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RESUMEN 

 

El cáncer es una enfermedad de origen multivariable y considerada como de gran 

importancia en el sector de salud pública de países desarrollados y en vías de 

desarrollo. En México el cáncer de mama de encuentra entre los primeros lugares 

con respecto a la incidencia, mortalidad y prevalencia, por lo que se precisan nuevas 

estrategias tanto para el diagnóstico como el tratamiento de la enfermedad. En ese 

sentido, la nanomedicina ha proporcionado nuevas estrategias para aumentar la 

efectividad de ciertos medicamentos anticancerígenos, entre las cuales destaca el 

encapsulamiento de fármacos en micro y nanopartículas poliméricas 

biodegradables. Adicionalmente, en los últimos años se ha reportado un incremento 

de fármacos de origen proteico aprobados por la Administración de Medicamentos 

y Alimentos (FDA por sus siglas en inglés) de Estados Unidos de América, y de 

manera similar, se ha reportado que algunas familias de toxinas provenientes de 

venenos de serpientes presentan actividad anticancerígena. En el presente trabajo 

desarrollamos un sistema de encapsulamiento de toxinas del veneno de la víbora 

de cascabel cola negra norteña, Crotalus molossus, así como de crotamina 

proveniente de la víbora de cascabel del pacífico, Crotalus culminatus, dentro de 

nanopartículas de PLGA. Se caracterizó el veneno, la crotamina y NPs PLGA-

Veneno y PLGA-Crotamina, mediante técnicas fisicoquímicas y se evaluaron sus 

actividades biológicas y citotóxicas en la línea de carcinoma mamario ductal 

infiltrante, T-47D. Se obtuvieron NPs con un tamaño ~300 nm, monodispersas (PDI: 

0.1 – 0.2) con carga superficial negativa (ζ: ~ -30 mV), así como una alta eficiencia 

de encapsulación. Se determinó una IC50 para el veneno de C. molossus en 1.55 

µg/mL y PLGA-Veneno en 22.24 µg/mL. Adicionalmente, se determinó una 

liberación sostenida del veneno de C. molossus de la matriz de PLGA, liberándose 

un ~25 % en un lapso de 72 h, y, una liberación bifásica por de crotamina, 

liberándose un ~40 % en 24 h y hasta un ~50 % a 72 h. En conclusión, el veneno 

de C. molossus y las NPs PLGA-Veneno lograron disminuir la viabilidad celular de 

las células cancerígenas T-47D. En ese sentido, la crotamina y NPs PLGA-
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Crotamina también lograron dicha disminución, pero en menor medida, por lo que 

sugerimos realizar más estudios al respecto. Los resultados son prometedores para 

continuar investigando el potencial farmacológico de las toxinas de víboras de 

cascabel mexicanas como fuentes de agentes anticancerígenos, así como el 

sistema de encapsulamiento como una forma segura y efectiva de transporte de 

drogas. 
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ABSTRACT 

 

Cancer is a disease of multivariable origin and considered to be of great importance 

in the public health sector of developed and developing countries. In Mexico, breast 

cancer is among the first places regarding its incidence, mortality, and prevalence, 

therefore new strategies are needed for diagnosis and treatment in the country. In 

that matter, nanomedicine has provided strategies to increase the effectiveness of 

certain anticancer drugs, such as encapsulating drugs in biodegradable polymeric 

micro and nanoparticles. Additionally, in recent years an increase in FDA-approved 

protein-based drugs has been reported, and similarly, some families of toxins from 

snake venoms have been reported to exhibit anticancer activity. In the present work 

we develop a system of encapsulation of toxins of the venom of the northern black-

tailed rattlesnake, Crotalus molossus, and crotamine from the Pacific rattlesnake, 

Crotalus culminatus, within PLGA nanoparticles. The venom, crotamine and NPs 

PLGA-Venom and PLGA-Crotamine were characterized by physicochemical 

techniques and their biological and cytotoxic activities were evaluated in infiltrating 

ductal mammary carcinoma cell-line, T-47D. NPs with a size of ~300 nm, 

monodisperse (PDI: 0.1 – 0.2) and negative surface charge (ζ: ~ -30 mV) were 

obtained, both systems with high encapsulation efficiencies. An IC50 was determined 

for C. molossus venom at 1.55 μg/mL and PLGA-Venom at 22.24 μg/mL. 

Additionally, it was determined that C. molossus venom underwent a sustained 

release from the PLGA matrix quantifying ~25 % at 72 h, and, crotamine on the other 

hand had a biphasic release with ~40 % at 24 h and ~50 % at 72 h. In conclusion, 

C. molossus Venom and PLGA-Venom NPs effectively lowered the T-47D cancer 

cells viability. In that sense, both crotamine and PLGA-Crotamine NPs were able to 

lower the cells viability, but in a lower manner, hence we recommend more studies 

to further understand why. The results are promising for further investigation of the 

pharmacological potential of Mexican rattlesnake toxins as sources of anticancer 

agents, as well as the use of PLGA NPs as a safe and effective form of drug delivery 

systems. 
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CAPÍTULO 1 

1.1 INTRODUCCIÓN 

 

El cáncer se considera como unas de las principales causas de muerte tanto en 

países desarrollados, como algunos en vías de desarrollo (World Health 

Organization, 2023). Por ello, se ha estudiado profundamente su biología (Nunes et 

al., 2018) y diversos grupos de investigación buscan continuamente mejorar el 

tratamiento de estas enfermedades.  

Entre las estrategias que se han empleado para mejorar el tratamiento, 

destacan los avances en nanomedicina (Abbasi Kajani et al., 2021). La 

nanomedicina ha destacado en los últimos años debido a los avances en el diseño 

y desarrollo de biomateriales que permiten mejorar la actividad farmacéutica de 

algunas moléculas (Abdel-Mageed et al., 2021), como es el caso de la 

encapsulación de medicamentos para una liberación prolongada (Ansary et al., 

2017) o bien, el uso del efecto de permeabilidad y retención aumentada (EPR por 

sus siglas en inglés) de tumores sólidos (Subhan et al., 2021). 

Uno de los biomateriales aprobados por la FDA para su desarrollo en 

fármacos dirigidos a humanos (Namiot et al., 2023) es el ácido poli-(láctico-co-

glicólico) o PLGA. Este poliéster es capaz de formar micro y nanopartículas capaces 

de encapsular tanto moléculas hidrofóbicas como hidrofílicas (Makadia & Siegel, 

2011) dependiendo de la técnica de síntesis empleada. Específicamente para el 

caso de moléculas hidrofílicas como péptidos y proteínas, se suele emplear una 

técnica de doble emulsión con evaporación de solvente (Iqbal et al., 2015). 

Por otra parte, ciertos péptidos y proteínas se han reportado con excelente 

bioactividad con interés farmacéutico (Danquah & Agyei, 2012). La FDA ha 

aprobado hoy en día más de 20 medicamentos de origen proteico. Entre las 

principales limitantes para de utilizar péptidos/proteínas como fármacos es su 

completa caracterización, los cortos tiempos de vida media en circulación 

sanguínea, así como posibles reacciones inmunogénicas. Sin embargo, también 

presentan ciertas ventajas sobre otros tipos de moléculas, por ejemplo, una alta 
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especificidad hacia ciertas células o tejidos, así como bioprocesos (biosíntesis de 

moléculas, señalización celular, activación de rutas metabólicas, entre otros), y 

claro, ser altamente solubles en medios acuosos. (Al Musaimi et al., 2021). 

Adicionalmente, una fuente sumamente rica en péptidos y proteínas con 

actividad farmacológica son los venenos de serpientes (Calderon et al., 2014; 

Jimenez Canale et al., 2022B). Destacan en el continente americano los venenos 

de serpientes de la familia Viperidae, donde podemos encontrar las nauyacas 

(Bothrops spp.), víboras de pestañas (Bothriechis spp.) y víboras de cascabel 

(Crotalus spp.). México es el país que cuenta con mayor número de especies de 

víboras de cascabel en el mundo, y solamente en el estado de Sonora se han 

descrito 11 especies (Lemos-Espinal et al., 2019). Recientemente se han 

caracterizado algunos de los componentes principales de los venenos de víboras 

de cascabel (Deshwal et al., 2021) y anteriormente se ha demostrado que algunos 

de ellos presentan actividad anticancerígena in vitro e in vivo (Calderon et al., 2014). 

