en 

las membranas de los eritrocitos (figura 2-12) y abre paso a la caracterización de las 

toxinas del veneno para aislar la toxina encargada de la citotoxicidad sobre SH-SY5Y. 

Figura 2-12: Ensayos de hemólisis del veneno de 

Bothrocophias microphthalmus. 

El veneno crudo no mostró un efecto hemolítico significativo en las concentraciones 

evaluadas, 12.5, 25, 50, 100, 150, 200 y 300 (µg/mL). Se utilizó como control positivo a 

Tritón X-100 como el 100% de hemólisis. Ninguna de las concentraciones evaluadas 

logró superar el 7% de porcentaje de hemólisis.  

 

3.2. Perfil bioquímico del pool de veneno de Bothrocophias microphthalmus 

 

Tomando en cuenta la prometedora actividad citotóxica del veneno se llevó a cabo la 

separación cromatográfica a fin de obtener las toxinas aisladas para los posteriores 

análisis biológicos. La caracterización del veneno de Bothrocophias microphthalmus por 

RP-HPLC mostró 19 fracciones que eluyeron en un tiempo total de 100 minutos (figura 

3-12). Las toxinas fueron colectadas de acuerdo con la absorbancia y su tiempo de 

retención. De esta manera, los picos con mayor absorbancia fueron aquellos que se 

recogieron a partir del minuto 70. En primera instancia, se observaron 3 fracciones de 

la corrida cromatográfica del veneno que poseen las absorbancias y áreas bajo la curva 



21 
 

más elevadas, lo cual recae en que sean las toxinas purificadas con mayor peso tras 

liofilizar los picos recogidos de la separación cromatográfica (tabla 1-1). Se liofilizó en 

total 5,7 mg para la fracción 13, 6,1 mg para la 14 y 4,1 mg para la 18. La fracción 3 

presenta alta absorbancia, pero no se obtiene cantidad de material suficiente para su 

caracterización posterior a la liofilización de la muestra.  

Figura 3-12: Perfil cromatográfico obtenido por RP-HPLC del veneno de la serpiente 

Bothrocophias microphthalmus.  

Se observan 19 fracciones que se recolectaron a lo largo de 19 corridas cromatográficas 

durante 100 minutos. La corrida de RP-HPLC se monitoreó a 214 nm.  

 

Para la separación cromatográfica se disponía de 57 mg de un pool del veneno de 

Bothrocophias microphthalmus. Así se logró realizar un total de 19 RP-HPLC que 

representaron tras la liofilización un total de 15,9 mg de proteínas purificada. Tras 

integrar el área bajo la curva para determinar la abundancia de cada una de las 

fracciones recolectadas se observó que 3 de las fracciones representaban más del 60% 

de todo el veneno (figura 4-12). Por ello, se decidió continuar con la purificación del 

veneno hasta alcanzar 4 mg toxina liofilizada para los siguientes ensayos.  
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Tabla 1-1: Cantidad de toxina liofilizada obtenida de las 

fracciones purificadas por RP-HPLC.  

Fracción Área Fracción 

liofilizada (mg) 

13 246423495 5,7 

14 228866701 6,1 

18 141243222 4,1 

                                Realizada por: Carbonelly, Emilio, 2022 

 

Figura 4-12: Comparación de la absorbancia entre las fracciones purificadas por RP-

HPLC.  

Se observa los 3 picos en el cromatograma con mayor absorbancia y sus porcentajes 

con respecto a la corrida cromatográfica total. 

 

La caracterización bioquímica se realizó de las 3 fracciones con mayor abundancia y 

material liofilizado. El análisis de peso molecular por SDS-PAGE unidimensional reveló 

una masa molecular para la fracción 13 y 14 de alrededor de 57 kDa y la fracción 18 con 

un peso alrededor de 24-28 kDa. Los resultados indican una presencia de bandas 

correspondientes a PIII-SVMP y LAAO para las bandas alrededor de 57 kDa (13,14) y 

PI-SVMP con 24-28 kDa (18). La identificación de estas familias se realizó con la ayuda 

del tiempo de retención de cada familia y su elución en RP-HPLC y la masa 

correspondiente en el gel de electroforesis (figura 5-12). De esta manera, se muestra 
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que la elución en los últimos minutos de la corrida cromatográfica corresponde a las 

moléculas con mayor absorbancia e hidrofóbicas que, a su vez, sugieren una mayor 

presencia de metaloproteasas con respecto al resto de toxinas en la familia. 

