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RESUMEN 

Se evaluó la actividad antiviral de una fracción hemoaglutinante de veneno 
crotálido hacia el virus de Parainfluenza-3 (VPIB-3). Entre los venenos de las 
serpientes crotálidas: Agkistrodon piscivorus, Agkistrodon Contortix y Crotalus 
scutulatus; A piscivorus mostró mayor capacidad hemoaglutinante (64, 32 y 2 
unidades, respectivamente). La dosis máxima no letal para ratón fue de 1. 75 
mg/30g de peso corporal para C scutulatus; mientras que para los restantes fue 
~ a 4.0 mg/30g de peso corporal. Macrosc6picamente, A piscivorus y A 
contortix causaron edema masivo e infiltración sanguinea; Microscópicamente, 
los tres causaron miositis aguda con diversos grados de severidad. La 
inoculación de cultivos MDBK con los venenos en dosis superiores a los 0.006, 
0.012 y 0.195 mg/ml respectivamente, causaron desprendimiento de la 
monocapa o aglutinación. Por su mayor actividad biológica se aisló, mediante 
HPLC-RP, la fracción hemoaglutinante del veneno de A piscivorus. La 
inoculación de ratones con esta fracción, en dosis de 4.25 µg/0.2ml, no causó 
daño ni macroscópico ni microscópico y no alteró el metabolismo de células 
MDBK hasta la concentración de 1.062 µg/ml. La fracción hemoaglutinante 
como bloqueador de receptores celulares (1.062 µg/ml) impidió la infección con 
el VPIB-3 y mantuvo la viabilidad celular entre el 69.34 y 84.86%. Por otra parte 
se observó (microscopio electrónico), ~ue la fracción destruyó a las partículas 
virales reduciendo el título viral de 105

· a 102 ·ºDICCso%- Un suero hiperinmune 
anti-veneno de A piscivorus reconoció una proteína de 20.99 kDa común a la 
fracción crotálida y al VPIB-3. Los resultados muestran que la purificación de la 
fracción hemoaglutinante del veneno, elimina los danos causados por los otros 
componentes, posibilitando su empleo como antiviral. 

Palabras Clave: Venenos Crotálidos, Virus de Parainfluenza-3 (VPIB-3), 
Antivirales, Lectinas, Fracciones Hemoaglutinantes 



SUMMARY 

An hemagglutinant fraction antiviral activity of crotalid venom against Parainfluenza 
virus (VPIB-3) was evaluated from crotalid serpents: Agkistrodon piscivorus, 
Agkistrodon contortix and Crotalus scutulatus. Agkistrodon piscivorus venom 
showed the greatest hemagglutinant capacity with 64 units. The nonlethal 
maximum permissible IM dose of the three venoms was 1, 75 mg/30 g in mouse. 
Agkistrodon piscivorus and Agkistrodon contortix caused massive edema and 
sanguineous infiltration in muscle; microscopic lesions were acute miositis in 
various severity degrees with the three different venoms. Loosening of monolayer 
or agglutination in MDBK cells was observed with each one of venoms in doses 
higher than 0.006, 0.012 and 0.195 mg/milliliter, respectively. The highest 
hemagglutinant activity fraction was isolated from Agkistrodon piscivorus venom by 
HPLC-RP. Mice IM inoculation with this fraction (4,25 µg/0,2 mililiter), caused no 
macroscopic ar microscopic damage and MDBK cells metabolism was not altered 
with concentrations bellow 1 ,062 µg/mililiter. Also the hemagglutinant fraction 
prevented the infection with VPIB-3, and kept between 63.34 and 84.86% the 
cellular viability. On the other hand, it was observed (electron microscope), that 
hemagglutinant fraction destroyed the viral particles. Finally, a common protein 
(20,99 kDa) to Agkistrodon piscivorus venom and VPIB-3 was recognized by an 
anti-venom serum. The results show that the purification of the hemagglutinant 
fraction of the venom, eliminates the damage caused by the others components, 
making possible their use like antiviral compound. 
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INTRODUCCION 

El veneno de serpiente consiste en una mezcla compleja de polipéptidos y 

proteínas farmacológicamente activos. Varios de sus componentes tóxicos 

interfieren en diversas funciones del organismo, con actividades cardiotóxicas, 

hemotóxicas, miotóxicas, neurotóxicas y vasoactivas (Manjunatha y Evans, 1990). 

Las serpientes y sus venenos han fascinado al hombre y han sido objeto de 

estudio, purificándose cientos de toxinas proteicas que han servido como 

herramienta para el entendimiento de eventos moleculares en la fisiología normal. 

Gracias a las acciones bioquímicas y metabólicas de sus componentes, se han 

elucidado mecanismos básicos del sistema nervioso, de procesos en membrana 

celular, de degranulación de células productoras de autacoides, de procesos de 

coagulación e identificación de receptores nerviosos (Manjunatha y Evans, 1990; 

Apellanis, 1980). 

De los venenos de serpiente, los pertenecientes a las subfamilias Crotalinae y 

Viperinae, de la familia Viperidae, son de importancia, ya que actúan como 

inductores de la aglutinación de plaquetas, a través de una glicoproteína 

denominada hemoaglutinina ó lectina, caracterizada por poseer sitios de unión a 

receptores de azúcar de la membrana celular y, mediante este mecanismo 

traspasan dicha membrana. Estas lactinas han sido aisladas del veneno de 

serpiente de los géneros Agkistrodon y Crotalus (Ogilvie y Gartner, 1984; Gartner 

y Ogilvie, 1984). La finalidad del presente estudio es el aprovechar esta capacidad 

de unión de la lactina hacia los receptores de ácido síalico de la membrana 

celular, con la intención de bloquear la adherencia celular del virus de 

Parainfluenza-3 bovino (VPIB-3), o en su defecto, aprovechar la capacidad de 

unión de la lectina hacia las glicoproteínas que emergen de la cubierta lipídica 

viral, creando un efecto de inhibición viral. 

Para el control de la enfermedad producida por el VPIB-3 sólo existe la 

vacunación. Sin embargo, por las similitudes en las estructuras y los mecanismos 

de acción entre los virus de VPIB-3 e Influenza A, es factible que pueda 

controlarse al VPIB-3 mediante drogas antivirales. Para la quimioprofilaxis del 

virus de la Influenza A en humanos, existen varios fármacos como la amantadina, 
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rimantadina y zanamivir, que actúan interfiriendo el ciclo de replicación viral. Las 

dos primeras bloquean los cambios en el pH que requiere el virión para verter su 

contenido en el citosol; mientras que la tercera actúa bloqueando a la 

neuraminidasa (Graeme et al., 1999). El VPIB-3, al igual que el virus de Influenza 

A, posee en su cubierta las glicoproteínas (en este caso unidas) 

hemoaglutinina/neuraminidasa; la primera de ellas interviene en el mecanismo de 

adherencia viral a la membrana celular, mientras que la función de la segunda es 

favorecer la excreción de las partículas virales de la célula infectada (Scheid y 

Choppin, 197 4; Portner, 1981; Murphy et al, 1999). Basándose en la biología viral 

y en la similitud de las propiedades biológicas de las glicoproteínas presentes en 

los Orthomyxovirus (Influenza A), los Paramyxovirus (VPIB-3) (Lamb y 

Kolakofsky, 1996), así como en la afinidad de las lectinas por los carbohidratos 

presentes en los receptores celulares y hemoaglutininas virales, se consideró 

factible la evaluación de la lectina como un agente bloqueador de los receptores 

que permiten la adherencia viral ylo como un agente con actividad antiviral. 

3 



ANTECEDENTES 
Venenos crotálidos 

De las 2,500 a 2,700 especies de serpientes, sólo alrededor de 350 son 

venenosas. Estas últimas están confinadas en 4 familias: Colubridae, Elapidae, 

Atractaspididae y Viperidae. Existe una quinta familia, denominada Hydrophidae, 

la cual, para algunos taxonomistas, se incluye dentro de la familia Elapidae 

(Greene, 1997; Apellanis, 1980; Serpientes Venenosas de Costa Rica, 2001 ). En 

México se conocen unas 579 especies y subespecies, de las cuales sólo el 21 % 

poseen venenos capaces de causar daños serios al hombre. Las serpientes 

venenosas de nuestro país pertenecen a dos familias: la Elapidae y la Viperidae 

(Sígala y Vázquez, 1996). 

Dentro de la familia Viperidae se encuentran las subfamilias Viperinae y 

Crotalinae, cubriendo 30 géneros y 230 especies de víboras y víboras de feseta, 

entre las que se encuentran los géneros: Agkistrodon, Atropoides, Bothrops, 

Bothriechis, Crotalus, Lachesis, Porthidium y Cerrophidion (Greene, 1997; 

Serpientes Venenosas de Costa Rica, 2001 ). Las serpientes de estas familias 

tienen importancia desde dos diferentes puntos de vista: el primero, por ser las 

que ocasionan la mayoría de los envenenamientos ofidicos, y en segundo término, 

por poseer polipéptidos y proteínas farmacológicamente activas (Manjunatha y 

Evans, 1 990). 

En el envenenamiento ofídico, los efectos clínicos varían de acuerdo a las 

propiedades de los venenos de cada especie. Tenemos por ejemplo, las toxinas 

de Vipera russellii que causan la muerte por insuficiencia circulatoria aguda, con 

hipotensión e incremento de la permeabilidad vascular, producida por la liberación 

de autacoides y parálisis de los capilares. Posteriormente, los autacoides 

favorecen las acciones tóxicas de otros componentes del veneno (Apellanis, 

1980). Los Crotalus scutulatus, poseen entre otros componentes, hemotoxinas y 

potentes neurotoxinas, siendo estas últimas las que causan la muerte por 

insuficiencia respiratoria (Sígala y Vázquez, 1996). Mientras que, las hemotoxinas 

de Agkistrodon contortix y Agkistrodon piscivorus son dramáticas pero no fatales, 

al causar edema masivo, dolor y extravasación sanguínea; solo que Agkistrodon 
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piscivorus causa daño en los tejidos y alteraciones en la sangre, de forma un poco 

similar al efecto de Crotalus (Moccasins, 2001 ). 

Los efectos farmacológicos más estudiados de las proteínas y polipéptidos 

contenidos en los venenos, están enfocados en: a) Las cardiotoxinas /citotoxínas, 

que se unen a receptores de la membrana de los glóbulos rojos y células del 

corazón; b) Las hemotoxinas, mismas que pueden ser inhibidores de proteasas, 

activadores del factor X y activadores de proteína C, que causan efectos 

anticoagulantes e hipotensión; c) Las desintegrinas, que tienen un efecto 

anticoagulante al unirse a receptores GPllb/llla de las plaquetas; d) Las proteasas, 

con una gran variedad de acciones, entre ellas la conversión del fibrinógeno en 

fibrina; e) La fosfolipasa A, de actividad hemorrágica (Manjunatha y Evans, 1990; 

Untitled Document, 2001) y; f) La crotamina (de los crotálidos) ó el factor lítico 

directo (de los elápidos), que es un polipéptido con un residuo N-terminal polar, 

con una alta densidad de carga, que le permite unirse a los grupos catiónicos de 

los extremos polares de la membrana, tendiendo a estabilizar las cargas, y por lo 

tanto, disminuyendo las fuerzas iónicas que unen dichos extremos. Lo anterior 

permite que los extremos no polares (lipofílicos) de los polipéptidos penetren en la 

membrana, formada por cadenas hidrocarbonadas (lipídicas), unidas por débiles 

fuerzas hidrofóbicas. De tal forma que separan laxamente las moléculas del 

estrato externo, facilitando así la unión de la fosfolipasa A (factor lítico indirecto) a 

su principal sustrato, la lecitina, hidrolizándola a lisolecitina, la cual funciona como 

un detergente, aumentando de esta manera la actividad citolítica, al producir una 

reacción en cadena (Apellanis, 1980). 

Las toxinas contenidas en los venenos de serpiente, también han sido 

usadas terapéuticamente, el ejemplo mas conocido es el inhibidor de la enzima 

transformadora de la angiotensina (ACE), aislado del veneno de Bothrops 

jaracusa. Esta enzima es la responsable de transformar el precursor inactivo, en la 

hormona angiotensina localmente activa, la cual causa la constricción de los vasos 

sanguíneos y de este forma promueve la presión sanguínea. Mediante el bloqueo 

farmacológico de la actividad de estas enzimas, la presión sanguínea se reduce y 

los agentes que poseen esta actividad son usados comúnmente para el 
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tratamiento de la presión sanguínea {captopril). También, se ha demostrado que 

estos inhibidores tienen la habilidad de prolongar la acción de la hormona 

bradikinina, la cual dilata los vasos sanguíneos, al bloquear a la enzima que 

inactiva a la bradikinina (Cushman et al., 1980). Además, se han aislado de 

muchos venenos de serpiente, varias proteínas de bajo peso molecular, entre los 

5 000 y 9 000 Da, con actividad inhibitoria de la agregación de plaquetas y la 

coagulación sanguínea. Estas proteínas actúan como potentes antagonistas de los 

receptores de la glicoproteína llb/llla, de la superficie celular de las plaquetas. 

Mediante su unión a estos receptores, evitan la interacción entre las plaquetas y el 

fibrinógeno; y son usados terapéuticamente para el control de la coagulación 

anormal (Dennis, 1989; Gould, 1990). 