Con el fin de avanzar en el estudio del uso de venenos de serpientes para el 

tratamiento de cáncer, en el presente trabajo se evaluó la actividad citotóxica tanto 

del veneno de la serpiente de cascabel cola negra (Crotalus molossus) y crotamina, 

una fracción de interés proveniente del veneno de la serpiente de cascabel del 

pacífico (C. culminatus), como en sus formas encapsuladas en NPs de PLGA, en 

líneas tumorales de cáncer de mama. Para ello se cultivaron células de la línea de 

carcinoma mamario ductal infiltrante, T-47D, las cuales representan un modelo in 

vitro de carcinoma ductal.  
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1.2 OBJETIVOS 

1.2.1 Objetivo general 

 

Evaluar la actividad citotóxica de toxinas del veneno de serpientes de 

cascabel (Crotalus spp.), encapsulado en nanopartículas de PLGA. 

 

1.2.2 Objetivos específicos 

 

1.- Determinar el contenido de proteínas del veneno de Crotalus molossus de 

ejemplares provenientes de Hermosillo, Sonora, México, mediante LC-MS/MS y 

SDS-PAGE. 

2.- Sintetizar nanopartículas poliméricas de PLGA mediante un proceso de doble 

emulsión-evaporación de solvente encapsulando veneno de C. molossus y 

crotamina proveniente de C. culminatus. 

3.- Caracterizar las NPs obtenidas mediante técnicas fisicoquímicas como DLS, 

AFM, UV-VIS y FT-IR. 

4.- Evaluar mediante ensayos de actividad hemolítica directa e indirecta la 

biocompatibilidad del veneno de C. molossus, crotamina y de las NPs PLGA-

Veneno y PLGA-Crotamina. 

5.-Evaluar la cinética de liberación del veneno encapsulado en las NPs PLGA-

Veneno y PLGA-Crotamina mediante cuantificación de proteína en sobrenadante 

por el método del ácido bicinconínico (BCA). 

6.- Determinar la actividad citotóxica del veneno, y NPs PLGA-Veneno, mediante 

ensayos de MTT en células de carcinoma mamario ductal infiltrante (T-47D). 



 

7 

 

CAPÍTULO 2 

2.1 ANTECEDENTES 

2.1.1 Cáncer 

La palabra “cáncer” define al conjunto de malestares causados por el crecimiento 

de células neoplásicas (tumores) malignas en algún tejido. Estas células 

transformadas han perdido su capacidad de morir de manera natural (apoptosis) y 

crecen de manera descontrolada. La transformación de estas células normales a 

malignas puede estar ligada a procesos y rutas altamente conservadas en células 

que permiten una buena comunicación celular. En ese sentido, fallos en dichos 

procesos o rutas se han propuesto como puntos clave para la iniciación del 

desarrollo tumoral. Es importante hacer énfasis en que el cáncer se diferencia de 

otras enfermedades formadoras de tumores benignos, por su capacidad de invadir 

tejidos vecinos o secundarios, proceso que se denomina como metástasis (Arvelo 

& Cotte, 2006; Calderon et al., 2014; Trigos et al., 2018).  

El cáncer es una de las principales causas de muerte en países desarrollados 

y subdesarrollados. En el año 2020, la Organización Mundial de la Salud, mediante 

el Centro Internacional de Investigaciones sobre el Cáncer (IARC por sus siglas en 

inglés), estimaron más de 15 millones nuevos casos de cáncer, así como más de 9 

millones de muertes debido a esta enfermedad (figura 1 y 2, respectivamente). 

Adicionalmente, se ha reportado que los gastos relacionados a estas enfermedades 

superan el trillón de dólares a nivel mundial, por lo que debemos de considerar el 

efecto no solo en la salud pública, sino también en la economía mundial y nacional 

(Bray et al., 2018; Padilla-Raygoza et al., 2020).  
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Figura 1. Mapa de incidencia por cáncer en el mundo para el año 2020, considerando 

toda la población (imagen modificada de Cancer Today). 

 

Figura 2. Mapa de mortalidad por cáncer en el mundo para el año 2020, considerando 

toda la población (Imagen modificada de Cancer Today). 

 



 

9 

 

 Las causas que originan esta enfermedad son multifactoriales; si bien se ha 

reportado que el origen de la transformación celular puede estar relacionado con la 

herencia genética, existen factores de riesgo (FR) que ayudan a promoverlo. Entre 

los FR mejor estudiados y reconocidos destacan el sedentarismo, tabaquismo y 

alcoholismo. Un índice de masa corporal (BMI por sus siglas en inglés) elevado, 

puede ser indicador de sobrepeso y obesidad en un paciente, lo cual se considera 

como un factor de riesgo importante, ya que puede estar relacionado con una dieta 

no óptima y/o falta de actividad física. Por otro lado, se ha reportado que los cigarros 

pueden contener más de 50 agentes carcinogénicos. Estudios han reportado una 

asociación de cerca del 30 % de las muertes causadas por cáncer al tabaquismo. 

Cabe mencionar que el tabaquismo secundario (exposición de personas no 

fumadoras al humo de cigarro) también es considerado como un factor de riesgo. 

Adicionalmente, el consumo excesivo de alcohol es reconocido como un causante 

de cáncer de la cavidad oral del tracto digestivo (boca, faringe, laringe, esófago) así 

como de órganos relacionados con la digestión (estómago, hígado, colon y recto, 

entre otros) (Padilla-Raygoza et al., 2020). 

Se ha reportado que la mayoría de las personas comienzan el tratamiento 

contra el cáncer alrededor de 35 días después de haber notado síntomas propios 

de una enfermedad grave y ser diagnosticados. Específicamente se observó el inicio 

de la terapia a los 25 y 35 días para el cáncer gastro-esofágico y de pulmón 

respectivamente, mientras que para el cáncer urinario y colorrectal fue de 59 y 49 

días respectivamente. Aquellos pacientes que prolongaron el tiempo para atender 

los síntomas de la enfermedad presentaron un índice de mortalidad más alto que 

aquellos que se atendieron de manera más pronta. Uno de los principales 

problemas para el diagnóstico de cáncer es la detección temprana del mismo. Hoy 

en día las principales técnicas de diagnóstico diferenciado se basan en la 

imagenología de rayos X, resonancia magnética nuclear, colonoscopia, así como la 

obtención de biopsias y análisis de tejidos. El principal problema con estas técnicas 

es que carecen de sensibilidad y especificidad para una detección en las etapas 

iniciales de cáncer. Por otro lado, existen técnicas como tomografías por emisión de 

positrones (PET por sus siglas en inglés) que han reportado una alta tasa de 
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sensibilidad. Sin embargo, la necesidad de equipos altamente especializados, así 

como del personal requerido para operarlos e interpretar los resultados, dificulta un 

poco su uso con respecto a las técnicas previamente mencionadas (Dregan et al., 

2013; Groheux & Hindie, 2021). 

Si bien es de vital importancia obtener nuevos métodos diferenciales de 

diagnóstico para estas enfermedades, es de igual importancia el tratamiento 

específico de la enfermedad. Las tres principales estrategias actualmente 

empleadas para ello son la cirugía, radioterapia y quimioterapia. En particular, el 

desarrollo de nuevos fármacos recae en el campo de la quimioterapia. De manera 

general, los agentes quimioterapéuticos, comúnmente denominados como 

medicamentos anticancerígenos, se clasifican según su mecanismo de acción. 

Entre ellos se encuentran los agentes alquilantes (oxafosforinas, mostazas de 

nitrógeno, hidrazina, etc.), antimetabolitos (antagonistas de pirimidina, antagonistas 

de purinas, análogos de purinas, etc.), inhibidores de topoisomerasas I y II 

(irinotecan y topotecan, etopósido y tenipósido, respectivamente), inhibidores del 

huso mitótico (taxanos y vinca alcaloides) y otros, caracterizados por presentar 

mecanismos de acción no homogéneos, aquí destacan algunas enzimas como la L-

asparaginasa, inhibidores de proteosoma y antibióticos antineoplásicos como las 

antraciclinas (Bukowski et al., 2020). En la figura 3 se representan algunos de los 

medicamentos mencionados, y de manera general, su mecanismo de acción en el 

ciclo celular. 
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Figura 3. Medicamentos anticancerígenos y su mecanismo de acción en el ciclo celular. 