 

 

Figura 5-12: Peso molecular de las fracciones obtenidas 

por RP-HPLC con mayor absorbancia por 

SDS-PAGE.  

Los geles de electroforesis se realizaron en condiciones reductoras para las fracciones 

13, 14 y 18. Se muestra en la primera banda el marcador de peso molecular en kDa. 

 

3.3. Cromatografía de alta resolución 

 

Para comprobar la homogeneidad y el porcentaje de pureza de cada una de las 

fracciones purificadas por RP-HPLC se realizó una cromatografía por RP-HPLC a las 

mismas condiciones en las que se fraccionó el veneno crudo de B. microphthalmus 

mostrando así unos porcentajes de pureza para la F13 de 97.02%, F14 de 96.25% y 
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F18 de 95.77 % para los respectivos picos. Los picos observados eluyeron en los 

mismos tiempos en los que se recogieron en el fraccionamiento del veneno crudo. Estos 

valores de pureza coinciden con la presencia de una única banda en el gel 

electroforético (figura 6-12). 

Figura 6-12: Cromatografía por RP-HPLC de las fracciones purificadas F13 (A), F14 (B) 

y F18 (C).  

Se realizó una cromatografía por RP-HPLC a las mismas condiciones en las que se 

realizó el fraccionamiento inicial del veneno de B. microphthalmus. 

 

3.4. Efecto citotóxico de las toxinas purificadas  

 

Los ensayos de viabilidad celular también se realizaron para las 3 fracciones purificadas 

del RP-HPLC, 13, 14 y 18. Se observó que, para la fracción 13 y 14 no hubo diferencias 

significativas en el porcentaje de viabilidad celular (figura 7A-12, 7B-12). En contraste, 

las concentraciones más altas para F18 mostraron una ligera actividad citotóxica, con 

un 62% de inhibición de la viabilidad celular para la concentración más alta (figura 7C-

12). El control positivo, doxorrubicina redujo significativamente la viabilidad celular de 

SH-SY5Y. 

A 

B 

C 



25 
 

 

Figura 7-12: Efecto de las fracciones 13,14 y 18 de Bothrocophias microphthalmus 

sobre la línea celular SH-SY5Y.  

(A) F13, (B) F14, (C) F18 fueron cultivadas con 12.5, 25, 50, 100, 150, 200 y 300 (µg/mL) 

de las 3 fracciones. Las diferencias significativas en la viabilidad celular comparadas al 

control negativo se determinaron por un análisis de ANOVA (p<0.05) y se representan 

por *. Se usó el control negativo como el 100% de viabilidad celular y el control positivo 

mostrado en la figura corresponde a doxorrubicina 50 µM. 

 

Los datos observados se representaron mediante un ajuste no lineal bajo una curva 

dosis-respuesta utilizando el software GraphPad Prism 9 utilizando las medias de 

viabilidad celular (%) y sus desviaciones estándar (figura 8-12). Los resultados 

mostraron un EC50 = 420.9 µg/mL para F18, mostrando una ligera toxicidad para la línea 

SH-SY5Y. 
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Figura 8-12: Obtención del EC50 de la fracción y del veneno de Bothrocophias 

microphthalmus sobre la línea celular SH-SY5Y.  

Se utilizaron las concentraciones 12.5, 25, 50, 100, 150, 200 y 300 (µg/mL) para la 

obtención del EC50 de F18, así como las medias de los porcentajes de viabilidad celular 

y sus desviaciones estándar.  