Las toxinas de los venenos de serpientes, también han sido empleadas 

para elucidar mecanismos fisiológicos básicos, como el de las dendrotoxinas; la 

cuales son homólogas a ciertos inhibidores de proteasas y tienen habilidad para 

aumentar la señalización química entre las células nerviosas y musculares, 

elevando la liberación de neurotransmisores, al bloquear ciertos canales iónicos 

neuronales de potasio {Harvey y Anderson, 1991 ). Se especula, que el bloqueo 

selectivo de los canales de potasio, podría elevar la actividad de las células 

nerviosas dañadas y aliviaría algunos desordenes degenerativos, tales como la 

enfermedad de Alzheimer's, o reducir la actividad eléctrica anormal del cerebro, y 

ser usada como una droga anticonvulsionante para la epilepsia (Cook, 1990). 

Otro de los aspectos más estudiados, en torno a los componentes de los 

venenos de serpientes, es el de las proteínas inductoras de la aglutinación de 

plaquetas. Algunas de ellas, requieren de la presencia de receptores plasmáticos 

como el fibrinógeno y el factor de van Willebrand {vWF) para inducir la 

aglutinación, mientras otras {lactinas) actúan independientemente (Manjunatha y 

Evans, 1990). 

El botrocetin o coaglutinina de veneno, es un potente inductor de la 

aglutinación, y está presente en varios venenos de serpientes, particularmente en 

los del género Bothrops. Su acción depende de la presencia de la proteína 

plasmática receptora vWF. Primeramente, el botrocetin interactúa con el receptor 
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vWF para formar un complejo, el cual es un agente aglutinante activo. Este 

complejo después se une a los receptores GP lb, los cuales actúan como puentes 

para formar la aglutinación. El botrocetin, vWF y GP lb, deben de estar presentes 

para que la aglutinación sea estable, lo cual indica la formación de un complejo 

ternario; sin embargo, los detalles de esta interacción aún no son claros (Read et 

al., 1989). 

Las lactinas, también son potentes inductores de la aglutinación y ninguna 

de ellas requiere de factores plasmáticos para actuar. Estas han sido identificadas 

en varios venenos de crotálidos (lectinas dependientes de calcio y sensibles a 

agentes reductores), elápidos (lectinas independientes de calcio e insensibles a 

agentes reductores) y viperinos (con actividad hemoaglutinante débil) (Ogilvie y 

Gartner, 1984); y han sido aisladas de los géneros y especies: Bothrops atrox, 

Agkistrodon contortix contortix, Agkistrodon piscivorus /eucostoma, Crotalus atrox, 

Lachesia muta, Dendroaspis jamesonii y Agkistrodon rhodostoma (Gartner y 

Ogilvie, 1984). 

Básicamente, las lectinas han sido descubiertas en una gran cantidad de 

plantas (Sharon y Lis, 1972), virus, microorganismos y vertebrados como la 

anguila eléctrica, gallinas, monos y el hombre; siendo la trombolectina, la primera 

lectina aislada de veneno de serpientes, del género Bothrops atrox (Gartner y 

Stocker, 1980). 

La mayoría de los estudios con lactinas de plantas se realizaron 

inicialmente con extractos crudos, siendo la concanavalina A la primera lectina 

aislada en forma cristalina. Debido a las propiedades biológicas y bioquímicas de 

las lectinas de plantas, su uso se ha enfocado principalmente a su actividad 

aglutinante, misma que ha sido ampliamente aprovechada para la determinación 

de grupos sanguíneos humanos (Watkins, 1966); Se ha reportado que ciertas 

lectinas poseen actividad mitogénica, estimulando la transformación de los 

linfocitos desde pequeñas células en reposo en grandes células en división 

mitótica; Estudios recientes hacen referencia a la actividad de ciertas lectinas para 

aglutinar preferentemente a células cancerígenas que han sido transformadas por 

virus o productos químicos oncogénicos, así como por células transformadas 
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espontáneamente {Sharon y Lis, 1972); Mientras que otras publicaciones hacen 

referencia a su toxicidad hacia los animales, lo que las ubica entre las plantas con 

un pobre valor nutritivo {Jaffé, 1969). 

Las lactinas animales, son consideradas proteínas no enzimaticas que 

selectivamente se unen a estructuras específicas de carbohidratos, cuya función 

normal podría ser el decodificar la información encontrada en las estructuras de 

carbohidratos. Los estudios estructurales clasifican a las lactinas animales en dos 

grandes grupos; las Tipo C {calcio-dependientes), que se localizan a nivel 

extracelular y se relacionan estructuralmente con receptores de la clase de las 

sialoglicoproteínas, y las tipo S {thiol-dependientes), que se localizan a nivel 

extracelular e intracelular y se unen a las porciones de carbohidratos de los 

componentes de membrana más fuertemente unidos, como las glicoproteínas, 

glicolípidos y proteoglicanos. Las estructuras mas estudiadas corresponden a las 

lactinas hepáticas de pollo, ratón y humanas, de las que se ha determinado su 

completa secuencia de aminoácidos, consistente en polipéptidos que contienen 

secuencias hidrofóbicas de aproximadamente 25 aminoácidos precedidos por un 

dominio citoplásmico NH2-terminal, mientras que los polipéptidos restantes 

permanecen expuestos en la región no citoplásmica de la membrana. Son 

oligoméricos y no se ha establecido el número de subunidades que forman la 

molécula receptora. Sin embargo, mediante procesos de proteolisis parcial, se ha 

definido que cada una de estas proteínas posee un dominio de reconocimiento de 

carbohidratos COOH-terminal {Drickamer, 1988). 

Las lactinas en general, son moléculas que tienen la capacidad de aglutinar 

células y glóbulos rojos. Estas requieren de dos o más sitios de unión a azúcares 

para pasar a través de la membrana celular. La divalencia o polivalencia de las 

lactinas permite que estas interactúen con las mitades de azúcar en la superficie 

de células adyacentes, dando origen a la aglutinación celular ó de glóbulos rojos 

{Sharon y Lis, 1972). Se sabe muy poco sobre el sitio activo de la mayoría de las 

lactinas, pero es posible que las lactinas interactúen con los carbohidratos que 

poseen similitudes estructurales con su sitio activo. Debido a que las lactinas de 

los crotálidos requieren de calcio para su actividad, los sitios de unión para el 
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calcio pueden constituir el punto de unión; lo anterior se ha indicado porque las 

lactinas de los crotálidos pueden tener sitios de unión similares, mas no idénticos 

(Ogilvie y Gartner, 1984). 

VIRUS DE LA PARAINFLUENZA-3 

El VPIB-3 afecta a los bovinos y ovinos. El virus se ha aislado del ganado 

bovino, búfalo, caballo, mono y hombre. Experimentalmente, se ha logrado infectar 

a hámsters y cerdos. A las cepas humanas, bovinas y ovinas se les relaciona muy 

estrechamente (Howard y Francis, 1981 ). Sin embargo, es sabido que las cepas 

del VPIB-3 humanas y bovinas son serológicamente distintas (Mohanty y Dutta, 

1981 ). 

La enfermedad en los bovinos y ovinos es marcada por fiebre, lagrimeo, 

descarga nasal serosa, depresión, dificultad para respirar y tos. Las 

complicaciones pueden desembocar en neumonía intersticial. Las infecciones no 

severas cursan en 3-4 días con una recuperación completa. Sin embargo, en 

situaciones de estrés, los animales llegan a desarrollar neumonía intersticial. En 

estos casos, la infección sola o junto con otros agentes virales (adenovirus, 

rinotraqueítis infecciosa bovina, virus sincitial respiratorio bovino) o bacterianos, 

predispone a infecciones secundarias, principalmente con Mannheimia 

haemolytica (Fiebre de embarque) (Murphy et al., 1999). 

El VPIB-3 pertenece al orden de los Mononegavirales, familia 

Paramyxoviridae, subfamilia Paramyxovirinae y género Respirovirus. Los viriones 

son pleomórficos (tendientes a lo esférico o filamentoso) de 150 a 300 nm de 

diámetro. Son envueltos, cubiertos con peplomeros grandes (8 a 20 nm de 

longitud), con una nucleocápside de simetría helicoidal en forma de hueso de 

arenque, de 600 a 800 nm de longitud y 18 nm de diámetro. El genoma consiste 

de una cadena sencilla de RNA en sentido negativo, con 15 a 16 Kb. El genoma 

del VPIB-3 tiene de 7 a 8 marcos de lectura abiertos que codifican de 10 a 12 

proteínas, incluyendo la NP, P, M, F, L y la HN (Murphy et al., 1999). 

Los peplomeros se componen de 2 glicoproteínas: la proteína de fusión (F) 

y hemoaglutininalneuraminidasa (HN). La proteína HIN es la que interviene en el 
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primero y en el último paso de la infección, la hemoaglutinina se une a los 

receptores de supeñicie celular, los cuales pueden ser glicoproteínas que 

contienen ácido siálico o gangliósidos; mientras que la neuraminidasa, participa en 

la segmentación enzimática de los residuos de ácido siálico, para prevenir la 

autoagregación de las partículas virales durante la liberación de las células 

infectadas. La proteína F esta presente en el virión como un precursor inactivo, 

que es activado por su segmentación proteolítica mediante una proteasa celular 

adecuada, lo que resulta esencial para la infectividad viral. Los paramixovirus se 

replican en el citoplasma. Los viriones se adhieren a través de la proteína HIN a la 

sialoglicoproteína celular o glicolípidos receptores. Posteriormente, la proteína F 

media la fusión de la cubierta viral con la membrana plasmática, dentro de un pH 

fisiológico. La nucleocápside liberada se mantiene intacta con sus tres proteínas 

asociadas (N, P y L), las cuales son requeridas para la trascripción mediante la 

RNA polimerasa RNA-dependiente (transcriptasa). El genoma se transcribe 

progresivamente en 6 a 1 O mRNA mediante la síntesis secuencial a partir de un 

promotor. También se sintetiza la copia del genoma completo que sirve como 

templete para la replicación del RNA genómico de sentido negativo (Lamb y 

Kolakofsky 1996; Murphy et al. 1999). 

El término Parainfluenza se acuñó porque algunos signos son similares a 

los de la enfermedad producida por el virus de la Influenza, y porque la partícula 

viral tiene actividades de hemoaglutinina y neuraminidasa, similares a las del virus 

de Influenza (Collins y Chanok, 1996). Las glicoproteínas de supeñicie le confieren 

al virión actividades biológicas; tenemos como ejemplo, que la proteína HIN media 

la adsorción de eritrocitos (hemoadsorción), la aglutinación de eritrocitos en 

suspensión (hemoaglutinación), y la partición del ácido siálico (a través de la 

neuraminidasa); mientras que la proteína F, media la lisis de los eritrocitos 

adsorbidos (Choppin y Scheid, 1980). 

Para el control del VPIB-3 se cuenta con vacunas elaboradas con virus 

atenuados de aplicación intranasal o parenteral, que inducen la producción de 

anticuerpos lgA. Para maximizar su efectividad, las vacunas deben de inducir la 
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producción de anticuerpos contra las proteínas de cubierta HIN, así como contra la 

proteína F (Lamb y Kolakofsky, 1996). 

ANTIVIRALES 

No existen drogas antivirales contra el VPIB-3. Sin embargo, es bien sabido 

que para el control del virus de la Influenza A humana (virus con actividad muy 

similar), se recurre frecuentemente a la quimioprofilaxis, reduciendo la severidad y 

duración de los signos, con la administración de la droga dentro de las primeras 48 

horas de la enfermedad (Centers far Disease Control and Prevention, 1997). Los 

agentes antivirales mas empleados son la amantadina (symadine) y la rimantadina 

(flumadine), los cuales interfieren en el ciclo de la replicación viral, bloqueando los 

cambios en el pH que requiere el virión para verter su contenido en el citosol 

(Graeme et al., 1999). Ambas, en algunos casos pueden crear reacciones 

adversas en el sistema nervioso central, como nerviosismo, dificultad en la 

concentración, ansiedad y dolor de cabeza (Graeme et al., 1999; Oates y Wood, 

1996), u otros efectos adversos más comunes como nauseas, anorexia, 

constipación, boca seca, edema y retención de orina (Dolin, 1992). En casos 

aislados pueden ocurrir efectos adversos serios como alucinaciones y delirio, 

debido a la toma de dosis altas en pacientes de mayor edad y los que padecen de 

insuficiencia renal o psicosis (Oates y Wood, 1996). Otro antiviral es el zanamivir, 

quien actúa bloqueando la actividad de algunas moléculas involucradas en el ciclo 

reproductivo del virus. El mecanismo de acción de esta droga se basa en inhibir la 

actividad de la neuraminidasa, la cual normalmente interviene en el recorte del 

ácido siálico de los viriones recién formados. La droga al bloquear el sitio activo de 

la neuraminidasa, interrumpe el recorte del ácido siálico y consecuentemente 

inhibe la liberación y difusión de los viriones (Graeme et al., 1999). 
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JUSTIFICACIÓN 

Los virus de Influenza A y VPIB-3 manifiestan varias similitudes y 

diferencias. Por un lado está la semejanza en los signos de la enfermedad, y 

ambos poseen espículas de hemoaglutinina y neuraminidasa que ejercen la 

misma actividad. Debido a ello, frecuentemente se ha extrapolado la información 

relacionada con las actividades y procesos de las glicoproteínas, inmunidad y 

patogénesis viral de los virus de Influenza con los del virus de Parainfluenza. Por 

otro lado, difieren en que el genoma del virus de Influenza se transcribe y replica 

en el núcleo y es segmentado, mientras que el genoma de Parainfluenza, es una 

cadena sencilla que se replica en el citoplasma (Collins y Chanok, 1996). 