Uno de los factores limitantes más importantes para la administración de 

fármacos antitumorales actualmente aprobados por agencias reguladores como la 

Administración de Alimentos y Medicamentos y la Asociación Médica Europea (FDA 

y EMA, por sus siglas en inglés, respectivamente), es la dificultad que estos 

presentan para diferenciar a células malignas de normales, produciendo efectos 

secundarios como se muestra en la figura 4. Adicionalmente, algunos de estos 

fármacos son poco solubles en agua, son poco estables en circulación sanguínea 

y/o costosos de producir. En ese sentido, se han propuesto diversas estrategias en 

las últimas décadas para mejorar la farmacocinética y farmacodinamia de estos 

medicamentos. Entre ellas se ha sugerido usar anticuerpos para ayudar a dirigir 

medicamentos a tejidos específicos, sin embargo, la inestabilidad genética de los 

tumores les confiere defensas naturales ante ellos conforme transcurre el tiempo. 

Por otra parte, una de las principales corrientes actuales para el desarrollo de 

mejores fármacos se basa en el diseño de nuevos sistemas de transporte y 

liberación de agentes activos para lo cual se ha propuesto el uso de moléculas como 

anticuerpos, péptidos penetradores de células (CPPs por sus siglas en inglés), 
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toxinas provenientes de plantas y animales, entre otros (Bell et al., 2014; Biswas et 

al., 2014). 

 

Figura 4. Principales efectos secundarios derivados de la aplicación de algunos agentes 

quimioterapéuticos. 

Cabe destacar, como se representa en la figura 4, que todos los 

medicamentos antitumorales presentan efectos secundarios, los cuales pueden 

variar desde neuropatías periférica, hasta cardiotoxicidad y daño pulmonar. Lo 

anterior representa una gran área de oportunidad en la mejora de medicamentos 

para este tipo de enfermedades. Queda claro entonces que el mejoramiento de 

transportadores de fármacos es de gran interés en el sector farmacéutico. Una de 

las tantas formas en que se ha propuesto lo anterior, es combinar medicamentos 

con biomateriales, lo cual puede mejorar las propiedades farmacológicas. Por 

ejemplo, la encapsulación de medicamentos poco solubles en agua dentro de micro 

o nanopartículas puede aumentar significativamente su solubilidad acuosa, 

mejorando así su farmacocinética (Abbasi Kajani et al., 2021). 
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2.1.2 Nanopartículas y Nanomedicina 

La nanotecnología es una ciencia interdisciplinaria que trabaja en una magnitud de 

1 x 10-9 m. Es un área multi e interdisciplinaria en donde convergen conocimientos 

de química, física y biología, así como de muchas otras ciencias y ramas. Los 

avances proporcionados por la nanotecnología han permitido desarrollar nuevos 

materiales capaces de solucionar problemas de gran interés como energéticos, 

ecológicos y médicos. En la figura 5 se muestra una representación comparativa 

con una escala de tamaño. Destacan entre los 1 y 1000 nanómetros una variedad 

de nanoestructuras conocidas como nanopartículas (NPs). Una rama de la 

nanotecnología que ha sobresalido en las últimas décadas es la nanomedicina. La 

combinación de conocimientos de las ciencias previamente mencionadas con la 

medicina ha permitido la obtención de materiales de gran interés farmacológico 

(Biswas et al., 2014; Tran et al., 2017). 

 

Figura 5. Escala de trabajo en Nanotecnología y nanoestructuras. 

Un gran número grupos de investigación han trabajado en el diseño y 

mejoramiento de transportadores de fármacos basados en su asociación con NPs. 
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Por ejemplo, se ha reportado que la encapsulación de fármacos en NPs de 

quitosano, alginato, o NPs lipídicas puede mejorar el efecto terapéutico de algunos 

medicamentos. Asimismo, una de las ventajas más notorias que se han reportado 

del uso de NPs para futuros tratamientos contra el cáncer, es la explotación del 

efecto de permeabilidad y retención aumentada (EPR por sus siglas en inglés), que 

se presenta en tumores sólidos. Los tumores suelen presentar una matriz 

extracelular muy distinta a la de células no transformadas, confiriéndoles un 

microambiente tumoral con un sistema linfático poco óptimo (pobre drenaje celular, 

aumentando la retención de ciertas partículas). Adicionalmente, se ha reportado que 

ciertas células tumorales presentan una mayor permeabilidad, por lo cual endocitan 

con gran facilidad y en mayor cantidad que células normales, partículas con 

tamaños > 500 nm. La combinación de un tamaño óptimo de NPs, así como un 

sistema de drenaje pobre, hacen que el efecto EPR potencialice el efecto 

terapéutico de algunos nanomedicamentos. Como se mencionó anteriormente, se 

pueden obtener NPs y asociarlas a moléculas de interés de diversos biomateriales, 

tales como quitosano (Cs), alginato de sodio (ALG), ácido láctico (PLA), ácido 

glicólico (PGA) y ácido poli(láctico-co-glicólico) (PLGA) (Butreddy et al., 2021; 

Maeda, 2021; Teran-Saavedra et al., 2020). 

El ácido poli-(D-L-láctico-glicólico) (PLGA), figura 6, es probablemente uno 

de los polímeros más estudiados como vehículo transportador de fármacos. Lo 

anterior se debe a que se considera como un material biodegradable y 

biocompatible (la FDA y EMA lo categorizan como un material seguro), en la tabla 

1 se muestran medicamentos con PLGA en su formulación. Se ha descrito que la 

internalización celular de NPs de PLGA se lleva a cabo por medio de pinocitosis, 

así como endocitosis regulada por la proteína clatrina, la cual forma parte del 

recubrimiento de las microcavidades de membranas celulares donde se sitúan 

receptores de lipoproteínas. Es importante denotar que la hidrólisis de este polímero 

sintético genera monómeros de los ácidos láctico y glicólico, los cuales son 

fácilmente metabolizados durante el ciclo de Krebs (Astete & Sabliov, 2006; Dangi 

& Shakya, 2013; Mohammadi-Samani & Taghipour, 2015). 
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Figura 6. Estructura molecular del ácido poli-(D-L-láctico-co-glicólico) (PLGA). 

 Una ventaja de usar PLGA con respecto a otros compuestos, es que se 

pueden encapsular tanto moléculas hidrofóbicas como hidrofílicas, ambas con altas 

eficiencias de encapsulación (EE%). Dependiendo de los porcentajes de los 

monómeros que componen el PLGA, es posible controlar las características 

fisicoquímicas de las NPs. En ese sentido, las NPs de PLGA nos permiten trabajar 

en una gran gama de posibilidades, al poder controlar la estabilidad dentro de un 

sistema, sus perfiles de liberación, así como una vectorización pasiva/activa hacia 

un sitio de interés. Se pueden obtener NPs de PLGA empleando métodos como la 

nanoprecipitación así como emulsión sencilla y doble con evaporación de solvente. 

En el caso de la emulsión sencilla, se ha demostrado que es una técnica efectiva 

para la encapsulación de moléculas hidrofóbicas. Por otro lado, la técnica de 

emulsión doble ha sido la preferida para la encapsulación de compuestos 

hidrofílicos, como péptidos y proteínas (Allahyari & Mohit, 2015; Danhier et al., 

2012). 
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Tabla 1. Medicamentos aprobados por la FDA basados en nanopartículas, incluyendo 

PLGA. 