 

A diferencia de los ensayos de viabilidad celular, en la realización de los ensayos 

hemolíticos las fracciones 13, 14 y 18 no indujeron porcentaje de hemólisis significativo. 

Siendo el caso que ninguna de las evaluaciones realizadas sobre los eritrocitos logró 

superar el 6% de hemólisis, véase la figura 9-12. El control positivo mostró una elevada 

lisis eritrocitaria, siendo considerado como el 100% de daño celular. 
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Figura 9-12: Ensayos de hemólisis de las fracciones F13, F14, F18 del veneno de 

Bothrocophias microphthalmus.  

Una solución de eritrocitos al 4% fue incubada con 12.5, 25, 50, 100, 150, 200 y 300 

(µg/mL) de las 3 fracciones purificadas. Se utilizó como control positivo a Tritón X-100 

para el 100% de hemólisis. No se observa un porcentaje de hemólisis significativo.  

 

3.5. Caracterización de actividad enzimática 

 

El análisis de la actividad catalítica del veneno evidenció la presencia de enzimas 

fosfolipasas, serinoproteasas y metaloproteasas (figura 10-12). A fin de identificar las 

fracciones purificadas por RP-HPLC se realizó los ensayos con los sustratos 

correspondientes de acuerdo a la masa molecular observada en el gel de electroforesis. 

Los resultados evidencian que el veneno posee una moderada actividad fosfolipásica y 

proteolítica (figura 10A-12 y 10B-12). Al mismo tiempo, se puede observar una fuerte 

actividad caseinolítica por parte del veneno (figura 10C-12).  
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Figura 10-12: Caracterización enzimática de las actividades fosfolipásicas, 

proteolíticas y caseinolíticas del veneno de Bothrocophias 

microphthalmus.  

La actividad fosfolipásica (A), proteolítica (B) y caseinolítica (C) se evaluaron usando 

sus sustratos cromogénicos correspondientes. Se utilizó las medias de las absorbancias 

corregidas y su desviación estándar.  

 

Por otro lado, a partir del peso se decidió realizar el ensayo de actividad caseinolítica 

para las 3 fracciones purificadas. Las toxinas aisladas, a diferencia del veneno crudo 

redujeron significativamente su actividad enzimática (figura 11-12). En líneas generales, 

se observó una baja absorbancia y capacidad de hidrólisis del sustrato cromogénico en 

condiciones de incubación con las toxinas purificadas por RP-HPLC. 
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Figura 11-12: Caracterización 

enzimática de la actividad 

caseinolítica de las fracciones 13, 

14 y 18.  

La actividad de metaloproteasas se determinó para cada una de las fracciones F13, F14 

y F18. Se utilizaron las medias de las absorbancias corregidas con el blanco.  

 

3.6. Espectrometría de masas de la fracción 18 

 

Debido al potencial citotóxico, se determinó la identidad y el peso molecular de la 

fracción 18 mediante ESI MS-MS en un barrido espectral de 500 a 1700 (m/z). Los 

resultados muestran picos en el rango de 800 a 1300 (m/z). Los iones observados se 

tomaron como referencia para el cálculo del peso molecular de F18. De esta manera, 

se obtuvo un valor de 23,00 kDa que correspondería al rango de una metaloproteasa 

del tipo I (figura 12-12). 
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Figura 12-12: Espectrometría de masas de F13 en un barrido espectral de 800 a 1300.  

Se observa un barrido espectral en la región de 800 a 1300 (m/z) con cada uno de los 

iones usados para el cálculo del peso de F18. El peso molecular obtenido a través de 

los iones corresponde a 23,00 kDa. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



31 
 

CAPITULO IV: INTERPRETACIÓN Y DISCUSIÓN 

 

 

La caracterización del perfil bioquímico logró purificar de manera exitosa 19 fracciones. 