El control del VPIB-3 hasta la fecha está básicamente concentrado en la 

inmunoprofilaxis. Sin embargo, éste podría ser ampliado a la quimioprofilaxis. De 

las drogas antivirales probadas para el control de Influenza A, el zanamivir parece 

ser el que ejecuta su acción, sin causar trastornos severos (o al menos, no se han 

publicado), al interrumpir el ciclo de replicación viral inhibiendo la liberación de los 

viriones recién formados (mecanismo de excreción viral). 

Retomando la analogía de evadir la infección por interrupción del ciclo de 

replicación, en el presente trabajo se pretende evitar la infección bloqueando los 

mecanismos de entrada viral, ya sea por bloqueo o taponamiento de los 

receptores ácido siálico de las células huésped, o por bloqueo o taponamiento de 

las hemoaglutininas presentes en la bicapa lipídica del VPIB-3. 

Dadas las similitudes funcionales de las moléculas de hemoaglutinina de los 

virus de Influenza A y VPIB-3, es un hecho que éstas son reconocidas por los 

receptores ácido siálico de las células huésped. Así mismo, consideramos que 

podría darse como un hecho, que las hemoaglutininas (lactinas) presentes en los 

venenos de los crotálidos, podrían ser reconocidas por los receptores ácido siálico 

y, si es que éstas son administradas con anticipación o al inicio de la entrada viral, 

podrían bloquear o competir por los receptores celulares y de esta forma disminuir 

o evitar la infección. 

Por otra parte, también podría ser factible el evitar la infección viral, al 

bloquear o inhibir a las hemoaglutininas virales a través de las hemoaglutininas 
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(lactinas) presentes en los venenos de los crotálidos, dada su afinidad por los 

residuos de carbohidratos (azúcares) presentes en el sitio de unión de la espícula 

de la hemoaglutinina viral. Existen antecedentes de que las lactinas se han 

empleado para la identificación de residuos de carbohidratos (azúcares) que están 

involucrados en el proceso de interacción de algunos virus (Concavalina A) 

(Sharon y Lis, 1972; Reyes-Leyva eta/., 1997). 
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HIPÓTESIS 

La inhibición viral o el bloqueo de la infección del VPIB-3 en sus células 

hospedadoras, podría lograrse mediante la utilización de la fracción 

hemoaglutinante (lactina) del veneno de los crotálidos, debido a que éstas 

moléculas presentan una gran afinidad por los carbohidratos, con lo cual, podrían 

cubrir al virus o tapar los sitios celulares a los que el virus requiere unirse, para 

tener éxito en la infección. 
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OB.JETIVOS 

General 

Demostrar que las fracciones del veneno crotálido, con propiedades de 

lectina hemoaglutinante, pueden impedir la adherencia del VPIB-3 a la célula 

huésped y/o bloquear a la hemoaglutinina viral, mediante su previa unión a los 

grupos carboxilo presentes en ella. 

Particulares 

Seleccionar de entre los venenos crotálidos, los de mayor actividad 

hemoaglutinante 

Determinar el grado de daño celular "in vivo" e "in vitro" de los venenos 

seleccionados. 

Aislar la proteína con actividad de lectina hemoaglutinante de los mismos. 

Determinar el grado de daño celular "in vivo" e "in vitro" de la lectina aislada. 

Determinar "in vitro", la capacidad de la lectina para bloquear la adherencia 

del VPIB-3 hacia los receptores celulares. 
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MATERIAL Y METODOS 

1.- Selección de Venenos. 

De acuerdo con la literatura consultada, de entre los venenos de crotálidos 

con mayor capacidad hemoaglutinante se seleccionó a los producidos por las 

serpientes Crotalus scutulatus, Agkistrodon piscivorus y Agkistrodon contortix 

(Ogilvie y Gartner, 1984). Como control, se empleó el veneno de un saurio del 

género Heloderma (Monstruo de Gila), de escasa o nula actividad 

hemoaglutinante (todos los venenos fueron adquiridos en el Herpetario de 

Tepoztlán, Edo. de Morelos). 

Se implementó la técnica de hemoaglutinación de acuerdo a la metodología 

descrita por Ogilvie y Gartner, (1984); Gartner et al., (1980). Los venenos se 

reconstituyeron en la proporción de 6.25 mg/ml, con solución reguladora de 

Tyrodes (Anexo 1 ). Utilizando microplacas de poliestireno de fondo en "V" marca 

Nunc, con 12 líneas de 8 pozos, se depositaron 50 µI de solución salina como 

medio de dilución (Anexo 1 ). En el primer pozo de cada línea se adicionaron 50 µI 

del veneno reconstituido, realizando diluciones dobles desde 1 :2 hasta 1 :256. 

Finalmente, se agregaron en todos los pozos 50 µI de glóbulos rojos de conejo al 

2.5%,, previamente colectados en tubos "vacutainer" con EDTA o heparina como 

anticoagulante y lavados por 3 ocasiones por centrifugación a 1,000 rpm, con 

solución salina. Se incubaron las placas por 20 minutos a temperatura ambiental y 

la lectura fue por apreciación de la aglutinación. El control negativo consistió en un 

pozo con 50 µI de medio de dilución y 50 µI de glóbulos rojos al 2.5°/o. Las 

unidades de aglutinación en la prueba, se definieron como el recíproco a la 

dilución final en que se manifestó la hemoaglutinación. Por ejemplo, si la muestra 

aglutina hasta el pozo en que la dilución fue de 1 :16, entonces la muestra 

contendrá 16 unidades hemoaglutinantes. 
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2.- Determinación del dano celular "in vivo" de los venenos crot61idos. 

2.1.- Determinación de la dosis m6xima no letal 50%. 

Primeramente se determinó la dosis máxima no letal 50°Ai de los venenos 

de serpiente Crotalus scutulatus, Agkistrodon piscivorus, Agkistrodon contortix y 

del saurio Heloderma, por inoculación de grupos de 2 conejos y/o 10 ratones (con 

5 repeticiones}, a las concentraciones de 0.5, 1.0, 1.25, 1.5, 1. 75, 2.0, 3.0 y 4.0 mg 

por cada 30 g de peso corporal; diluidos en solución salina estéril (Anexo 1 ). Los 

animales fueron observados a intervalos de 24 horas a fin de constatar las 

muertes ocasionadas (La Granja y Rusell, 1973). 

2.2.- Inoculación en ratones con dosis no letal. 

Se inocularon ratones con la dosis umbral no letal de 1.75 mg/30 g de peso 

corporal dada para el veneno de Crotalus scutulatus, en grupos de 2 individuos 

con los venenos de Crotalus scutulatus, Agkistrodon piscivorus y Agkistrodon 

contortix a nivel del músculo tibial. Como control se emplearon 2 ratones a los que 

se administró solamente solución salina estéril (con 5 repeticiones). Los animales 

se sacrificaron a los tiempos de 30 minutos, 1, 3, 6 y 24 horas posteriores a la 

inoculación (Helater, 2000). Se observó si existía daño a nivel macroscópico y se 

extrajo el músculo tibial para realizar el estudio histopatológico. 

2.3.- Estudio histopatológico. 

El estudio histopatológico se hizo a partir de cortes de 3 mm del músculo 

tibial, teñidos bajo la técnica de Hematoxilina-Eosina (Anexo 1 ), de acuerdo a la 

metodología de inclusión en parafina de 20 horas, descrita por Valero y Morales 

(1988). Las inclusiones en las células de las fibras musculares se observaron 

posteriormente, con la ayuda de un microscopio óptico, con ocular 1 O X y objetivo 

20X. 

3.- Determinación del dano celular "in vitro" de los venenos crotálidos. 

El daño celular se determinó de acuerdo con la metodología de reducción 

de placas, empleada para la titulación viral (Jenney et al., 1978). Se desarrollaron 

cultivos celulares de la línea MDBK "Madin Darby Bovina Kidney" hasta obtener el 

100% de confluencia, en microplacas de poliestireno, estériles y fondo plano de 96 
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pozos, marca Nunc. De los venenos de Crotalus scutulatus, Agkistrodon 

piscivorus, Agkistrodon contortix y Heloderma a una concentración inicial de 6.25 

mg/ml de solución salina (Anexo 1 ), se realizaron diluciones para lograr 

concentraciones de 3.125, 1.562, 0.781, 0.390, 0.195, 0.097, 0.048, 0.024, 0.012, 

0.006, 0.003 y 0.0015 mg/ml, empleando como diluyente medio de cultivo MEM 

estéril (Anexo 1 ). Se utilizó una placa para cada uno de los venenos, inoculando 

50 µI por pozo, los 8 pozos de cada línea, con las diferentes concentraciones del 

veneno. Como control positivo, en otra placa se inoculó una línea, con 50 µI por 

pozo de cada uno de los venenos a la concentración inicial. Como control 

negativo, se depositó medio de cultivo MEM estéril. La incubación fue por 24 horas 

a 37º y la lectura se realizó en un microscopio invertido marca Zeizz, con objetivo 

1 OX y ocular BX, por apreciación de la dilución a la cual los monoestratos celulares 

permanecieran 100°/o confluentes. 

4.- Aislamiento de la fracción con actividad hemoaglutinante del veneno 

crotálido. 

4.1.- Cromatografia líquida de alto rendimiento (HPLC). 

De acuerdo a la previa observación de la capacidad tóxica o 1 ítica en 

condiciones "in vivo" e "in vitro", así como de las propiedades hemoaglutinantes de 

los venenos crotálidos, se seleccionó el producido por Agkistrodon piscivorus para 

el aislamiento de la fracción proteica con actividad hemoaglutinante. Para ello, se 

empleó el proceso de cromatografía líquida de alto rendimiento, en fase reversa 

(HPLC-RP) (VYDAC, 1995; Mancin et al., 1998). En el equipo de cromatografía 

marca Beckman, se montó una columna de gel de sílice C1s (5µ, 4.6 X 2.50 mm) y 

un inyector de 50 µl. El veneno se diluyó a una proporción de 1 O mg/ml de agua 

grado HPLC y se pasó por filtración en una membrana Millipore de nylon de 0.22 

µm de porosidad. Para la solubilización y separación de los polipéptidos, se 

empleó ácido trifluoroacético al 0.1 % (Sigma) (solvente A) (Anexo1 ). Y como 

modificador orgánico para el desprendimiento de los polipéptidos de la superficie 

hidrofílica y su solubilización, se empleó acetonitrilo (Sigma) (solvente B) (Anexo 
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1 ), ambos fueron previamente desgasificados por una fuente de vacío y agitación, 

con filtro Millipore tipo Durapore GV de 0.22 µm. El gradiente de alusión fue a una 

proporción inicial de 30ºA. del solvente B sobre el solvente A, hasta alcanzar un 

1 00% del solvente B, a un tiempo de 1 O minutos, con un rango de flujo de 

1 mi/minuto. El veneno se inyectó en la columna en dosis de 50 µI y la absorbancia 

fue medida a una longitud de onda de 280 nm. 

4.2.- Evaluación de la actividad biológica de la fracción aislada. 

Se colectaron las proteínas y polipéptidos correspondientes a cada uno de 

los picos manifestados en el análisis cromatográfico. Se concentraron por 

liofilización (Manual de congelación en seco HETOSICC). Posteriormente, se 

resuspendieron en un volumen de 50 µI de solución salina (Anexo 1 ). Para la 

identificación de la fracción, cada proteína o polipéptido aislado fue evaluado en su 

actividad biológica mediante la prueba de hemoaglutinación descrita por Ogilvie y 

Gartner, ( 1984 ); Gartner et al., ( 1980). 

5.- Determinación del daño celular "in vivo" producido por la fracción 

aislada. 

La fracción aislada se diluyó a una concentración de 4.25 µg por cada 0.2 

mi de solución salina (Anexo 1 ). Se inocularon 2 ratones en dosis de 0.2 mi a nivel 

del músculo tibial. Como control negativo, se inyectó a un ratón con solución salina 

en la misma dosis. Como control positivo, se inoculó un ratón en dosis de 1. 75 mg 

por cada 30 g de peso corporal, con veneno completo de A. piscivorus (Helater, 

2000). Se sacrificaron una hora después y se observó la presencia de lesiones 

macroscópicas (con 5 repeticiones). Posteriormente, se extrajo el músculo tibial 

para el estudio histopatológico, de acuerdo a la metodología de inclusión en 

parafina de 20 horas, descrita por Valero y Morales (1988). 
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6.- Determinación del dafto celular "In vltro"' producido por la fracción 

aislada. 

Se determinó la sensibilidad celular hacia la fracción hemoaglutinante de A 

piscivorus mediante un proceso calorimétrico, basado en la reducción del 

tetrazolium (MTT) (3-[4, 5-Dimethyl-thiazol-2-Yl]-2, 5-diphenyltetrazolium bromide), 

en un producto azul formazán por la dehidrogenasa mitocondrial de las células 

viables, de acuerdo a la metodología descrita por Hayas et al., (1994); Martikainen 

et al., (1993). 