Medicamento Material Indicación Referencia 

Atrigel (triptorelina) PLGA 

Pacientes con cáncer 

de próstata o 

endometriosis 

(Center for Drug 

Evaluation and 

Research, 2023) 

Onivyde (irinotecán) Liposoma – PLGA 
Pacientes con cáncer 

de páncreas 

DepoDur (sulfato de 

morfina) 
Liposoma – PLGA 

Alivio de dolor 

postoperatorio 

Doxil (doxorrubicina) Liposoma - PLGA 
Pacientes con cáncer 

de mama u ovario 

Abraxane (paclitaxel) Albúmina – PLGA 
Pacientes con cáncer 

de mama o páncreas 

 

 Al controlar los parámetros de la síntesis, como la concentración de PLGA, 

concentración de péptido/proteína, volumen de fase acuosa y tiempos de 

homogenización/sonicación se puede controlar tanto el tamaño como la EE%. 

Algunos péptidos/proteínas que se encuentran presentes tanto en plantas 

como en animales, se han estudiado a profundidad por sus actividades 

antibacterianas, antiparasitarias, cardiometabólicas y anticancerígenas. Una 

ventaja que ofrecen estas moléculas en contraste con otros medicamentos es que 

pueden llegar a presentar sitios de acción sumamente específicos en tejidos, así 

como su alta solubilidad en agua. Sin embargo, algunas de las claras desventajas 

son su inestabilidad en ambientes hostiles (cambios de pH, presencia de enzimas 

proteolíticas, etc.), su actividad citotóxica en tejidos sanos, así como su 

inmunogenicidad. Considerando que la encapsulación de estas moléculas dentro 

de NPs de PLGA puede conferir una barrera protectora contra estos efectos 

adversos, podemos entonces comenzar a visualizar una enorme gama de 

oportunidades para desarrollar una nueva línea de fármacos anticancerígenos 

(Allahyari & Mohit, 2015; Dingman & Balu-Iyer, 2019; Mohammadi-Samani & 

Taghipour, 2015). 
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2.1.3 Venenos de Serpientes 

México cuenta con una gran diversidad de especies de reptiles donde destacan por 

factores culturales, ambientales y sociales, las serpientes. Las serpientes son 

animales escamados ectotérmicos (dependen de la temperatura externa para 

regular su homeostasis) y elongados, sin extremidades, como se observa en la 

figura 7. En México se han descrito 447 especies, convirtiéndolo en el país con la 

mayor diversidad de serpientes en el mundo. Adicionalmente, cabe destacar que 

algunas de estas especies producen venenos en glándulas especializadas, el cual 

utilizan tanto para defensa como para inmovilización de presas (Jimenez Canale et 

al., 2022B; THE REPTILE DATABASE, 2023). 

 

Figura 7. Fotografías de serpientes mexicanas. (A) Serpiente rey mexicana (Lampropeltis 

nigrita), (B) Chicotera sonorense (Masticophis bilineatus), (C) Serpiente narizona/Falsa 

coralillo (Rhinocheilus lecontei) y (D) Cascabel de Mojave (Crotalus scutulatus). 

 

 Existe una necesidad notoria de continuar estudiando a los venenos de 

serpientes. Lo anterior debido a que la composición de ellos está directamente 

ligada a los síntomas clínicos que se desarrollan post mordedura. Ciertos grupos de 

investigación han estudiado, caracterizado y evaluado exhaustivamente venenos de 

serpientes mexicanas, lo cual representa un pequeño, pero muy significativo, 
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avance con respecto al número de especies con las que cuenta el país. En ese 

sentido, en México contamos con la presencia de 93 especies de serpientes 

consideradas de importancia médica (su mordedura causará estragos en la salud 

tales que requieran atención médica), repartidas en dos familias: Viperidae con 76 

especies y Elapidae con 17 especies. La familia Elapidae es reconocida a nivel 

mundial porque dentro de ella se encuentran serpientes como las cobras africanas 

y asiáticas, así como las mambas negras y verdes, y serpientes marinas. Por otro 

lado, en la familia Viperidae se encuentran serpientes que comúnmente conocemos 

como víboras, todas cuentan con la presencia de fosetas loreales capaces de 

percibir calor de organismos. Un claro ejemplo de estas últimas víboras son las 

víboras de cascabel (Crotalus spp., y Sistrurus spp.) (Castro et al., 2020; Jimenez 

Canale et al., 2022B; Sánchez et al., 2020; THE REPTILE DATABASE, 2023). 

 México es el país que tiene mayor diversidad de especies de víboras de 

cascabel en todo el mundo, por lo que estudiar, caracterizar y evaluar los venenos 

de estas serpientes de manera sistemática es imprescindible para el 

aprovechamiento de sus componentes. Con respecto a lo anterior, debemos de 

considerar que estas serpientes ocasionan un número importante de mordeduras al 

año (~4000 según el (Boletín Epidemiológico Sistema Nacional de Vigilancia 

Epidemiológica Sistema Único de Información | Secretaría de Salud | Gobierno | 

Gob.Mx, 2023), y como se mencionó anteriormente, los componentes de los 

venenos son los que desencadenan distintos cuadros clínicos para pacientes 

mordidos. En ese sentido, es importante considerar que los componentes que 

ocasionan los diferentes síntomas clínicos derivados de la mordedura de una víbora 

de cascabel (neuro, hemo y citotoxinas), pudieran ser candidatos a fármacos, como 

se muestra en la figura 8. 
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Figura 8. Esquema del uso de venenos de víboras de cascabel para desarrollo 

farmacéutico. 

 

 El uso de venenos de serpientes es una práctica ancestral, la cual se ha 

reportado en varias culturas. Adicionalmente, hoy en día se cuenta con 

medicamentos los cuales están basados en péptidos/proteínas provenientes de 

venenos de animales, los cuales se enlistan en la tabla 2. Para comenzar a 

visualizar su uso como medicamentos primero debemos definir qué es un veneno y 

qué propiedades presentan con características farmacológicas. Los venenos son 

mezclas complejas de biomoléculas como azúcares, lípidos, ácidos nucleicos, y 

principalmente péptidos y proteínas. Estos últimos son los principales causantes del 

desarrollo de síntomas clínicos derivados de su mordedura. Al ser de carácter 

proteico, las toxinas presentes en los venenos son sumamente variables, 

reportándose inclusive cambios ontogenéticos (con respecto al desarrollo del 

organismo), por sexo, distribución de la especie, entre otros (Anke Kaufmann et al., 

2013; Borja et al., 2018; Fry, 2015). 
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Tabla 2. Medicamentos basados en toxinas de venenos de animales, aprobados por la 

FDA.  

Medicamento Especie de origen Blanco de Tratamiento Referencia 

Capoten (Captopril) Bothrops jararacá 

Inhibidor de ACE utilizado para 

tratar hipertensión e insuficiencia 

cardiaca congestiva 

(Center for 

Drug 

Evaluation 

and 

Research, 

2023) 

Byetta (Exenatida) 
Heloderma 

suspectum 

Medicamento inyectable para el 

tratamiento de diabetes tipo 2 

Prialt (Ziconotida) Conus magus 
Medicamento no opioide para el 

tratamiento de dolor crónico severo 

Aggrastat (Tirofiban) Sistrurus miliarus 

Medicamento antiplaquetario 

utilizado para la prevención de 

coágulos 

Exanta 

(Ximelagatran) 
Echis carinatus 

Medicamento anticoagulante 

utilizado para la prevención de 

coágulos 

 

 Estudios anteriores han determinado que los componentes mayoritarios de 

los venenos de víboras de cascabel son familias de toxinas como las fosfolipasas 

A2 (PLA2s), metaloproteasas (SVMPs), serinoproteasas (SVSPs) así como L-

aminoácido oxidasas (LAAOs), lectinas de tipo C (CTLs) y proteínas secretoras ricas 

en cisteína (CRiSPs) como se muestra en la figura 9. (Tasoulis & Isbister, 2022). 

Adicionalmente, muchas de estas familias de toxinas se ha reportado que pueden 

presentar actividad citotóxica in vitro e in vivo sobre células tumorales. En algunos 

casos reportados, los mecanismos moleculares de dicha actividad están por 

definirse. Por otro lado, el empleo de algunas de estas toxinas ya se encuentra en 

fases clínicas en humanos, fortaleciendo la idea del potencial farmacológico que 

pueden presentar para diferentes malestares. 
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Figura 9. Representación gráfica de abundancia relativa de familias de toxinas presentes 

en veneno de serpientes del género Crotalus spp. (imagen modificada de Tasoulis & 

Isbister, 2017). 