Aunque, una vez calculada el área bajo la curva se decidió trabajar sobre 3 picos con 

los mayores valores de absorbancia dentro del cromatograma. Tras los resultados 

obtenidos al realizar la caracterización del perfil del veneno de B. microphthalmus se 

observó que las toxinas con mayor abundancia y, por ende, mayor presencia dentro del 

veneno, podrían corresponder a las familias de metaloproteasas, como se indica en el 

trabajo de Guerra-Duarte donde se realizó una caracterización de la actividad 

enzimática de once venenos de serpientes peruanas en el que consta el veneno de B. 

microphthalmus [113]. 

 

La mayor cantidad de fracciones está desplazada hacia la derecha, teniendo una 

cantidad de 13 picos respecto a los 19 que fueron recogidos, puede indicar la mayor 

predominancia de familias de toxinas de pesos moleculares grandes (SVMP y LAAO). 

La clara predominancia de metaloproteasas en el veneno puede deberse a diversos 

factores, por ejemplo, el tipo de alimentación. Sin embargo, lo más predominante dentro 

del veneno es la falta de fosfolipasas A2, lo cual puede implicar una falta o baja actividad 

miotóxica directa. Este resultado parece ser congruente con estudios realizados sobre 

varias especies de serpientes de Perú, donde el veneno de B. microphthalmus mostró 

un fenotipo marcado hacia la baja cantidad de esta proteína [77]. 

 

La variación de la composición proteómica de los venenos incluso entre serpientes de 

una misma familia puede ser muy grande. Los resultados previos registrados sobre dos 

especies del género Bothrocophias demostraron que Bothrocophias myersi y campbellí 

tienen mayores actividades de PLA2 catalíticamente inactivas (54,04% y 43,01%, 

respectivamente) que microphthalmus [61, 62]. Estos ejemplos demuestran la gran 

variación del perfil proteómico entre serpientes de la misma familia lo que muestra su 

potencial para diversas actividades farmacológicas de relevancia [79].  Además, a pesar 

de que la falta de PLA2 es notable entre los venenos de esta misma familia, también se 

puede observar una clara presencia de metaloproteasas (21,50% y 22,08% 

respectivamente) que implica una posible predilección por parte de la familia 

Bothrocophias por actividades toxicológicas hemorrágicas [81]. 
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La falta de grandes cantidades de veneno condujo a la purificación de las toxinas más 

representativas del veneno.  De esta manera, se escogió las toxinas más abundantes 

del veneno (13,14 y 18). Tras los resultados obtenidos por SDS-PAGE para la fracción 

13 y 14 que mostraron bandas únicas con pesos alrededor de 57 a 64 kDa y, en conjunto 

con el tiempo de elución en un rango de 65 a 85 minutos, se definió que estas dos 

fracciones podrían corresponder a la familia de toxinas de PIII-SVMP o L-aminoxidasas 

que vendrían a ser las moléculas más hidrofóbicas y grandes [82]. A su vez, la fracción 

18 que eluyó al minuto 85 y mostró un peso molecular de alrededor de 22 a 30 kDa, 

mostraría ser una PI-SVMP [83]. Las metaloproteasas tipo I y tipo III poseen actividad 

anticancerígena y son moléculas prometedoras con potencial farmacológico gracias a 

su capacidad de interactuar con la matriz extracelular convirtiéndolas en inhibidores de 

proliferación celular [84,85,86].  

 

La purificación de toxinas de venenos puede ser realizada por la combinación de 

métodos cromatográficos o en una sola etapa, de acuerdo con la toxina de interés y 

complejidad de la mezcla [131]. Para verificar la homogeneidad de las fracciones y su 

pureza, se realizó una cromatografía por RP-HPLC bajo las mismas condiciones en las 

que se fraccionó el veneno crudo. La pureza de las fracciones es un factor relevante 

para la evaluación de la actividad biológica de nuevos compuestos debido a que la 

presencia de impurezas puede afectar la correcta interpretación o determinación de los 

determinantes funcionales, es decir, las moléculas responsables por el efecto evaluado. 