Se realizaron diluciones de la fracción para obtener concentraciones de 8.5, 

4.25, 2.125, 1.062, 0.531, 0.265, 0.132 y 0.066 µglml en solución salina estéril 

(Anexo 1 ). Se desarrollaron cultivos celulares MDBK hasta el 1 OOºk de confluencia 

en 24 horas, en una microplaca marca Nunc de 96 pozos de fondo plano. Se 

depositaron 50 µI de cada una de las diferentes concentraciones de la fracción en 

los 8 pozos de cada línea, dejando una como control, con sólo medio de cultivo 

MEM (Anexo 1 ), incubándose a 37º por 24 horas. A cada uno de los pozos se les 

adicionaron 20 µI de MTT diluido en PBS (Anexo 1) y se incubó a 37º por 4 horas. 

Posteriormente, la placa se solubilizó empleando 50 µI por pozo de SOS (Dodecil 

Sulfato de Sodio) al 15% (Anexo 1 ), con incubación por toda la noche a 

temperatura ambiental en la oscuridad. La absorbancia fue medida a una longitud 

de onda de 492 nm en un lector de ELISA (BDSL, lmmunoskan Plus) y los 

resultados se interpretaron estadísticamente mediante análisis de variancia 

(Wayne, 1989). 

7.- Determinación del efecto "in vitro "del Virus de la Parainfluenza-3. 

7.1.- Viabilidad celular. 

Siguiendo la metodología de tinción con MTT descrita precedentemente, se 

determinó la viabilidad celular después de la inoculación con el VPIB-3, donado 

amablemente por el Dr. Alvaro Aguilar, UIM del IMSS. Para ello se realizaron 

diluciones decimales del VPIB-3 de 10-1 a 10-8 en medio de cultivo MEM (Anexo 

1 ). Monoestratos celulares MDBK 100% confluentes, desarrollados en 24 horas en 
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placas planas Nunc de 96 pozos, se inocularon con 50 µI por pozo/por línea, con 

cada una de las diluciones virales. Como control negativo, en una línea se 

depositó solo medio de cultivo MEM estéril. La incubación fue por 48 horas a 37º. 

La interpretación fue por análisis de variancia (Wayne, 1989). 

7.2.- Titulación. 

De acuerdo a la metodología de titulación por reducción de placas (Jenney 

et al., 1978), en microplacas Nunc de 96 pozos con cultivos MDBK 100% 

confluentes, se depositaron 50 µl/pozo/línea, con cada una de las diluciones 

decimales del virus de VPIB-3 de 10·1 a 10-8
, la incubación fue por 48 horas a 37º, 

la lectura fue por apreciación del efecto citopático en un microscopio invertido 

marca Zei= con objetivo 10X y ocular ex, y la determinación del título viral por la 

técnica de Reed and Muench (OMS, 1975) (con 5 repeticiones). 

8.- Determinación "in vitro" de la capacidad de la fracción hernoaglutinante 

para bloquear la adherencia del virus de la Parainfluenza-3. 

Una vez estandarizado el daño celular causado tanto por la fracción aislada 

como por el VPIB-3, se realizaron las pruebas de bloqueo de la adherencia viral. 

Nuevamente se determinó la viabilidad celular por tinción con MTT de acuerdo a la 

metodología descrita precedentemente. Para ello, los monoestratos celulares 

MDBK desarrollados en 8 líneas de una microplaca Nunc de 96 pozos, se 

inocularon con 50 µI de la fracción hemoaglutinante en concentración de 1.062 

µg/ml. Una hora después, se inocularon 2 líneas con 50 µl/pozo, con cada una de 

las diluciones desde 10-3 a 10·5 del VPIB-3. Se emplearon 2 líneas como control 

negativo, en las que se depositó sólo medio de cultivo MEM (Anexo1 ); 1 línea 

como control positivo del VPIB-3 a la dilución 10·2
; y 1 línea como control positivo 

de la fracción hemoaglutinante en concentración de 4.25 µg/ml. Se incubaron por 

48 horas a 37º. La interpretación fue por análisis de variancia (Wayne, 1989). 

21 



9.- Determinación "in vitro" de la capacidad de la fracción hemoaglutlnante 

del veneno crotélido para unirse a las proteinas del virus de la Parainfluenza-

3 y evitar la infección viral. 

9.1.- Microscopia electrónica. 

Se procedió de acuerdo a la metodología de preparación de muestras para 

microscopia electrónica descrita por Dawes (1973). Dos mililitros de suspensión 

del VPIB-3 con un título viral de 105
·
6 DICC5 oq¡, (dosis infectantes en cultivos 

celulares 5 oq¡,) fueron clarificados por centrifugación a 1000 rpm por 10 minutos. El 

sobrenadante se pasó por filtración con membrana de nitrocelulosa Millipore de 

0.45 µm de porosidad. La suspensión viral se dividió en dos partes iguales, la 

primera se preparó para microscopía electrónica y se empleo para la 

diferenciación óptica de la estructura del VPIB-3 y la segunda se mezcló en 

proporción 1: 1 con la fracción hemoaglutinante previamente diluida a una 

concentración de 1 .062 µg/ml. La mezcla se incubó durante 1 hora a 37º. El 

VPIB-3 y la mezcla VPIB-3/fracción hemoaglutinante se centrifugaron a 13,000 

rpm, por 30 minutos, en centrífuga refrigerada. Los botones obtenidos se 

prepararon para la apreciación de las partículas virales por microscopía 

electrónica. Para ello, fueron fijados con glutaraldehído al 1 Oo/o (Anexo 1) y para la 

tinción negativa se empleó el ácido fosfotúngstico al 2% (Anexo 1 ). La observación 

al microscopio electrónico de transmisión marca Jeol, fue a 25 000 aumentos 

(25 000 X). 

9.2.- Determinación de la actividad viral posterior a la incubación con la 

fracción hemoaglutinante. 

Por otra parte, el fluido cosechado tras la última centrifugación de la mezcla 

VPIB-3/fracción hemoaglutinante, fue evaluado en cuanto a su capacidad de 

conservar la actividad viral. Para ello, se realizó la titulación mediante la técnica de 

reducción de placas descrita por Jenney et al., (1978). Se realizaron diluciones 

decimales del fluido VPIB-3/fracción hemoaglutinante desde 10·1 a 10-s. Se 

desarrollaron cultivos celulares MDBK en microplaca Nunc de 96 pozos hasta el 

1 00°/o de confluencia. Ocho pozos fueron inoculados con 50 µI de cada dilución de 

22 



la mezcla VPIB-3/fracción hemoaglutinante. Como control negativo, se dejaron dos 

líneas de pozos con medio de cultivo MEM (Anexo 1 ). Como control positivo, una 

línea de pozos se inoculó con el VPIB-3 en dilución 10-2 y una línea con la fracción 

hemoaglutinante en concentración de 2. 125 µg/ml. La placa se incubo a 37º por 

48 horas. La lectura fue por apreciación del efecto citopático en un microscopio 

invertido marca Zeizz con objetivo 1 OX y ocular BX, y la determinación del titulo 

viral por la técnica de Reed and Muench (OMS, 1975). 

1 O.- Comprobación del reconocimiento de las proteinas virales y la fracción 

hemoaglutinante crotálida por sueros anticrotálidos. 

Con la finalidad de determinar si las fracciones crotálidas y las proteínas del 

VPIB-3, poseían cierta afinidad o identidad, se planteó una forma de 

reconocimiento de ambas, a través de anticuerpos específicos dirigidos contra el 

veneno crotálido, para lo cual se obtuvo un suero policlonal hiperinmune. 

Posteriormente, se recurrió al proceso de separación electroforética y 

electrotransferencia de las proteínas estructurales del VPIB-3, de las proteínas y 

polipéptidos del veneno, así como de la fracción hemoaglutinante aislada, para ser 

sometidas a pruebas de "western blot'' e identificar la fracción viral y/o crotálida en 

la que ocurrió la unión o reconocimiento de los anticuerpos anticrotálidos. Bajo 

este mismo procedimiento, se determinó la pureza de la cepa del VPIB-3, para lo 

cual previamente se realizó la extracción de membrana celular de la línea MDBK 

en que fue replicado el virus, con objeto de descartar a través del "western blot'', la 

posible unión de los anticuerpos anticrotálidos hacia receptores ácido siálico 

celulares. 

10.1.- Obtención del suero hiperinmune. 

Con la dosis de 1. 75 mg por cada 30 g de peso corporal de los venenos de 

A. piscivorus y A. contortix, diluidos en 0.5 mi de solución salina estéril y 

adicionados en una proporción 1 :1 con adyuvante completo de Freud, se 

inocularon grupos de 2 conejos para la obtención del suero hiperinmune. Se inició 

con la aplicación de 2 estímulos a intervalos de 7 días, seguido de un tercero con 
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incremento de la dosis a 2.0 mg a intervalo de 7 días y dos últimos en dosis de 4.0 

mg por cada 30 g de peso corporal, a intervalos de 14 días. Se colectaron sueros 

a partir del segundo estímulo y hasta los 28 días después de la última aplicación, 

mezclando los sueros homólogos. 

10.2.- Determinación del nivel de anticuerpos mediante la prueba de 

inhibición de la hemoaglutinación. 

Se determinaron los niveles de anticuerpos alcanzados, por la técnica de 

inhibición de la hemoaglutinación en placa, de acuerdo con la metodología 

descrita por Barret e lnglis (1991 ). Los venenos de A piscivorus y A contortix se 

reconstituyeron en la proporción de 6.25 mg/ml con solución reguladora de 

Tyrodes (Anexo 1 ). En microplacas Nunc de fondo en "V" ( 12 1 íneas de 8 pozos) 

se depositaron 50 µI de solución salina como medio de dilución (Anexo 1 ). En el 

primer pozo de cada 1 ínea se adicionaron 50 µI de suero anti-A piscivorus y/o anti­

A contortix, realizando diluciones dobles desde 1 :2 hasta 1 :256. En los pozos 

correspondientes, se adicionaron 50 µI de los venenos homólogos reconstituidos. 

Finalmente, en todos los pozos se depositaron 50 µI de glóbulos rojos de conejo al 

2.5%. 

Para determinar la identidad entre las fracciones hemoaglutinantes de 

ambos venenos, se realizó el mismo procedimiento, permitiendo que reaccionaran 

los sueros en pruebas cruzadas con los venenos, en forma homóloga y 

heteróloga. Se incubaron las placas por 20 minutos a la temperatura del medio 

ambiente y la lectura fue hecha por apreciación de la inhibición de la 

hemoaglutinación. El control negativo consistió en un pozo con 50 µI del medio de 

dilución y 50 µI de glóbulos rojos al 2.5%. El control positivo consistió en 50 µI del 

medio de dilución, 50 µI de veneno A piscivorus y/o A contortix, reconstituidos a la 

proporción de 6.25 mg/ml con solución reguladora de Tyrodes y 50 µI de glóbulos 

rojos de conejo al 2.5%. 

10.3.- Extracción de la membrana celular. 

De acuerdo a la metodología descrita por Schwimmbeck et al, (1990), se 

desarrollaron monoestratos celulares MDBK hasta el 100°.ló de confluencia en 24 
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horas. Los cultivos se lavaron con PBS (Anexo 1 ), se desprendieron por raspado, 

se disgregaron pasándolos a través de una jeringa y se resuspendieron en PBS 

estéril a una concentración celular de 1 X 108 /ml. El paquete celular se clarificó por 

3 ocasiones mediante el cambio del PBS y centrifugación a 1,000 rpm por 10 

minutos. El rompimiento celular fue por 9 ciclos de 15 segundos de sonicación con 

15 segundos de descanso, en un sonicador marca Ultrasonic Processor, a una 

frecuencia de 15 micrones de amplitud. Para la colección de la membrana celular 

la suspensión se sometió a ultracentrifugación a 1 O 000 X g, por 1 hora, en 

centrífuga refrigerada, desechando el sobrenadante con los detritos celulares, 

mientras que el botón (membrana celular) se resuspendió en PBS y almacenó en 

congelación a -70º hasta su uso. 

10.4.- Concentración de virus de la Parainfluenza-3. 

En monoestratos celulares MDBK 1 OOo/o confluentes, se replicó el VPIB-3 

con título viral de 105
·
7 DICC50q¡,. Se incubó a 37º por 48 horas, tiempo en el que se 

presentó el efecto citopático. La liberación viral fue por congelación a -70º y 

descongelación por 3 ocasiones y se clarificó de detritos celulares por 

centrifugación a 1,000 rpm. La suspensión viral se concentró por 

ultracentrifugación a 1 O 000 X g, por 1 hora, en centrífuga refrigerada. El botón se 

resuspendió en solución salina estéril y se congeló a - 70º hasta su uso. 

10.5.- Electroforesis y electrotransferencia. 