 Es importante destacar que los mecanismos moleculares por los cuales 

algunas de estas familias de toxinas, así como toxinas aisladas y purificadas, 

presentan actividad citotóxica en líneas tumorales no se ha estudiado a profundidad. 

Sin embargo, lo anterior no ha detenido los esfuerzos por desarrollar nuevos 

biofármacos con origen en venenos de estos organismos. En la tabla 3 se presentan 

algunas toxinas provenientes de venenos de serpientes las cuales han llegado a 

alguna fase clínica, para diferentes enfermedades. 
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Tabla 3. Toxinas provenientes de serpientes que han sido evaluadas en fases clínicas en 

humanos. 

Medicamento Especie de origen Blanco de Fase Clínica Referencia 

Crotoxina 
Crotalus durissus 

terrificus 

Neurotoxina dimérica, se ha 

estudiado por sus efectos 

analgésicos en pacientes con 

cáncer, así como su potencial 

anticancerígeno 

(Celtic Biotech 

Ltd, 2018) 

Batroxobina Bothrops atrox 

Enzima proteolítica, se ha 

evaluado su potencial uso como 

agente anticoagulante 

(Meng, 2020) 

Ancrod 
Calloselasma 

rhodostoma 

Enzima serina proteasa, se ha 

evaluado su potencial uso como 

agente anticoagulante 

(Neurobiological 

Technologies, 

2009) 

Eptifibatida Sistrurus miliarus 

Péptido pequeño, aprobada por 

la FDA como agente 

antiplaquetario para prevenir 

coágulos sanguíneos 

(Pancioli, 2015) 

 

Por otro lado, la crotamina es una α-neurotoxina caracterizada por primera 

vez del veneno de la víbora de cascabel tropical brasileña Crotalus durissus 

terrificus. La crotamina se ha reportado como una molécula de alto interés 

biotecnológico, como se muestra en la figura 10, debido a su capacidades 

antibacterianas, antifúngicas, antiparasitarias y antitumorales. El perfil catiónico de 

esta α-neurotoxina, su tamaño y masa molecular pequeños, así como alto contenido 

de aminoácidos básicos (Arg y Lys) le proporcionan características de péptido 

penetrador de células (CPP por sus siglas en inglés). Específicamente, se ha 

reportado que la crotamina tiene una internalización selectiva a células en altas 

tazas de proliferación (fases G1/S), sin afectar de manera significativa a células 

normales no transformadas, convirtiéndola en una molécula con gran interés 

farmacéutico (Marinovic et al., 2017). 
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Figura 10. Estructura 3D de crotamina y sus posibles usos en Biología y Farmacéutica. 

En ese sentido, nuestro grupo de investigación ha propuesto desarrollar NPs 

de PLGA para encapsular veneno de la víbora de cascabel cola negra norteña 

(Crotalus molossus) y crotamina proveniente de la víbora de cascabel del pacífico 

(Crotalus culminatus), cuyo veneno se ha caracterizado y cuenta con la presencia 

de familias de toxinas con actividad antineoplásica, así como la presencia de 

crotamina, respectivamente (Durban et al., 2017). La encapsulación en 

nanopartículas de PLGA de las toxinas presentes en el veneno de esta serpiente, 

así como de la fracción de crotamina aislada, permitirá obtener un método de 

transporte pasivo hacia células tumorales, el cual protegerá de la transformación 

propia del metabolismo a las moléculas de interés y permitirá una liberación 

prolongada. 
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CAPÍTULO 3 

3.1 DESARROLLO EXPERIMENTAL 

 

3.1.1 Materiales 

PLGA (Resomer® RG 503 H, terminación ácida, 50:50, Mw: 24–38 kDa), 

diclorometano (DCM) (ACS reactivo, ≥ 99.5 %) y alcohol polivinílico (PVA) 

(Miowiol® 4-88, Mw: ~31 kDa) fueron comprados de la empresa Sigma-

Aldrich (St. Louis, MO, USA). Kit de ensayo de proteína BCA Pierce™ fue 

comprado de Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA). Todos los 

experimentos fueron realizados utilizando agua ultrapura Tipo 2 (0.18 µS/cm). 

 

3.1.2 Métodos 

3.1.2.1 Obtención de Veneno de Serpientes 

 El veneno de la víbora de cascabel cola negra (Crotalus molossus) se obtuvo 

mediante donación por parte del Museo Itinerante de Vida Animal (permisos de 

SAGARHPA 12/09-00462/15 y DGFF/12/09-1106/18). Brevemente, se permitió que 

3 ejemplares adultos de la especie mencionada mordieran un contenedor de 

plástico estéril cubierto de Parafilm, para asemejar tejido. Posteriormente, el veneno 

fue centrifugado a 5000 rpm durante 10 minutos y se obtuvo el sobrenadante. 

Finalmente, el veneno fue congelado a -80 ºC durante 24 horas y después liofilizado 

y guardado a -20 ºC hasta su uso.  

 

3.1.2.2 Síntesis, Eficiencia de Encapsulación y Carga de 

Nanopartículas 

 Se obtuvieron nanopartículas de PLGA que contenían veneno de víbora de 

cascabel cola negra (C. molossus) mediante un método de doble emulsión-

evaporación de solvente (W1/O/W2), similar al reportado por Liao et al. (Liao et al., 

2020), con ligeras modificaciones. En resumen, se disolvieron 60 mg de PLGA en 
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2.5 mL de DCM. Una vez que se disolvieron completamente, se añadieron 200 µL 

de veneno [25 mg/mL H2O] a la fase orgánica y se emulsionaron con un sonificador 

de sonda ultrasónica (sonificadores QSonica, Newton, CT, USA.) durante 30 s 

(pulsos de 1 s encendido-apagado) al 25 % de amplitud para obtener una solución 

W1/O. Luego, se añadió la fase W1/O a 40 mL de PVA al 2.5 % y se emulsionó 

durante 30 s (pulsos de 1 s encendido-apagado) al 30 % de amplitud para obtener 

una solución W1/O/W2. Posteriormente, la solución se dejó bajo agitación magnética 

durante 3 h a 400 rpm para evaporar el DCM y obtener las nanopartículas de PLGA 

cargadas con veneno (PLGA-Veneno). Las NPs de PLGA sin veneno (control) se 

sintetizaron mediante el mismo procedimiento, pero añadiendo 200 µL de agua de 

milli-Q en lugar de las toxinas. El exceso de PVA se eliminó mediante la 

centrifugación de las NPs a 8000 rpm durante 20 minutos a 4 ºC, esto se realizó tres 

veces. Finalmente, se liofilizaron y se almacenaron a -20 ºC hasta su uso. 

 La cuantificación de la eficiencia de encapsulación (EE%) y capacidad de 

carga (LC%) se determinaron mediante ensayos de BCA al cuantificar la proteína 

total en el sobrenadante de los lavados de nanopartículas, como lo indica el 

fabricante. Se usaron las ecuaciones (1) y (2) para determinar la EE% y LC%, 

respectivamente. 

𝐸𝐸% =
𝑇𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒í𝑛𝑎−𝑃𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛𝑎 𝑑𝑒 𝑠𝑜𝑏𝑟𝑒𝑛𝑎𝑑𝑎𝑛𝑡𝑒

 𝑇𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒í𝑛𝑎
 𝑥 100 (1) 

𝐿𝐶% =
𝑃𝑟𝑜𝑡𝑒í𝑛𝑎 𝑒𝑛𝑐𝑎𝑝𝑠𝑢𝑙𝑎𝑑𝑎

𝑃𝑒𝑠𝑜 𝑑𝑒 𝑁𝑎𝑛𝑜𝑝𝑎𝑟𝑡í𝑐𝑢𝑙𝑎 𝑙𝑖𝑜𝑓𝑖𝑙𝑖𝑧𝑎𝑑𝑎
 𝑥 100   (2) 

 

 

3.1.3 Caracterización 

3.1.3.1 Identificación de Proteínas de Veneno de C. molossus 

 El veneno de serpiente se solubilizó en buffer RH (Urea 8 M, 2 % de CHAPS) 

y estimó la cantidad de proteínas empleando el método de Bradford. Las proteínas 

del veneno (100 µg) se mezclaron con 20 mM DTT y se ajustó a un volumen final 

de 500 µL con bicarbonato de amonio 50 mM, pH 8.0 y se incubó 37 °C en agitación 
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constante a 500 rpm por 1 h. Posteriormente, se añadieron 100 µL de iodoacetamida 

300 mM y se incubó en la oscuridad a temperatura ambiente por 30 min. 