La cromatografía mostró picos que eluyeron en los mismos tiempos en los que se 

recolectó las fracciones de la cromatografía del veneno puro. Los datos recolectados 

mostraron un porcentaje de pureza de F13 de 97,02%, F14 de 96,25% y F18 de 95,77%, 

lo cual reafirma los datos obtenidos en los geles electroforesis donde solo se observa 

una única banda para cada una de las fracciones. 

 

La caracterización enzimática del veneno mostró una fuerte actividad caseinolítica que 

puede atribuirse a la gran presencia de metaloproteasas dentro del veneno. A su vez, 

la actividad fosfolipásica mostró ser muy baja en comparación a venenos de serpientes 

de Ecuador caracterizados anteriormente, como sería Bothrops atrox [124]. Esto 

corrobora la falta de fosfolipasas A2 observada en la caracterización del perfil bioquímico 

y lo descrito por Lomonte para su carencia de fosfolipasas A2 del veneno de B. 

microphthalmus de Perú [77]. Por otro lado, las fracciones F13, F14 y F18 dado el peso 

molecular observado por SDS-PAGE se evaluaron para actividad caseinolítica. Sin 
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embargo, aunque el veneno mostrara gran actividad caseinolítica esta no se ve reflejada 

en las fracciones más abundantes. Esto se puede explicar, gracias a que las 

metaloproteasas que son purificadas por RP-HPLC pueden llegar a ser inactivadas 

enzimáticamente por los solventes orgánicos que se usaron tras su caracterización por 

RP-HPLC. Sin embargo, se requiere realizar los ensayos L-aminoxidasas para F13 y 

F14 y lograr descartar que pertenezcan a esta familia. Esto se puede lograr gracias a 

que, a diferencia de las metaloproteasas, las L-aminoxidasas no pierden su actividad 

tras ser purificadas [82]. 

 

Motivados por este antecedente, se evalúo el potencial de las toxinas más abundantes 

purificadas del veneno de Bothrocophias microphthalmus. De las toxinas purificadas, 

F13 y F14 no mostraron significativa actividad citotóxica. Por otro lado, F18 presentó 

una ligera actividad citotóxica mostrada con un EC50 de 420.9 µg/mL. Tras realizar 

espectrometría de masas para F18 se observó un peso molecular de 23 000 Da 

correspondiente al peso molecular de las PI-SVMP [83]. La búsqueda del peso 

molecular de F18 es importante la identificación precisa de la toxina para establecer los 

posibles mecanismos por el cual el veneno crudo disminuyó en su totalidad la viabilidad 

celular de SH-SY5Y. 

 

El mecanismo por el cual el veneno es citotóxico ante esta línea celular es aún 

desconocido, pero la gran presencia de metaloproteasas [113] dentro del veneno y la 

interacción de la membrana extracelular y sus componentes sugieren que la principal 

causa de muerte de las células SH-SY5Y sería por apoptosis, como ha sido previamente 

reportada en otros estudios. A su vez, esta citotoxicidad observada sobre SH-SY5Y por 

parte del veneno crudo y F18, no se mostró sobre eritrocitos para ninguna de las 

concentraciones usadas (12.5-300 µg/mL). La actividad hemolítica por parte de las 

toxinas purificadas al realizar ensayos sobre líneas celulares siempre es un tema de 

importancia al igual que la selectividad sobre células cancerígenas por encima de las 

normales [111]. El veneno a pesar de su alta toxicidad sobre la línea celular cancerígena 

no mostró una actividad hemolítica superior al 6%, lo cual nos ayuda a inferir cierta 

selectividad del veneno sobre células cancerígenas que, por el resto de las células, 

aunque se tendría que evaluar la actividad del veneno sobre una célula con núcleo [112]. 