Se empleó el proceso de electroforesis de proteínas estructurales en gel de 

poliacrilamida, para la tinción y determinación de los pesos moleculares de los 

componentes protéicos del veneno A piscivorus e identificación de la fracción 

hemoaglutinante aislada, y otro para la electrotransferencia y las pruebas de 

"western blot''. Para ello, el veneno fue diluido a una concentración de 1 .56 mg 

contenidos en 1 O µI de "solución de muestra"; la fracción hemoaglutinante a una 

concentración de 4.25 y 2. 125 µg/ml; los extractos de membrana celular en 

diluciones de 1 :8 y 1: 16; y la suspensión del VPIB-3 en diluciones de 1 :4, 1 :8 y 

1: 16, contenidos en 1 O µI de "solución de muestra" (Anexo 1) y desnaturalizadas 

por ebullición durante 5 minutos. El gel separador se elaboró al 12% y el 
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introductor al 3% (Anexo 1 ). Se empleó como control un marcador de pesos 

moleculares BIO-RAD de amplio rango, que va desde los 201 a los 6.600 kOa. El 

corrimiento se realizó a 15 mA por 1 O minutos y a 50 mA por 45 minutos con la 

"solución de corrimiento" (Anexo 1 ). La tinción de uno de los geles fue con azul de 

Coomassie al 1 % por 1 hora y la decoloración con ácido acético al 5°/o por 24 

horas (Manual de Prácticas de Laboratorio de Virología, 1989; BIO-RAD, 

"lnstruction manual"; Schwimmbeck et al., 1990). Los pesos moleculares se 

determinaron por regresión lineal, mediante un analizador de imágenes, con el 

programa Cuantity One (BIO-RAD). 

Para la electrotransferencia se empleó una membrana BIO-RAD de 

nitrocelulosa de 0.2 µm de porosidad. El sándwich elaborado con el papel de 

nitrocelulosa, el gel de acrilamida, papel filtro, esponja y rejillas negra (polo 

negativo) y blanca (polo positivo), se corrió con la "solución de transferencia" 

(Anexo 1) y un refrigerante a 100 V por 1 hora (Schwimmbeck et al., 1990; BIO­

RAD, "lnstruction manual") 

10.6.- Pruebas de '"Western blot". 

Para evitar la unión inespecífica, la membrana de nitrocelulosa se incubó 

con solución bloqueadora (Anexo 1) por toda la noche. El lavado de la membrana 

fue por 6 ocasiones, en tiempos de 1 O minutos, con la solución de lavado (Anexo 

1) en agitación. El suero hiperinmune de A piscivorus se diluyó en proporción 1 :40 

con solución de lavado y se incubó en agitación con la membrana, a 37º, por 2 

horas. Después de lo cual, se realizó un nuevo lavado en las mismas condiciones. 

Se diluyeron las inmunoglobulinas anti-conejo binotiladas (anti-lgG) (marca Oako) 

en una proporción de 1 :2,000 con solución de lavado, y se incubó por 1 hora, en 

agitación a 37º, seguido de un tercer lavado en las mismas condiciones. El 

conjugado de avidin-peroxidasa (marca Dako) se diluyó a una proporción de 

1:6,000 con solución de lavado, y se incubó en agitación con la membrana a 37º, 

por 2 horas, seguido de un cuarto lavado. Se adicionó el cromógeno de 

diaminobenzidina (BIO-RAD) (Anexo 1) y se incubó por 1 O minutos a 37º en 
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agitación. La reacción se paró por lavado con agua destilada y se dejó secar la 

membrana a temperatura ambiente (Schwimmbeck et al., 1990). 
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RESULTADOS 

1.- Selección de venenos. 

En la selección de venenos de acuerdo a su capacidad hemoaglutinante, se 

obtuvo una respuesta para el veneno de Crotalus scutulatus con 2 unidades 

hemoaglutinantes. Con respecto a Agkistrodon piscivorus, hubo respuesta hasta 

las 64 unidades hemoaglutinantes. Mientras que con Agkistrodon contortix se 

observó esta capacidad entre las 16 y 32 unidades hemoaglutinantes. Por otro 

lado, el veneno del saurio Heloderma no mostró ningún efecto aglutinante (Figura 

1 y Cuadro 1 ). 

2.- Dafto "in vivo" de los venenos crotálidos. 

2.1.- Dosis máxima no letal 50%. 

En la determinación del daño "in vivo" causado por los venenos 

seleccionados, se observó que los venenos de los crotálidos A piscivorus y A 

contortix, así como el del no crotálido Heloderma, no causaron la muerte de 

ratones ni conejos, aún a la dosis de 4.0 mg por cada 30 g de peso corporal. Sólo 

se apreció ligera cojera y tumefacción en el área de aplicación del inóculo. Sin 

embargo, con el veneno de baja actividad hemoaglutinante C scutulatus se 

encontró que la dosis máxima no letal, tanto para conejo como para ratón, fue de 

1. 75 mg por cada 30 g de peso corporal; y que a dosis superiores, causaba la 

muerte, en un máximo de 24 horas (Cuadro 1 ). 

2.2.- Dafto de tejidos. 

El factor tiempo no influyó para la apreciación del daño a nivel 

macroscópico en los tejidos del músculo tibial, pues en los casos en que si hubo 

daño, las lesiones fueron muy similares a los diferentes tiempos de observación de 

30 minutos, 1, 3, 6 y 24 horas posteriores al sacrificio. En los ratones control y en 

los inoculados con dosis de 1. 75 mg/30 g de peso corporal con el veneno de C 

scutulatus, no se aprecio daño a nivel del músculo tibial; mientras que los 

inoculados con la misma dosis de los venenos de A piscivorus y A contortix, 

mostraron un daño local y extensivo, con edema masivo e infiltración en los tejidos 

con la sangre extravasada de los vasos sanguíneos (Figura 2 y Cuadro 1 ). 
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2.3.- Estudio histopatológico. 

En el corte del músculo tibial de los ratones controles negativos, inoculados 

con solución salina estéril, el tejido del área inoculada mostró una estructura 

intacta. En el corte correspondiente a la inoculación con A contortix, se diagnóstico 

una miositis aguda multifocal severa, en la que se apreció abundante infiltrado 

basófilo, así como la presencia de eritrocitos fuera de los vasos sanguíneos, sobre 

las fibras musculares y entre los fascículos. En algunas zonas se apreció 

degeneración de Zenker, en donde el sarcoplasma, adquirió aspecto de "vidrio 

esmerilado" por la precipitación de proteínas citoplasmáticas, con pérdida de la 

estriación, núcleos en picnosis, cariorexis y cariolisis, así como pérdida del detalle 

celular y del contenido plasmático. 

En el corte correspondiente a la inoculación con A piscivorus, se 

diagnosticó una miositis aguda difusa severa, en la que el tejido presentó 

abundante infiltrado basófilo, así como marcados cambios vasculares, tales como 

congestión y hemorragia. Se observaron zonas multifocales con fascículos 

musculares que presentaron pérdida total del detalle celular y ausencia de 

núcleos, así como abundante precipitación proteica del sarcoplasma, dando el 

aspecto de "vidrio esmerilado". 

En el corte correspondiente a C scutulatus, se diagnosticó una miositis 

multifocal aguda leve, en la que se apreció un infiltrado discreto en la periferia del 

corte, correspondiente a macrófagos y unos pocos neutrófilos, además de algunos 

vasos sanguíneos con congestión. En zonas multifocales en las que las células 

pierden el detalle celular, hubo ausencia de núcleos y pérdida de la estriación 

(Figuras 3 a 6 y Cuadro 1 ). 

3.- Daño producido "in vitro" por los venenos de crotélidos. 

En la determinación del daño "in vitro" causado por los venenos 

seleccionados, se observó que el veneno de A piscivorus, desde la concentración 

de 3.125 hasta 0.097 mg/ml, causaba el desprendimiento total de la monocapa 

celular con una franca aglutinación (Figura 7). Y que el efecto decrecía 

paulatinamente hasta la aplicación de la concentración de 0.006 mg/ml, en donde 
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aún se observó una aglutinación menor y agrupamiento celular (Figura 8). 

Mientras que a partir de la concentración de 0.003 mg/ml los monoestratos fueron 

1 OOo/o confluentes. 

Con el veneno de A contortix, se apreció el mismo efecto de aglutinación 

severa hasta la concentración de O. 195 mg/ml, ligera aglutinación y agrupamiento 

celular hasta los 0.012 mg/ml y 100% de confluencia celular a partir de la 

aplicación de 0.006 mg/ml. 

Con el veneno C scutulatus, se detectó el efecto de aglutinación y 

agrupamiento celular hasta la concentración de 0.390 mg/ml, y confluencia celular 

a partir de la concentración de O. 195 mg/ml. 

Los cultivos inoculados aún con la más alta concentración de 3.125 mg/ml 

de Heloderma, así como los cultivos control negativos, permanecieron 100% 

confluentes (Figura 9 y Cuadro 1 ). 

4.- Aislamiento de la fracción con actividad hemoaglutinante a partir del 

veneno crotálido. 

4.1.- Cromatografía líquida de alto rendimiento (HPLC). 

En el proceso cromatográfico para el aislamiento de la fracción con 

actividad hemoaglutinante, A piscivorus manifestó poseer 15 diferentes fracciones, 

las cuales migraron a tiempos de alusión de 1.1, 1.39, 1.83, 2.11, 2.48, 2.72, 2.99, 

3.62, 4.23, 4.92, 5.44, 6.04, 6.79, 7.32 y 8.28 minutos. Correspondientes a los 

picos 1 a 15 respectivamente, siendo el doceavo pico, con tiempo de alusión de 

6.04 minutos, el de la actividad biológica. Del área total de picos (510.15652), al 

pico 12 le correspondió un área de 98.75763 (19.358%). Mientras que de la altitud 

total de picos (1.42530), el 12 tuvo una elevación de 0.15457 (10.845%) (Gráfica 

1 ). Se colectó la lactina a la proporción de 17 µg/ml, por cada 10 mg de veneno 

completo sometido al proceso cromatográfico. 

4.2.- Actividad biológica de la fracción aislada. 

En las pruebas de actividad biológica, de los 15 polipéptidos y proteínas 

colectados, sólo una, la correspondiente al pico 12 y tiempo de alusión de 6.04 
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minutos, manifestó la actividad al aglutinar claramente a los glóbulos rojos de 

conejo hasta una dilución de 1 :64, correspondiente a 64 unidades 

hemoaglutinantes. Las proteínas y polipéptidos restantes mostraron una clara 

precipitación; al igual que el control negativo, consistente sólo de solución salina y 

glóbulos rojos. El control positivo, conformado por veneno de A piscivorus 

completo (con todos sus componentes protéicos y polipeptídicos). mostró una 

marcada aglutinación (Figura 1 O). 

5.- Daño "in vivo" producido por la fracción aislada. 

Durante la evaluación del daño "in vivo" que pudiera causar la fracción 

aislada, los músculos tibiales del ratón control negativo, al que se administró 0.2 

mi de solución salina estéril, así como los inoculados con la fracción de A 

piscivorus, en dosis de 4.25 µg/30 g de peso corporal, se apreciaron sin daño en 

los tejidos a nivel macroscópico (Figura 11 ). Lo cual quedó confirmado en la 

histopatología, en donde los cortes no mostraron cambios patológicos aparentes 

(Figuras 12 y 13). Contrastando con ellos, en el músculo del ratón control positivo, 

inoculado con veneno de A piscivorus completo (con todos sus componentes 

protéicos y polipeptídicos), a nivel macroscópico se aprecio daño local y extensivo, 

con edema e infiltración sanguínea (Figuras 2 y 11) y al corte histopatológico 

nuevamente se diagnosticó miositis aguda difusa severa (Figura 4) 

6.- Daño "in vitro" producido por la fracción aislada. 

En la determinación del daño "in vitro", de acuerdo a la reducción o 

mantenimiento del metabolismo celular, posterior a la infección con la fracción 

hemoaglutinante de A piscivorus, y considerando un metabolismo al 100% dado 

por las células control (sembradas con sólo medio de cultivo MEM), se 

encontraron porcentajes de viabilidad de 36.64, 67.03, 95.81, 99.03, 100.64, 

105.27, 106.68 y 108.49%, para las monocapas celulares que recibieron las 

concentraciones de la fracción hemoaglutinante que fueron de 8.5, 4.25, 2. 125, 

1.062, 0.531, 0.265, 0.132 y 0.066 µg/ml, respectivamente. Se apreció que a partir 
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de las concentraciones de 1.062 y 0.531 µg/ml, el metabolismo se regularizó. Al 

hacer la evaluación estadística de las concentraciones de la fracción que afectan 

la viabilidad, se encontró que la variancia para las concentraciones de 8.5 y 4.25 

µg/ml fue de 0.0389 y 0.0095 respectivamente, mientras que para las 

concentraciones restantes no hubo variancia estadísticamente significativa 

(Gráfica 2). 

7.- Dafto "in vitro" producido por el virus de Parainfluenza-3. 

La viabilidad celular determinada por la disminución del metabolismo 

posterior a la inoculación de monocapas celulares con las diluciones del VPIB-3, 

desde 10-1 hasta 10-6
, mostró porcentajes de viabilidad de 58.37, 64.21, 74.07, 

79.10, 93.59, 104.26, 104.46 y 106.88%, respectivamente. Se detectó que el nivel 

de metabolismo a la dilución 10-5 está muy cercano al 100°/o, mientras que en las 

diluciones mayores, básicamente el virus no afecta la viabilidad celular. Al análisis 

estadístico, la variancia para las diluciones 10-1 a 10·5 fueron de 0.0146, 0.0115, 

0.0063, 0.0048 y 0.006 respectivamente. A las diluciones restantes no hubo 

variancia significativa (Gráfica 3). Lo anterior fue confirmado mediante la titulación 

viral por reducción de placas e interpretado por la técnica de Reed and Muench, la 

cual se mantuvo al nivel inicial que fue de 1 O 5
·
6 OICCso%. 

8.- Capacidad de la fracción hemoaglutinante para bloquear la adherencia del 

VPIB-3. 