Posteriormente se añadieron 750 µL de bicarbonato de amonio 50 mM, pH 8.0 y la 

digestión de las proteínas se realizó adicionando 3.6 µg de tripsina grado 

espectrometría de masas a cada muestra. Las muestras se incubaron a 37 °C por 

20 h.  

Después de la digestión, las muestras se secaron utilizando un evaporador 

(Vacufuge plus, Eppendorf). Una vez secas, se eliminó el detergente. Para esto, las 

muestras se ajustaron a un volumen final de 110 µL con agua (grado Milli-Q) y se 

añadieron 110 µL de acetato de etilo. Posteriormente se agregó 1 µL de ácido 

trifluoroacético (TFA) y se homogenizó mediante vórtex por 5 min, después las 

muestras se centrifugaron a 13,000 rpm a temperatura ambiente por 10 min. Esta 

etapa de lavado permitió separar la fase orgánica de la fase acuosa. Posteriormente 

se eliminó la fase orgánica (fase superior) sin romper el velo formado entre ambas 

fases y nuevamente se agregó un volumen de acetato de etilo y se homogenizó 

mediante vórtex por 5 min, después las muestras se centrifugaron a 13,000 rpm a 

temperatura ambiente por 10 min y se eliminó la fase orgánica. Finalmente, las 

muestras se secaron empleando un evaporador (Vacufuge plus, Eppendorf).   

Posteriormente las muestras se desalaron utilizando cromatografía de fase 

reversa mediante extracción en fase sólida (C18, SepPack, Waters). Para ello, la 

muestra suspendió en 1 mL de ácido trifluoroacético al 0.1% y se homogenizó 

mediante vórtex por 5 min. Después, se acondicionó la columna C18 con 2 mL de 

acetonitrilo al 100% y al 50%. Enseguida, la columna se equilibró con 2 mL de ácido 

trifluoroacético al 0.1% y una vez desechado se cargó 1 mL de la muestra en la 

columna. Después se lavó la columna con 2 mL de ácido trifluoroacético al 0.1% y 

se desechó. Finalmente, se eluyeron los péptidos de la columna agregando 1.5 mL 

de acetonitrilo al 50% con ácido trifluoroacético al 0.1% y se recolectó la muestra en 

un microtubo Eppendorf. Los péptidos desalados se secaron empleando un 

evaporador (Vacufuge plus, Eppendorf). Posteriormente los péptidos se 

fraccionaron mediante fase reversa a pH alto (8 fracciones) empleando un Kit de 
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fraccionamiento de péptidos mediante fase reversa a pH alto (Pierce, San José, CA, 

USA) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las fracciones obtenidas se 

redijeron a 4 y cada fracción se analizó por espectrometría de masas en tándem 

(LC-MS/MS) de la siguiente manera: se suspendieron en una solución de 

acetonitrilo al 10% con 0.1% de ácido fórmico y se separaron con en cromatógrafo 

de líquidos ultra desempeño (Dionex Ultimate 3000, RSLCnano UHPLC system, 

Thermo Fisher Scientific, San José CA, USA) acoplado a un espectrómetro de 

masas de alta resolución (Q-Exactive Plus high resolution mass spectrometer, 

Thermo Fisher Scientific). Los péptidos se atraparon en una precolumna (C18 

PepMap 100, 5µm, 100 Å, 300 µm diámetro interno x 5 mm) y posteriormente se 

separaron mediante un gradiente de elución de 250 min en una columna capilar a 

un flujo de 250 nL/min (EASY Spray Column, PepMap RSLC, C18, 3µm, 100 Å, 

75µm x 150 mm). Las fases móviles fueron las siguientes: A, 0.1% ácido fórmico en 

agua y B, 90:10 (v/v) acetonitrilo: agua con 0.1% de ácido fórmico. El espectrómetro 

de masas se operó en modo positivo mediante un programa de adquisición 

dependiente de datos. En el modo MS se filtraron los iones con un rango de 300-

2000 m/z. Los 10 iones más intensos de cada escaneo en modo MS con estados 

de carga de 2 y superiores se aislaron con una ventana de aislamiento de 1 m/z en 

el cuadrupolo y se fragmentaron con una energía normalizada de colisión de 27%. 

La masa/carga de los iones precursores se midió a una resolución de 70000 (a 200 

m/z) mientras que la de los fragmentos de midió a una resolución de 17500.  

La identificación de las proteínas se realizó empleando el software Max Quant 

(v 2.0.3) y la base de datos de proteínas del infraorden Serpentes de UniProt 

(333,368 secuencias, junio 2023). Usando los siguientes parámetros: tripsina como 

proteasa específica, permitiendo la omisión de un sitio de corte, la tolerancia de 

masa para los iones precursores y para sus iones fragmento fue de 20 ppm. Se 

consideró la carbamidometilación de las cisteínas como modificación fija y oxidación 

de las metioninas y la acetilación del N-terminal de las proteínas como 

modificaciones variables. Se consideraron como identificaciones positivas aquellas 

en las que se obtuvo una tasa de falsos positivos (False Discovery Rate) menor de 

0.01.   
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La abundancia relativa de cada proteína se estimó con base en porcentaje de 

abundancia de los iones correspondientes a cada proteína en relación con la 

abundancia del total de iones con identificación positiva.  

 

3.1.3.2 Electroforesis SDS-PAGE de Veneno 

 Las proteínas del veneno de C. molossus fueron analizadas en condiciones 

reductoras y desnaturalizantes (SDS-PAGE) en un gel de poliacrilamida al 15 %, de 

acuerdo a Laemmli (Laemmli, 1970). El análisis PAGE se realizó cargando 15 µg 

de muestras y posteriormente fueron teñidos con azul de Coomassie. La masa 

molecular de las proteínas fue estimada comparándolas con marcadores de masa 

molecular de amplio espectro (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). 

 

3.1.3.3 Actividad Hemolítica Directa 

 Se evaluó la capacidad del veneno libre y encapsulado de C. molossus de 

inducir hemólisis siguiendo el protocolo que se describe a continuación. 

Brevemente, se obtuvieron muestras de sangre y fueron inmediatamente 

transferidas a tubos limpios (anticoagulante EDTA BD Vacutainer). La sangre fue 

disuelta en solución salina a una relación de 5:1000 µL, respectivamente. Después, 

concentraciones de 1.95 – 125 µg/mL de veneno de C. molossus fueron evaluadas, 

incubándose a 37 ºC por 24 h. Finalmente, las muestras fueron centrifugadas a 5000 

rpm x 1 min, se determinó la cantidad de hemólisis al medir la absorbancia de la 

hemoglobina libre a 540 nm usando un espectrofotómetro (Thermo Scientific 

Multiskan GO). Sangre disuelta en agua y en solución salina a la misma 

concentración fueron utilizadas como controles positivo y negativo, respectivamente 

(Jimenez-Canale et al., 2022A). 

 

3.1.3.4 Evaluación de Actividad Citotóxica 

 Se evaluó la actividad citotóxica del veneno de C. molossus, crotamina y NPs 

de PLGA-Veneno y PLGA-Crotamina, cuantificando la viabilidad celular de la línea 
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de carcinoma mamario ductal infiltrante T-47D, mediante ensayos de MTT, similar 

a lo reportado previamente por nuestro equipo. Las células cancerígenas fueron 

plaqueadas en microplacas estériles de 96 pozos, a una densidad de 20,000 células 

por 100 µL de medio DMEM con 5 % de suero fetal bovino (SFB). Las células fueron 

incubadas durante 24 h a 37 ºC y 5 % CO2. Después el medio fue cambiado por uno 

nuevo conteniendo 0.78 – 100 µg/mL de veneno de C. molossus, crotamina, NPs 

PLGA-Veneno y PLGA-Crotamina y se dejó incubando a las mismas condiciones 

durante 4 h. Se utilizó DMSO (10 %) y medio DMEM como control positivo y 

negativo, respectivamente. Finalmente, se removió el medio y se agregaron 100 µL 

de dimetilsulfóxido (DMSO), incubándose durante 10 minutos a 37º C y se midió la 

absorbancia a 540 nm (Jimenez-Canale et al., 2022A). 