La línea celular SH-SY5Y muestra tanto células adherentes como células en suspensión 

[107], el veneno crudo mostró ser muy citotóxico para ambos tipos de células sin mostrar 

una preferencia por alguna de ellas. Estos hallazgos demuestran que F18 es menos 
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citotóxico para la línea celular que el veneno crudo, lo cual, puede deberse 

primordialmente por los efectos citotóxicos causados por el resto de toxinas dentro del 

veneno, como lo serían la presencia de fosfolipasas [113] o debido a la pérdida de 

actividad enzimática de la metaloproteasa durante la purificación por RP-HPLC, la cual 

se sugiere podría ser determinante para este efecto. En este contexto, la citotoxicidad 

puede ser resultado de la acción de otra toxina menos abundante dentro del veneno que 

no pudo ser liofilizada con éxito, la sinergia entre varias de estas toxinas o producto de 

la acción enzimática de las metaloproteasas [80,108]. De acuerdo a Bustillo, en el 

veneno de Bothrops alternatus, baltergin (SVMP) mostró una ligera actividad de 

desprendimiento de células sobre la línea celular C2C12 hasta que se incubó en 

conjunto con una PLA2 ácida sin actividad miotóxica sobre la línea, lo cual resultó en un 

incremento de la actividad de la SVMP demostrando una sinergia entre estas proteínas 

[109,110]. 
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CAPITULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 

 

 

Los venenos son productos naturales con toxinas citotóxicas que han sido ampliamente 

explorados en el diseño de terapias anticancerígenas. En este estudio, caracterizamos 

por primera vez la actividad citotóxica del veneno de B. microphthalmus sobre la línea 

celular SH-SY5Y. Los resultados mostraron una gran actividad citotóxica por parte del 

veneno sobre neuroblastoma incluso en las concentraciones más bajas usadas (12.5 y 

25 µg/mL). Al mismo tiempo, el veneno no produce daños significativos en la membrana 

de los eritrocitos. Colectivamente, estos datos sugieren la presencia de compuestos de 

alto interés biomédico dentro de este veneno que ha sido pobremente estudiado. 

 

La caracterización del veneno de Bothrocophias microphthalmus de la región amazónica 

de Ecuador mostró una gran presencia de metaloproteasas del tipo I y III sin actividad 

caseinolítica. Se purificaron las 3 fracciones más abundantes del veneno, mostrando 

ser el primer acercamiento a una metaloproteasa caracterizada a partir de un veneno 

ecuatoriano. Por otra parte, se observó claramente la falta de PLA2 como se registró en 

serpientes de la misma especie caracterizadas en Perú. 

 

Gracias a la gran capacidad citotóxica del veneno sobre la línea SH-SY5Y se concluye 

que una familia de toxinas de baja abundancia dentro del veneno, la sinergia entre varias 

de ellas o la actividad enzimática de las metaloproteasas son las encargadas de otorgar 

la actividad citotóxica al veneno. De acuerdo a los resultados, F18 mostró una ligera 

toxicidad sobre la línea y aunque su mecanismo de interacción con SH-SY5Y no pudo 

ser dilucidado, se sugiere que la metaloproteasa tipo I pueda poseer un mecanismo 

independiente de la actividad enzimática.  

 

El trabajo actual soló usó un tipo de línea celular por lo que la actividad de F18 hacia 

otro tipo de líneas celulares continúa siendo desconocido, pero provee información 

adicional sobre los efectos de una metaloproteinasa purificada sobre una línea celular 

neuronal. 

 

Aunque no se pudo encontrar el origen por el cual el veneno resulta ser tan tóxico para 

la línea celular y, a su vez, no presentar porcentajes de hemólisis significativos, estos 

resultados demuestran la importancia de generar más estudios representativos con 



36 
 

venenos de serpientes del país. Se recomienda una evaluación del resto de toxinas 

presentes en el veneno para la purificación de la proteína que genera esta fuerte 

citotoxicidad y, al mismo tiempo, establecer un índice de selectividad para la línea celular 

con respecto a otras líneas celulares cancerígenas.  

 

Adicionalmente, sería oportuno usar otros métodos de purificación que preserven la 

actividad enzimática de las metaloproteasas con la finalidad de verificar si su actividad 

enzimática influye en su potencial citotóxico. Es fundamental la caracterización de la 

estructura primaria de F18 para futuros estudios enfocados en la búsqueda de 

determinantes estructurales. 
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