En las pruebas empleadas para evaluar la capacidad de bloquear o inhibir 

la unión del VPIB-3 a los receptores celulares, la medición del metabolismo celular 

en el control positivo de VPIB-3 en concentración 10·2
, fue de un porcentaje de 

viabilidad de 68. 78%, mientras que para el control positivo de fracción 

hemoaglutinante en concentración de 4.25 µg/ml fue de 58.69%. Los porcentajes 

de viabilidad en el bloqueo viral, con la fracción en una concentración constante de 

1.062 µg/ml y el virus a las diluciones 10-3
, 10-4, 10-5 y 10-e, fueron de 69.34, 72.71, 

80.93 y 84.86%, respectivamente. Al análisis estadístico, la variancia dio valores 
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de 0.0126, 0.0123, 0.0072 y 0.0055 para las diluciones 10-3 a 10-e, 

respectivamente (Gráfica 4). 

9.- Capacidad de unión de la fracción hemoaglutinante crotálida hacia las 

proteinas del VPIB-3 y evasión de la infección viral_ 

9.1-- Microscopia electrónica. 

En las pruebas de microscopía electrónica, realizadas para determinar si la 

fracción hemoaglutinante pudiese reconocer los carbohidratos presentes en las 

hemoaglutininas virales, los resultados obtenidos se muestran en la Figura 14. En 

ella se observan dos restos "fantasmas" de partículas virales, con su interior vacío 

(de color claro) y delimitadas por restos de la estructura viral original. En todo el 

campo visual se aprecian restos de diversos tamaños de la estructura viral y la 

presencia de residuos, detectados mediante la microscopía electrónica a 25,000 

aumentos. 

En la Figura 15 se muestra la tinción negativa del VPIB-3 sin tratamiento a 

30,000 aumentos. Se observa una partícula viral completa, con un campo visual 

limpio y libre de restos virales o celulares. En ella se aprecia la membrana de 

cubierta íntegra en color gris tenue, rodeando a su nucleocápside en forma de 

hueso de arenque. Al centro de la nucleocápside, aparentemente se observa su 

ácido nucleico íntegro. 

9.2.- Actividad viral posterior a la exposición con la fracción 

hemoaglutinante_ 

La viabilidad viral de la cepa del VPIB-3 posterior a su incubación con la 

fracción hemoaglutinante aislada de A piscivorus se vio seriamente afectada, con 

una reducción del título de 105
·
6 DICC 50% a 102

·
0 DICC 50%· 

10-- Reconocimiento de las proteinas virales y la fracción hemoaglutinante 

crotálida por sueros anticrotálidos_ 

10-1-- Obtención de suero hiperinmune_ 

Se colectaron de 1 O a 20 mi de suero hiperinmune, contra los venenos 

crotálidos de A piscivorus y A contortix, respectivamente. Ambos mostraron una 

33 



capacidad para inhibir la hemoaglutinación hasta la dilución de 1 :64, 

correspondiente a 64 unidades inhibitorias de la hemoaglutinación, al reaccionar 

con los venenos homólogos. Por otra parte, se mostró la existencia de una 

reacción cruzada, al mismo nivel de unidades inhibitorias de la hemoaglutinación, 

al reaccionar los sueros y venenos en forma heteróloga. 

10.2.- Determinación de pesos moleculares. 

Al analizar el veneno de A piscivorus completo (con todos sus componentes 

protéicos y polipeptídicos), en la electroforesis de proteínas estructurales, se 

detectaron con mayor y/o menor nitidez la presencia de 8 bandas de proteína, de 

aproximadamente 92.57, 59.19, 46.10, 42.30, 35.57, 32.68, 26.38 y 20.99 kDa 

(Figura 16). 

10.3.- "Westem blot". 

En las pruebas de identidad, entre la fracción hemoaglutinante aislada del 

veneno de A piscivorus y las proteínas estructurales del VPIB-3, se detectó 

mediante la utilización del suero hiper-inmune de conejo anti-A piscivorus, una 

fuerte tinción en las bandas protéicas correspondientes a los 20. 99 kDa, en la 

fracción hemoaglutinante aislada a las concentraciones de 4.25 y 2. 125 µg/ml. Así 

como bandas protéicas del mismo peso molecular, en el VPIB-3, a las diluciones 

de 1 :4 y 1 :8. Dicha proteína no se detectó a la dilución 1 ;16 de la cepa viral, y no 

estuvo presente en los extractos de la membrana celular. Por otro lado, se 

detectó, el reconocimiento de ciertas bandas de identidad de proteína entre el 

VPIB-3 y los extractos de membrana de las células MDBK, en la que fue replicado 

el virus. Así como una posible identidad entre los anticuerpos anti-A piscivorus 

hacia varios componentes proteicos de la membrana celular (Figura 17). 
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DISCUSIÓN 
Se realizó el presente trabajo, con la finalidad de emplear la fracción 

hemoaglutinante del veneno crotálido (lactina) como un agente antiviral, la cual 

podría actuar como un inhibidor de la adherencia, al bloquear a los receptores 

ácido siálico celulares ylo unirse a los carbohidratos de la hemoaglutinina del 

VPIB-3. Evaluando e identificando al mismo tiempo, los posibles beneficios ylo 

daños que pudiera llegar a causar "in vivo" como "in vitro", el empleo del veneno 

crotálido completo (con todos sus componentes polipeptídicos y protéicos) ylo la 

fracción hemoaglutinante purificada. 

La capacidad hemoaglutinante de los venenos crotálidos seleccionados, no 

fue similar a lo reportado por otros autores. Mientras que Ogilvie y Gartner (1984), 

empleando glóbulos rojos de conejo, informan de capacidades hemoaglutinantes 

de 16, >1024 y +I- 2 unidades para los venenos de A piscivorus, A contortix y C 

scutulatus, respectivamente, en el presente trabajo se obtuvieron 64, 32 y 2 

unidades para cada uno de los venenos, respectivamente. Sin embargo, la 

disparidad encontrada no es de extrañarse, ya que la actividad biológica de los 

venenos, aún colectados de un mismo individuo puede variar (Jhonson et al., 

1987), de acuerdo a factores como la coloración del veneno, dada por el tipo de 

glándula secretoria (Dos Santos et al., 1993); la edad, ya que en algunos casos, 

como sucede con la víbora de cascabel, el veneno de las crías es más potente 

que el de las adultas (Brown, 1997); la frecuencia de colección y la preparación del 

veneno, lo cual incluye la forma en que es colectado, procesado, almacenado y 

diluido (Clinical Toxicology Web Site, 2001 ). En el presente trabajo, debido a que 

los venenos fueron comprados en forma ya procesada por el herpetario de 

Tepoztlán, se desconoce el proceso de colección y procesamiento de los mismos. 

Las observaciones anteriores también justifican los resultados obtenidos en 

la determinación de la dosis máxima no letal so'llo. Mientras que algunos autores, 

reportan dosis letales so'llo para los venenos de las serpientes A piscivorus, A 

contortix y C scutulatus de 25.8, 25.6 y 18.5 mglKg (Grieg, 2001 ), en el desarrollo 

del presente trabajo se encontró que los dos primeros venenos, aún a la dosis de 
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4 mg/30g de peso corporal (133 mg/Kg), no resultaban mortales para conejos ni 

ratones, y para que C scutulatus fuera mortal, se necesitaron dosis superiores a 

los 1.75 mg/30g (58.3 mg/Kg), causando la muerte en un máximo de 24 horas. La 

variabilidad entre lo reportado y los resultados obtenidos, también puede ser 

adjudicado a factores como la vía de inoculación, ya que de acuerdo con Dos 

Santos et al., (1993), la vía intraperitoneal aparentemente es más efectiva que la 

intramuscular. Debido a que la mayoría de los trabajos publicados apoyan sus 

determinaciones de dosis letal so'lb en ratón por vía intramuscular, en el presente 

trabajo se seleccionó esta última vía. 

Los daños "in vivo" con el veneno completo a nivel macroscop1co, 

concuerdan con lo publicado por Grieg (2001). al encontrar que tanto A contortix 

como A piscivorus no representan una amenaza, debido a que sus componentes 

protéicos con acciones coagulantes "bilineobin", hemorrágicas "bilitoxin" y "HT-1" y 

mionecróticas "Fosfolipasa A 2 '', no obstante que causaron daños dramáticos 

locales, tales como edema masivo y extravasación sanguínea, no fueron fatales. 

Estos efectos fueron confirmados en el estudio histopatológico, al observar la 

presencia de eritrocitos fuera de los vasos sanguíneos, congestión, infiltración de 

basófilos, fascículos musculares con pérdida del detalle celular y ausencia de 

núcleos, finalizando con necrosis. Mientras que con C scutulatus, sólo se encontró 

a nivel local, la presencia de un infiltrado de macrófagos y unos pocos neutrófilos. 

En este último caso, tomando en cuenta las observaciones hechas por Grieg 

(2001 ), se esperaba que no existiera daño local, ya que de acuerdo con el autor, 

Crotalus scutulatus al igual que Crotalus durrissus no causan signos o síntomas 

localizados, siendo su principal peligro el ejecutado por sus proteínas 

neurotóxicas, las cuales causan ceguera, parálisis y finalmente la muerte por 

insuficiencia respiratoria. Igualmente, Rosenfeld (1971) y Amaral et al., (1991). 

aseguran que en el envenenamiento por Crotalus durrissus, el efecto local es 

mínimo o ausente. Sin embargo, este tema resulta ser controversial, ya que 

autores como Dos Santos et al., (1993), al evaluar la diferencia en daño al tejido 

muscular en ratón, con veneno amarillo y blanco de Crotalus durrisus, menciona 

similitudes con los daños obtenidos en el presente trabajo con los venenos de A 
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piscivorus y A contorlix, describiendo músculos en congestión, edema, exudado 

de granulocitos y neutrófilos y miocitólisis, además de una mayor actividad 

caseinolítica y hemorrágica con el veneno amarillo al compararlo con el blanco. 

En un estudio de evaluación del daño "in vitro" por componentes protéicos 

de veneno de cobra, Martikainen et al, (1993), al inocular células MCF-7 (células 

de tumor mamario humano) con fosfolipasa A2 de veneno de Naja mosambique, 

encontró un efecto tóxico aún a concentraciones de 4.5 U/mi, en donde apreció 

cambios morfológicos consistentes en redondeo celular, seguido de 

desprendimiento y agrupamiento de 1 O a 20 células, hasta que el número total 

decreció de 9.B a 6.7 X 105 células y la viabilidad decreció hasta un 33%. Un 

efecto similar se encontró en el presente trabajo, al inocular células MDBK con 

veneno completo de A piscivorus, A contorlix y C scutulatus a las concentraciones 

de 0.006, 0.012 y 0.390 mg/ml respectivamente, en donde los daños fueron desde 

el desprendimiento total de la monocapa celular, hasta efectos de redondeo, 

aglutinación y agrupamiento celular. Según Cotter et al., (1990), el efecto de 

redondeo celular, debido a la fosfolipasa A2, se podria adjudicar a que la mayoría 

de las células infectadas, desarrollan un citoplasma vigoroso antes de morir, lo 

cual sería una característica típica del proceso de apoptosis. 

El efecto tóxico dado por los componentes del veneno de A piscivorus con 

actividad hemorrágica y mionecrótica, pudo haber sido eliminado con el 

aislamiento y purificación de la fracción con actividad hemoaglutinante, mediante 

el proceso de cromatografía líquida de alto rendimiento-fase reversa (HPLC), sin 

alterar sus propiedades biológicas. Esto último fue confirmado, al conservar esta 

proteína su actividad y especificidad biológica, manteniendo la capacidad 

hemoaglutinante al nivel de 64 unidades. De acuerdo con Sim (1998), en la 

purificación de los polipéptidos y proteínas de los venenos de víbora, 

frecuentemente estos contienen un gran número de isoenzímas, con una gran 

homología en las secuencias de sus aminoácidos, masas moleculares o puntos 

isoeléctricos, por lo que pueden llegar a coeluir junto con algunos otros 

componentes de interés. De ahí que aparentemente, el método más adecuado 
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para la purificación fue por HPLC, el cual tiene la capacidad de separar 

polipéptidos de secuencias cercanamente idénticas (VYDAC, 1995). 

Mediante la evaluación "in vivo" de la fracción hemoaglutinante de A 

piscivorus, se pudo observar que ésta, a la concentración de 4.25 µg/ml no causa 

daño alguno al tejido (figuras 11 y 12). Pues en comparación con lo observado en 

la inoculación "in vivo" con el veneno completo (figuras 2, 4, 5 y 6), parece ser que 

las toxinas con actividad hemolítica y necrótica fueron eliminadas, y al inocular 

intramuscularmente la fracción, a nivel macro y microscópico, no hubo daño ni 

cambios patológicos aparentes. 