 

3.1.3.5 Análisis de Tamaño y Estabilidad Coloidal de 

Nanopartículas 

 El diámetro hidrodinámico (DH) y potencial Z de las nanopartículas fue 

analizado mediante la técnica de dispersión dinámica de luz (DLS) a un ángulo de 

dispersión de 90 º utilizando el equipo Zetasizer Nano ZS90 (Malvern Instruments 

Ltd, Malvern, UK) con un láser de anemometría Doppler. Las muestras se diluyeron 

a una relación 100:1000 µL, todas las muestras se analizaron por triplicado. 

 

3.1.3.6 Análisis de Composición Molecular de Nanopartículas 

 Se analizó la composición molecular de muestras liofilizadas de veneno de 

C. molossus, crotamina y las NPs de PLGA, PLGA-Veneno y PLGA-Crotamina, 

obtenidas mediante la técnica de espectroscopia infrarroja con transformada de 

Fourier (FT-IR) (PerkinElmer, Waltham, MA, USA) en modo ATR, a una resolución 

de 4 cm-1 en un rango de 500 a 4000 cm-1. 

 

3.1.3.7 Topografía de Nanopartículas 

 La morfología de las NPs de PLGA-Veneno fue caracterizada por 

microscopía de fuerza atómica (AFM) (Alpha 300RA, WiTec, Germany). Las 
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imágenes de AFM fueron reconstruidas en modo no contacto utilizando 

nanosensores con una constante de resorte de 42 N/m y una frecuencia resonante 

de 285 kHz. Los análisis de la forma de NPs se realizaron en áreas de 20 x 20 µm 

que finalmente fueron analizadas en el software gratuito para análisis de datos SPM 

Gwyddion. 

 

3.1.3.8 Cinética de Liberación de Nanopartículas 

 Las proteínas liberadas de la matriz de las NPs de PLGA-Veneno fueron 

cuantificadas utilizando el kit de cuantificación de proteínas, previamente 

mencionado en la sección 3.1.2.2. Brevemente, 15 mg de nanopartículas se 

solubilizaron en 10 mL de PBS 1X (pH: 7.4 – 7.7) e incubó a 37 ºC durante 15 días. 

Las muestras se obtuvieron al centrifugar la solución de NPs a 5000 rpm durante 5 

min, obteniéndose 1 mL del sobrenadante, y posteriormente agregando 1 mL de 

PBS 1X a la solución, a fin de no afectar las futuras mediciones por cambios de 

concentración. La alícuota de 1 mL se mantuvo a -20 ºC hasta su uso. Se obtuvieron 

muestras a distintos tiempos de 0 a 75 h. 
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CAPÍTULO 4 

4.1 RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

4.1.1 Caracterización del Veneno de Crotalus molossus 

Los venenos de serpientes de la familia Viperidae se han reconocido como 

altamente variables, en ocasiones presentándose variación por sexo, dieta, 

ubicación geográfica y ontogenética (Borja et al., 2018). Lo anterior representa una 

gran área de oportunidad, ya que los avances en el desarrollo farmacológico con 

base en toxinas de serpientes dependen en gran manera del aislamiento y 

caracterización de estas. Por ello por lo que se consideran de gran importancia los 

trabajos relacionados con el potencial uso de venenos o extractos de origen 

biológico. 

 

4.1.1.1 Caracterización Electroforética de Venenos 

El veneno de 3 ejemplares machos adultos de la serpiente de cascabel cola 

negra norteña (Crotalus molossus) (B) y el veneno de ejemplares adultos de la 

serpiente de cascabel del pacífico (C. culminatus) (D) y (E) fueron evaluados 

mediante la técnica de electroforesis en gel de poliacrilamida, en condiciones 

reductoras y desnaturalizantes (SDS-PAGE), figura 11. Lo anterior con la finalidad 

de realizar una separación electroforética de los péptidos y proteínas presentes en 

el veneno de las serpientes, y asociar con las familias de toxinas de acuerdo a 

información previamente reportada por nuestro equipo de investigación (Jimenez-

Canale et al., 2022A).  
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Figura 11. Geles de SDS-PAGE 15 % con (A) y (C) marcadores de amplio espectro, (B) 

veneno de C. molossus, (D) veneno de C. culminatus y (E) crotamina aislada de veneno 

de C. culminatus. 

 Los carriles A y C representan marcadores moleculares de amplio espectro, 

utilizados como referencias de masa molecular de acuerdo con sus bandas 

correspondientes. Por otro lado, el patrón de migración del veneno de C. molossus 

se presenta en el carril B, en el cual se observa gran diversidad de bandas 

asociadas al intervalo de 100 – 10 kDa, presentándose dos prominentes en ~70 y 

25 kDa, y una tercera banda en el intervalo de 21 – 14 kDa. 

En la figura 11 se observan 3 bandas notorias las cuales Borja y 

colaboradores asociaron a metaloproteasas P-III (P-III SVMPs), metaloproteasas P-

II (P-II SVMPs) y miotoxinas similares a crotamina (CRO-MYO) en el intervalo de 

masas de 75 – 50, 25 – 20 y ~10 kDa, respectivamente (Borja et al., 2018). Su 

trabajo tiene un gran peso con respecto a lo evaluado por nuestro equipo, debido a 

que C. nigrescens fue recientemente elevada a su propia especie, antes 

considerada como una subespecie de C. molossus, con lo que se espera poca 
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variación venómica entre dichas especies, y, considerando una clínica similar 

derivada de la mordedura de ambas especies. 

Por otro lado, nuestro equipo de investigación previamente identificó las 

toxinas de veneno de otro ejemplar macho adulto de C. molossus proveniente de 

Hermosillo, Sonora, México. En dicho trabajo, se observaron las mismas bandas 

presentes en la figura 11, en el rango de 75 – 70, 25 – 20 y 15 – 10 kDa. Además, 

dichas bandas del gel se procesaron mediante digestión enzimática y, con el apoyo 

de la técnica de cromatografía líquida-espectrometría de masas (LC/MS-MS), se 

determinó que las toxinas asociadas a las bandas electroforéticas eran una P-III 

SVMP (VAP2A, 68 kDa), LAAO (Apoxina I, 56 kDa), P-I SVMP (Ruberlysina, 23 

kDa) y PLA2 (Fosfolipasa A2_2, 16 kDa) (Jimenez-Canale et al., 2022A). En la figura 

12 se muestra de manera gráfica la abundancia relativa de familias de toxinas 

presentes en el veneno de C. molossus. 

 

Figura 12. Abundancia relativa de familias de toxinas en el veneno de C. molossus. 

La técnica de SDS-PAGE nos permite inferir y determinar las principales 

toxinas presentes en el veneno extraído de los ejemplares de C. molossus, así como 

la muestra correspondiente a crotamina incluida en el presente trabajo. 