Debido a que a la observación microscópica de los cultivos inoculados con 

la fracción hemoaglutinante sólo se aprecia un leve efecto de redondeo celular, 

para la evaluación "in vitro" del daño causado por la fracción, se empleó la prueba 

calorimétrica de reducción del tetrazolium (MTT}. Esta ha sido recientemente 

usada en la determinación de la sensibilidad a drogas en diversas líneas celulares 

(Carmichael et al., 1987). Se basa en la medición de la habilidad de las células 

tumorales vivas, pero no muertas, de reducir al MTT en un producto azul 

formazán. Martikainen et al., (1993}, empleó la prueba de MTT para evaluar el 

efecto causado por la fosfolipasa A 2 de Naja mosambique, encontrando que el 

metabolismo se reducía al 50% o menos de las células control. En el presente 

trabajo, al evaluar el daño que pudiera causar la fracción aislada en células 

MDBK, se apreció que a las concentraciones de 8.5 y 4.25 µg/ml, la viabilidad 

celular también se redujo a niveles superiores e inferiores al 50°/o (36.64 y 67.03%, 

respectivamente} en relación a las células control (100% de viabilidad). Mientras 

que la dosis de 2.125 µg/ml estuvo muy cercana a la regularización del 

metabolismo. A partir de la concentración de 1.062 µglml, aunque el efecto de 

redondeo continuaba manifestándose, la viabilidad fue mantenida al mismo nivel 

que las células control. Indicando así la factibilidad de su empleo en las pruebas 

de bloqueo de la adherencia del VPIB-3 en sus células huésped (Gráfica 2). Se 

considera que el efecto de redondeo celular obtenido en el presente trabajo, no 

pudo haberse debido a la acción de la fosfolipasa A2 descrita por Cotter et al., 
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(1990), ya que aparentemente ésta última fue eliminada durante la purificación de 

la fracción hemoaglutinante por HPLC. De acuerdo con Manjunatha y Evans 

(1990), los sitios de unión de las lactinas son reconocidos por los receptores 

celulares y a través de ellos logran penetrar a la célula. Por lo tanto, es factible 

que el efecto de redondeo celular observado sea debido a la penetración de la 

fracción hemoaglutinante al interior de la célula. 

Para lograr evaluar la capacidad antiviral de la fracción aislada del veneno 

crotálido, se requería contar con un virus de cierta similitud al de Influenza, hacia 

el cual están dirigidos la mayoría de los productos antivirales. El virus más cercano 

y factible de reproducir fue el VPIB-3, ya que de la membrana lipídica de éste, al 

igual que del virus de Influenza, emergen las espículas de hemoaglutinina y 

neuraminidasa necesarias para los mecanismos de entrada y salida viral, además 

de que el VPIB-3 en su salida causa una lisis celular, que a la observación 

microscópica de los cultivos celulares inoculados, muestra un claro efecto 

citopático (Collins et al., 1996). Aunque en el presente trabajo, la evaluación de la 

actividad antiviral antes y después de la conjugación del VPIB-3 con la fracción 

crotálida, pudo ser medida por la técnica de titulación por reducción de placas, 

resultaba necesario aplicar la prueba de MTT, para poder establecer un patrón 

comparativo con el efecto individual de la fracción hemoaglutinante, el VPIB-3 y la 

combinación de ambos. 

Cuando las monocapas celulares se inocularon sólo con el VPIB-3, en las 

pruebas de MTT, se detectó disminución del metabolismo hasta la dilución 105 , lo 

cual concuerda con la titulación por reducción de placas, siendo este de 105
·
6 

DICC so%. Por otro lado, durante la evaluación del bloqueo viral, a través de la 

adherencia de la fracción crotálida hacia los receptores ácido siálico celulares, el 

metabolismo detectado con la inoculación de la mezcla VPIB-3/fracción 

hemoaglutinante, fue superior a los controles de cada uno de ellos en forma 

individual, y aunque no alcanzó el nivel de las células control, la diferencia 

estadística a las diluciones 105 y 106 (0.0072 y 0.0055, respectivamente) no fue 

significativa. Básicamente, no existe un trabajo previo con lactinas sobre el cual se 

pudiese establecer un patrón comparativo con los resultados obtenidos. Se 
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esperaba que por el efecto del bloqueo, el metabolismo se mantuviera dentro de la 

normalidad, al emplear ambos agentes a las concentraciones previamente 

establecidas como no dañinas. Sin embargo, el metabolismo se redujo, 

probablemente debido a el efecto de ambos reactantes, aunque sin llegar a causar 

lisis celular (por efecto del virus), al mantenerse las monocapas 100°/o confluentes. 

Aparentemente, las secuencias N-terminales de la fracción hemoaglutinante 

crotálida (Francischetti et al., 1997), mostraron una mayor afinidad hacia los 

carbohidratos de las hemoaglutininas del VPIB-3, que por los receptores ácido 

síálico de las células MDBK. Lo anterior se observó al comparar los resultados 

obtenidos en las pruebas de bloqueo de receptores celulares, con las pruebas de 

evasión de la infección viral, mediante la unión de la fracción crotálida a la proteína 

viral. La Figura 14 muestra que la fracción crotálida no solo se unió a las proteínas 

virales, sino que traspasó y desintegró la membrana lipídica, con apreciación en 

todo el campo visual de residuos virales y restos "fantasma" de partículas del 

VPIB-3. Otro factor que mostró la mayor afinidad de la fracción crotálida hacia la 

hemoaglutinina viral fue la titulación de la cepa del VPIB-3, la cual tras su previa 

incubación con la fracción aislada de A piscivorus, redujo su actividad 

drásticamente de 1 O 5
·
5 DICC 50% a 1 O 2 ·º DICC 50%. 

Las aparentes similitudes entre las proteínas estructurales virales y las 

fracciones hemoaglutinantes crotálidas se determinaron por la comparación de sus 

pesos moleculares a través de la electroforesis y por su reconocimiento a través 

de anticuerpos específicos anti-A piscivorus y A contortix, obtenidos tras la 

inmunización de conejos, mediante las pruebas de "western blot''. Francischetti et 

al., (1997), al aislar a una proteína denominada "convulxina" con actividad de 

lectina, de Crotalus durissus, informó que ésta consistía de una proteína única de 

72.0 kDa, que al ser sometida a condiciones reductoras manifestaba estar 

constituida por dos polipéptidos de peso molecular de 13.5 y 12.5 kDa. 

Hirabayashi et al., (1991 ), al aislar a la lectina de Crotalus atrox, informó de la 

presencia de una sola hemoaglutinina con peso molecular de 14.4 kDa en 

condiciones reductoras y de 31.0 kDa en condiciones no reductoras. Ogilvie et al., 

(1986), al aislar las lactinas de Lachesis muta y Dendroaspis jamesonii reportó que 
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ambas poseían pesos moleculares de 14.0 kDa en condiciones reductoras y 28.0 

kDa en condiciones no reductoras. Si bien los pesos moleculares informados por 

estos autores no son idénticos a los encontrados en el presente trabajo, si se 

aproximan con lo encontrado en los diversos corrimientos electroforéticos de la 

fracción hemoaglutinante de A piscivorus en condiciones reductoras, en los que el 

peso molecular fue de 20. 99 kDa. Por otro lado, en las pruebas de identidad de las 

fracciones hemoaglutinantes crotálidas y proteínas estructurales virales, se 

observó en ambos reactantes, bandas de aproximadamente 20.99 kDa que 

reaccionaron con los anticuerpos anti-A piscivorus, con una mayor afinidad hacia 

las correspondientes a la fracción crotálida. Sin embargo, el reconocimiento hacia 

la proteína viral también fue bastante claro cuando el antígeno se encontró a una 

alta concentración. 
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CONCLUSIÓN 

Los resultados obtenidos en el presente trabajo, nos llevan a concluir que si 

bien la actividad antiviral, a través del bloqueo de los receptores celulares, no es lo 

suficientemente adecuada, por el hecho de reducir el metabolismo, dicho efecto es 

mínimo, ya que no da cabida al efecto lítico viral. 

Por otra parte, se observó que, independientemente del bloqueo de los 

receptores celulares, también existe una alta actividad antiviral dada por la gran 

afinidad de la fracción hemoaglutinante hacia los carbohidratos presentes en la 

proteína viral, ya que la fracción no solo fue reconocida y adherida a la superficie 

viral, sino que también tuvo la capacidad de traspasar la membrana lipídica, 

creando su desintegración, con la subsiguiente extravasación de sus componentes 

vistos a través de la microscopía electrónica, así como por la reducción del título 

viral. 

Normalmente, para que los antivirales comerciales sean efectivos, deben 

emplearse en una forma preventiva, administrándose antes y/o al inicio de la 

infección. En el caso de la fracción crotálida contemplada como agente antiviral, 

aparentemente su uso no se limitaría a determinadas etapas, ya que por su alta 

afinidad hacia las proteínas virales, probablemente podría actuar en cualquier 

etapa de la infección. 
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5 - CONTROL NEGATIVO 

FIGURA 1.- Capacidad hemoaglutinante de los venenos crotálidos y no crotálido. La Línea 1 con 
diluciones de 1 :2 a 1: 128 del veneno A piscivorus, con clara aglutinación hasta 64 unidades. La 
Línea 2 en las mismas diluciones del veneno A co11torrix .. con aglutinación entre las 16 y 32 
unidades. Línea 3 con mis1nas diluciones de C sc11111/u111s .. con débil aglutinación a 2 unidades. 
Línea 4 con veneno Heloder111a .. sin efecto aglutinante. Línea 5 con control negativo con sólo 
solución salina y glóbulos rojos, así como Jos controles positivos (pozos S. 1 a 5.4) con los mismos 
venenos en concentración de 6.25 mg/ml (sin diluir). 

4 

\ 

FIGURA 2.- Daño '"in vivo .. causado por los venenos de crotálidos. Ratón l. control negativo al 
que se administraron 0.2 mi de solución salina estéril en músculo tibial. Ratón 2. inoculado con 
1.75 mg de C sc111ula111s. sin apreciación macroscópica de daño en el tejido del músculo tibial. 
Ratones 3 y 4 .. inoculados en mismas dosis con A piscivorza .. · y A co11torti.'.\· respectivamente .. con 
apreciación de edema masivo y equimosis .. con extensión aún 1nás allá del área de inoculación. 
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FIGURAS 3 a 6.- Cortes histológicos de músculo tibial de ratones inoculados con los diferentes 
venenos. En la Figura 3 se aprecia el corte del 1núsculo del ratón control negativo. al que se 
ad111inistró solo solución salina estéril. con una estructura intacta. La Figura 4 corresponde al corte 
del músculo inoculado con 1.75 ing/30 g de peso corporal de veneno A ¡~i.•·•civorus en donde se 
aprecia una necrosis total. infiltración de n1acrófagos y neutrófilos. congestión y hemorragia. La 
Fi~uru 5 corresponde al músculo inoculado en misma dosis con C ·'·cu111/a111.•;. con infiltrado 
discreto de macrófagos y algunos neutrófilos. La Figura 6 corresponde al músculo inoculado en 
1nisma dosis con A c:ontortix. con infiltrado de macróf3gos y neutrófilos. eritrocitos fuera de los 
vasos sanguíneos y sobre las fibras musculares y necrosis. 
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"In Vivo" Crotalus Agkistrodon Agkistrodon Heloderma 

scutulatus piscivorus contortix 

Capacidad 2 unidades 64 unidades 16 a 32 Negativa 

Hemoaglutinante unidades 

Dosis Máxima 1.75 mg/30g 2:4.0 mg/30g 2:4.0 mg/30g ;:o,;4.0mg/30g 

No letal peso corporal peso corporal peso corporal peso corp. 

Daño a Tejidos Sin daño Local y Local y No se 

Macroscópico aparente extensivo extensivo evaluó 

Daño a Tejidos Miositis Miositis Miositis No se 

Microscópico Multifocal Aguda Difusa Aguda evaluó 

Leve Severa Multifocal 

Severa 

"In Vitro" 

Dosis Máxima 0.390mg/ml 0,006mg/ml 0.012mg/ml Negativo 

Causante de 

Daño 

Dano Aglutinación y Aglutinación y Aglutinación Monocapas 

Observado Agrupamiento Agrupamiento Agrupamiento 100% Con-

Celular(+) Celular(+) Celular(+) fluentes (-) 

Cuadro 1 .- Resumen de las características principales de Jos venenos de serpientes 
crotálidas y del saurio Heloderma, sobre su actividad hemoaglutinante, dosis y grado de 
daño ~''in vivo'" tras su inoculación en músculo tibial de ratón, así como el grado de daño 
'"in vitro" por inoculación de monocapas 100% confluentes de células MDBK. 
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FIGURAS 7, H y 9.- Daño celular "in vitro" causado por los venenos crotálidos. La Figura 7 
corresponde a células MDBK inoculadas con A ¡1iscivorus a una concentración de 0.970 mg/mt en 
donde se aprecia una aglutinación y total desprendimiento del monocstrato celular. La Figura 8 
corresponde al mismo tipo de cultivo celular. inoculado con A piscivorus a una concentración de 
0.006 mg!ml. en la que se aprecia agrupamiento y desprendimiento del monoestrato. La Figura 9 
corresponde a células control negativo .. 1001X1 confluentes. 

! 
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GRÁFICA 1.- Patrón cromatográfico del veneno de A piscivorus, a una longitud de onda de 280 
nm, con apreciación de 1 S picos correspondientes a los dif"erentes componentes polipetidicos y 
proteicos; siendo el pico 12, con un tiempo de elusión de 6.04 minutos, el poseedor de la actividad 
hemoaglutinante. ' 

46 FALLli 



Línea 5 

Línea 4 

Línea 3 

Línea 2 

Línea 1 

H G F E D e B 

Control(-) y{+) 

Pico 14 

Pico 13 

:....J Pico 12 

A 

FIGURA 10.- Pruebas de aglutinación con glóbulos rojos de conejo al 2.5 o/c, en solución salina. de 
algunas de las proteínas o polipéptidos aislados de A piscivorus por HPLC. De derecha a izquierda 
(pozos A ---.H) se encuentran las diluciones de 1 :2 a 1 :256. En la Línea 2. correspondiente a la 
proteína (pico) doce. se aprecia hemoaglutinación hasta la dilución de 1 :64. correspondiente a 64 
unidades hemoaglutinantes de la fracción crotálida. Las l....íneas 1,. 3 y 4 corresponden a las 
proteínas (picos) 1 1. 13 y 14. en las que se aprecia una clara precipitación. En la Línea s. pozo SA. 
se encuentra el control positivo con veneno A pisch·orus completo a una concentración de 6.25 
rng/1111 y en el pozo 58. el control negativo con solución salina. 

FIGURA 11.- Daño .... ¡,, l'il·o·· causado por la fracción hen1oaglutinante aislada de A piscivorus. 
Ratón l .. control negativo al que se administró solución salina estéril. Ratones 2 :)º 3., inoculados 
con 4.25 µg de la fracción crotálida (pico 12 en HPLC). sin daño aparente a nivel macroscópico. 
Ratón 4. control positivo al que se inoculó veneno completo de A pisc:ivorus en dosis de 1.75 
mg/30 g de peso corporal. con cdc1na masivo y extravasación sanguínea. 
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FIGURAS 12 y 13.- Cortes histopatológicos de músculo tibial de ratón inoculados con la fracción 
hen1oaglutinantc .. teñidos bajo la técnica de 1--lcrnatoxilina-Eosina y apreciados con objetivo 20X. La 
Figuru 12 n>uestra el corte del músculo de ratón inoculado con 4.25 µg de la fracción aislada de A 
)Jisc.:ivorus .. sin cambios patológicos aparentes. mismos que se aprecian en el corte de] ratón control 
negativo de la Figura 13. al que se administraron 0.2 mi de solución salina estéril. 
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CONCENTRACIÓN DE LECTINA lll&fml 

GRÁFICA 2.- Detenninación de la viabilidad de cultivos MDBK posterior a la inoculación con la 
fracción hemoaglutinantc de A ¡1isch•or11s. 1ncdiantc la n1edición del metabolismo celular con MTT 
e interpretación a una longitud de onda de 492 11111. considerando con10 un 100°/o al metabolismo 
dado por los cultivos control. La Líncu Roju marca los porcentajes de viabilidad. dados para las 
concentraciones de 8.5 a 0.066 µg/ml de la fracción hemoaglutinantc. El daño celular se detectó con 
una variancia estadísticamente significativa para las concentraciones de R.5 y 4.25 µg/rnl de la 
fracción aislada con valores de 0.0389 y 0.0095. respectivamente. Mientras que a partir de las 
restantes concentraciones no existe variancia alguna. 
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DILUCIONES DEL VPIB-3 DE 10-• A 10-a 

GRÁFICA 3.- Viabilidad de células MDBK posterior a la infección con el VPIB-3. medida por la 
alteración del metabolismo celular con MTT y absorbancia a 492 nm. La numeración en el eje de 
las X indica las diluciones desde 1 0- 1 hasta 1 o-". La Línea Roja marca los porcentajes de viabilidad 
celular para las diluciones virales 10-1 a 1 o-M. El daño celular se detectó con una variancia 
estadísticamente significativa de las diluciones 10- 1 a 1 O_, con valores de O.O 146, O.O 1 15, 0.0063 y 
0.0048, mientras que a la dilución JO°' no fue significativa. 
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LECTINA A CONCENTRACIÓN DE 
l.062p&fml 

GRÁFICA 4.- Prueba de bloqueo de la replicación del VPJB-3 en células MDBK. mediante la 
inoculación con la fracción aislada de A pisci1•or11.\·~ detectada por tinción con MTT e interpretada 
por absorbancia. a una longitud de onda de 492 nm. La numeración en el eje de las X indica las 
diluciones del VPIB-3 desde lff.1 hasta JO"''. La Línea Azul corresponde a la fracción 
hemoaglutinantc control positivo en concentración de 4.25 µg/ml~ con un porcentaje de viabilidad 
del 58.69o/.,_ La Línea Rosa corresponde al control positivo del VPIB-3 en concentración 10-1

• con 
un porcentaje de viabilidad del 68.78'%. La Línea Roja corresponde a Jos porcentajes de viabilidad 
celular posterior al bloqueo viral. con Ja fracción crotálida a una concentración constante de J .062 
µg/ml y diluciones del VPIB-3 desde 10-.1 hasta 1 O-''. con reducción del metabolismo celular al 
análisis de varianeia. con valores de O.O 126_ O.O 123. 0.0072 y 0.0055. respectivamente. 
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FIGURAS 14 y IS .- Microscopia electrónica mostrando el efecto destructivo de la fracción 
crotálida sobre el VPIB-3. La Figura 14 muestra la tinción negativa con ácido fosfotúngstico de 
partículas del virus. bajo el efecto destructivo de la fracción aislada de A piscivorus en 
concentración de 1.062 µg/ml. en la que se aprecian 2 restos fantasmas de partículas virales y en 
todo el campo visual. restos de estructuras virales. La Figura IS muestra la tinción negativa del 
virus sin trata1niento, en la que se puede apreciar una partícula del VPIB-3 completa. con su 
nucleocápside en forma de hueso de arenque y ausencia de restos virales (25 OOOX). 
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FIGURA 16.- Electroforesis del veneno de A pisch·orus y de la fracción aislada. La Línea t 
manifiesta los pesos moleculares del veneno de A J7iscivorus con todos sus componentes proteicos y 
polipeptidicos. con la presencia de 8 diferentes bandas proteicas. con pesos moleculares que fueron 
desde los 92.59. hasta los 20.99 kDa. La Línea 2 contiene a la fracción aislada de A piscivorus a 
una concentración de 2. 125 µg/ml. y la Línea 3 muestra la misma fracción en concentración de 4.25 
µg/ml. En ambas se aprecia una banda de la proteína purificada. con un peso molecular de 20.99 
kDa. La Línea 4 muestra el control de pesos moleculares que fue desde los 201 hasta los 6.6 kDa. 
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FIGURA 17.- ··western blot" marcando la identidad entre la fracción crotálida aislada y una 
proteína estructural del VPIB-3. Las Líneas t. 2 y 3 corresponden al VPIB-3 en diluciones 1:16. 
1 :8 y 1 :4 respectivamente, en las que se aprecia el reconocimiento de la proteína de 20.99 kDa en 
las diluciones 1 :4 y 1 :8. Las Líneas 4 y 5 corresponden a células MDBK. en las que no se detecta a 
la proteína de 20.99 kDa .• pero sí se manifiestan otras bandas también presentes en el VPIB-3. al 
compararles con las líneas 2 y 3. La Línea 6 corresponde al marcador de pesos moleculares y que 
fue desde los 201 hasta los 6.6 kDa. Las Líneas 7 y 8 corresponden a las concentraciones de 4.25 y 
2.125 µg/ml de la fracción aislada de A piscivorus, con el reconocimiento de la proteína de 20.99 
kDa, al igual que la Línea 9., correspondiente a el veneno de A piscivorus. con todos sus 
componentes proteicos y polipeptídicos. 
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ANEXO 1 

Soluciones para dilución de venenos 

1.- Solución de Tyrodes 

1 g de Glucosa 

B g de NaCI 

0.05 g NaH2P04.H20 

1 g de NaHC03 

0.2 g de CaCl2 

O. 1 g de MgCl2 

0.1 g de KCI 

1 lt. De agua destilada estéril 

a un pH de7.4 

2.- Solución salina 

0.85 g de NaCI 

100 mi. De agua destilada estéril 

a un pH de 7.2 

Soluciones para la histopatologia 

3.- Formalina al 10°/o 

4 g de fosfato ácido de sodio monohidratado 

6.5 g de fosfato disódico anhidro 

1 O mi de formalina 

1 lt. de agua destilada 

4.- Formalina 

Formaldehído al 40% 

5.- Hematoxilina de Harris 

5 g de Hematoxilina en cristales 

50 mi de Etanol absoluto 

100 g de Alumbre de amonio o potasio 
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2.5 g de Oxido rojo de mercurio 

1 lt. de agua destilada 

6.- Eosina Alcoholica 

Solución concentrada 

1 g de Eosina y soluble en agua 

20 mi de agua destilada 

80 mi de Etanol al 96% 

Solución de trabajo 

1 parte de solución concentrada de eosina 

3 partes de etanol al 80% 

0.5% de ácido acético glacial 

7.-Alcohol ácido 

1 O mi de Acido clorhídrico 

1 lt de etanol al 70% 

8.- Agua amoniacal 

3 mi de Hidróxido de amonio al 28% (amoniaco) 

1 lt de agua destilada 

Soluciones para cultivos celulares 

9.- Medio de cultivo MEM 

1 lt. De Medio MEM "in Vitre" 

1 O % Suero Fetal Bovino 

5 % de Caldo de Tripticaseína y Fosfato 

0.8 g de NaHC03 estéril 

1 mi de mezcla penicilina/estreptomicina de 1 O 000 Ul/µg/ml 

Soluciones para la HPLC 

10.- Solvente A 

Acido trifluoroacético (TFA) al O. 1 % en agua grado HPLC 

11.- Solvente B 
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Acetonitrilo (ACN) con TFA al 0.1 o/o 

Soluciones para determinación de viabilidad celular 

12.- MTT 

5 mg MTT 3-(4, 5-Dimethyl-thiazol-2-Yl]-2, 5-diphenyltetrazolium bromide 

1 mi PBS 

13.- PBS 

B g NaCI 

0.2 g KCI 

2.9 g NaHPO~H20 

0.2 g KH2P04 

1 lt de agua 

pH 7.4 

Esterilización a 15 libras por 1 5 minutos 

14- sos 
15% w/v Dodecil Sulfato de Sodio 

0.02 M HCI 

Soluciones para microscopia electrónica 

15.- Glutaraldehido 

1 mi de glutaraldehido 

9 mi de PBS 

16.-Ácido Fosfotúgnstico 

2 g de ácido fosfotúgnstico 

100 mi de agua destilada 

Soluciones para electroforesis 

17.- Solución A.- BufferTris-HCI 3.0M, pH B.B 

18.3 g de Tris base 

O. 76 g de EDT A tetrasódico 

115 µI de TEMED 

Disolver en 35 mi. de agua destilada 
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Ajustar a pH 9.4 con HCI 

Aforar a 50 mi con agua destilada 

18.- Solución B.- Buffer Tris-HCI 0.5 M, pH 6.8 

3.029 g de Tris base Disolver en 35 mi de agua destilada 

Ajustar a pH 6.8 con HCI 

Aforar a 50 mi con Agua destilada 

19.- Solución C.-Acrilamida-Bis 30:0.8 (30%) 

15 g de Acrilamida 

0.4 g de Bisacrilamida 

50 mi de Agua destilada c.b.p. 

20.- Solución SOS 10% 

5 g de SOS 

50 mi de agua destilada c.b.p. 

21.- Solución de Persulfato de Amonio al 2% 

O. 1 g de Persulfato de amonio 

50 mi de agua destilada c.b.p. 

22.- Solución de bromofenol al 0.05% 

0.025 g de Azul de Bromofenol 

50 mi de agua destilada c.b.p. 

23.- Solución de corrimiento, pH 3.0 

3.029 g de Tris 0.025 M 

14.413 g de Glicina 0.192 M 

10 mi de SOS (10%) ó 1 g de SOS 

Disolver en +/- 800 mi de agua destilada 

Ajustar a pH de 3.0 con HCI 

Aforar a 1 lt con agua destilada 

24.- Solución de muestra 

0.0095 g de EDTA (2.5mM ó 1 mi EDTA 24 mM en 4 mi de agua 

5 mi de Agua destilada c.b.p. 

1.25 mi de Tris-HCI 0.5 M pH 6.8 

1 mi de Glicerol 
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2 mi de SOS al 10% 

0.5 mi de 2-b-mercaptoetanol 

0.25 mi de Azul de bromofenol 0.05% (w/v) 

10 mi total 

25.- Elaboración de geles 

Reactivo 

- Agua destilada 

- Tris-HCI, 1.5M, pH 8.8 

-SDS10% 

gel separador 

12°/o 

3.5ml 

2.5ml 

100 µI 

- Acrilamida/bisacrilamida 30% 

- Persulfato de Amonio 1 0% 

-TEMED 

Volúmen total 

4.0ml 

50 µI 

5 µI 

10ml 

Solución para electrotransferencia 

26.- Solución de electrotransferencia 

3.03 g de Trisma base 25 mM 

14.4 g de Glicina 102 mM 

200 mi deMetanol 

Aforar a 1 lt con agua destilada 

PH de 8.3 

Soluciones para "Westem blot" 

27.- Solución bloqueadora al 3% 

0.75 g de Albúmina bovina Fracción V 

25 mi de Agua destilada 

28.- Solución de lavado al 1 % 
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gel introductor 

3% 

6.1 mi 

2.5ml 

100 µI 

1.3 mi 

50 µI 

10 µI 

10 mi 
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1 O g de Albúmina bovina fracción V 

1 lt de Agua destilada 

29.- Cromógeno 

25 mg de diaminobenzidina 

50 mi de PBS 

50 µI de peróxido de hidrógeno al 30% 
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