Adicionalmente en el presente trabajo se evaluó una fracción aislada del 

veneno de C. culminatus, que corresponde a la miotoxina identificada como 

crotamina. En el carril (D) se observa el patrón de migración del veneno de C. 
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culminatus y en el carril (E) la fracción de la crotamina aislada. Cabe mencionar que 

la fracción de crotamina fue donada por el equipo de investigación del Dr. Alejandro 

Alagón Cano y el Dr. Edgar Neri Castro, del Instituto de Biotecnología de la UNAM, 

Cuernavaca, Morelos, México 

  

4.1.1.2 Actividad Hemolítica de Veneno de C. molossus y 

Crotamina 

Los glóbulos rojos son las células más abundantes de nuestro cuerpo, por lo 

que es imprescindible evaluar la capacidad de inducir hemólisis tanto del veneno de 

C. molossus, así como de la crotamina. En ese sentido, los venenos de serpientes 

se pueden clasificar de manera general en tipo I/B (hemorrágico/proteolítico) y tipo 

II/A (neurotóxico) (Dobson et al., 2018). En ese sentido, el contenido venómico de 

ejemplares adultos de C. molossus se ha catalogado como veneno de tipo I/B, 

debido a toxinas como P-III y P-I SVMPs, así como LAAO, las cuales se ha 

reportado pueden generar efectos hemotóxicos como hemorragias locales o 

sistémicas, así como coagulopatías. Por otro lado, la crotamina es una neurotoxina 

de la familia de defensinas (DEF), la cual se ha reportado que no presenta actividad 

hemolítica (AH) (Marinovic et al., 2017; Oguiura et al., 2011). En la figura 13 se 

muestran los resultados de los estudios de AH evaluados en un intervalo de 

concentraciones de 125 – 1.95 µg/mL de veneno y crotamina. Estos resultados 

indican que, a las concentraciones evaluadas, tanto el veneno de C. molossus como 

la crotamina, no inducen hemólisis de los glóbulos rojos. 
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Figura 13. Actividad hemolítica directa de veneno de C. molossus y crotamina. Datos son 

promedios, ± para desviación estándar. C+ es H2O y C- es solución salina. 

 Nuestro equipo de investigación previamente reportó que el veneno de C. 

molossus no presentó AH directa >10 % a concentraciones menores de 100 µg/mL 

(Jimenez-Canale et al., 2022A). Adicionalmente, Gorai y Sivaraman reportaron que 

se necesita de una concentración de ~700 µg/mL de veneno crudo de la cobra india 

(Naja naja) para lograr un 70 % de hemólisis (Gorai & Sivaraman, 2017) en un 

esquema similar al que se utilizó en el presente trabajo. Por otro lado, Macías 

Rodríguez y colaboradores evaluaron el efecto hemolítico del veneno de ciertas 

especies de serpientes de cascabel, incluida C. molossus, en geles de agarosa con 

glóbulos rojos (AH indirecta). En su estudio, determinan que el veneno de C. 

molossus sí produce halos hemolíticos, lo cual toma sentido considerado la clínica 

reportada para las mordeduras de esta especie (Macias-Rodríguez et al., 2014). 

La capacidad de uno u otro veneno de inducir hemólisis está altamente 

asociada a la acción de ciertas toxinas. Por ejemplo, algunas familias de toxinas 
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como SVMPs, SVSPs y PLA2s se han reportado con actividad 

hemorrágica/proteolítica, esto se debe a su actividad sobre proteínas de anclaje y 

estructura en la matriz extracelular, interacciones con receptores de glóbulos rojos 

y lisis membranal, por mencionar algunos. Lo anterior ayuda a definir algunos de los 

mecanismos por los que el veneno de ciertas especies, como C. molossus suele 

derivar en clínica relacionada con hemotoxicidad (Akhtar et al., 2021; Gutiérrez & 

Rucavado, 2000). 

Por otra parte, la crotamina se ha caracterizado como una neurotoxina sin 

AH, actuando principalmente en canales iónicos de potasio. Marinovic y 

colaboradores resumen en su trabajo las propiedades farmacológicas que presenta 

esta toxina, enfatizando un gran potencial en células con alta taza de proliferación 

como líneas tumorales, sin afectar a células no transformadas (Marinovic et al., 

2017).  Es importante mencionar que las dosis de analitos son vitales para la 

determinación de una actividad tóxica o terapéutica. En el caso del veneno de C. 

molossus, concentraciones menores a los 100 µg/mL no producen más del 10 % de 

hemólisis, lo cual resulta bastante alentador para su posible desarrollo y uso como 

fármaco, ya que se trata de una concentración relativamente alta de veneno. 

 

4.1.1.3 Actividad Citotóxica de Toxinas 

 La actividad citotóxica de venenos de serpientes, así como de toxinas 

aisladas y/o purificadas sobre líneas celulares tumorales ha sido de gran interés 

para el sector farmacológico (Mohamed Abd El-Aziz et al., 2019). Lo anterior se 

debe a la gran variabilidad de moléculas capaces de inducir apoptosis in vitro e in 

vivo, abriendo una gran área de investigación y desarrollo para medicamentos 

oncológicos. Calderon y colaboradores resumen en su trabajo los mecanismos por 

los que algunas familias de toxinas presentes en los venenos de serpientes 

presentan citotoxicidad, incluyendo algunas que se encuentran en los venenos de 

serpientes de cascabel, Crotalus spp. (Calderon et al., 2014). En ese sentido, es 

importante delimitar el tipo de células tumorales a estudiar debido a la gran 

variabilidad que presentan. Considerando lo anterior, histológicamente se ha 
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reportado que la mayoría de tipos de cáncer de mama son de carácter infiltrante 

(Bahena et al., 2007). Con base en lo anterior, la línea celular de carcinoma mamario 

ductal infiltrante se ha reportado como un excelente modelo para estudios in vitro 

debido a las características que presenta (retención de caracteres claves 

específicos de epitelio mamario, así como la sensibilidad de receptores de 

estrógeno α), ayudando a extrapolar los resultados hacia futuras pruebas in vivo (Yu 

et al., 2017). En la figura 14 se presenta la gráfica de viabilidad celular de la línea 

de carcinoma mamario ductal infiltrante, T-47D, en presencia de veneno de C. 

molossus como tratamiento por 24 h. 
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Figura 14. Actividad citotóxica del veneno de C. molossus sobre la línea celular T-47D. 

De manera general, los mecanismos de actividad citotóxica sobre líneas 

tumorales del veneno y toxinas están relativamente poco estudiados. Calderon y 

colaboradores mencionan que el mecanismo de familias como las PLA2s está ligado 

al metabolismo de lípidos membranales, mientras que de SVMPs y SVSPs se 

presume por cambios en el microambiente celular, por interacciones con 

componentes de la matriz extracelular (Calderon et al., 2014). En ese sentido, 
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realizamos un análisis para determinar la IC50 del veneno como se muestra en la 

figura 15. 
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Figura 15. Determinación de IC50 de veneno de C. molossus sobre la línea celular T-47D. 

Se evaluaron y ajustaron los resultados de citotoxicidad del veneno de C. 

molossus a una curva de regresión no linear, donde se determinó un valor de IC50 

de 1.46 µg/mL, con un intervalo de confianza del 95 % en el rango de 0.92 – 2.32 

µg/mL. Anteriormente, nuestro equipo reportó una IC50: 15.45 µg/mL para el veneno 

de un ejemplar adulto de C. molossus en células T-47D (Jimenez-Canale et al., 

2022A). Las diferencias tan notorias entre el estudio anterior y actual realizado por 

nuestro equipo, aún y cuando el estudio electroforético presume la presencia de las 

mismas toxinas, puede deberse a diferentes motivos, siendo el más importante, la 

producción de toxinas de las serpientes durante su desarrollo, lo cual puede 

representar un reto en este tipo de estudios. Considerando que anteriormente solo 

se evaluó el veneno de un ejemplar, en esta ocasión se optó por una combinación 

de venenos extraídos de tres ejemplares adultos, representando de manera más 



 

39 

 

homogénea la composición de las especies en esta zona geográfica. Lo anterior 

puede explicar de alguna manera la discrepancia de nuestros resultados anteriores 

y actuales. 

Los valores de IC50 suelen variar si se comparan toxinas aisladas o veneno 

total. Por ejemplo, Li Lee y colaboradores reportaron una IC50 para una LAAO 

proveniente del veneno de la cobra rey (Ophiophagus hannah) evaluada en dos 

líneas tumorales (MCF-7 y A5549) con valores de 0.04 y 0.05 µg/mL (Li Lee et al., 

2014). Adicionalmente, Yalcin y colaboradores evaluaron el veneno de la víbora 

otomana (Montivipera xanthina) en las líneas tumorales LNCaP, MCF-7, HT-29 y 

Saos-2, reportando una IC50 de 3.8 y 1.9 µg/mL (Yalcın et al., 2014). Song y 

colabores evaluaron el potencial del veneno de la víbora lebetina (Macrovipera 

lebetina) contra células de cáncer cervicouterino (PA-1 y SK-OV3) reportando una 

IC50 de 4.5 y 6.5 µg/mL respectivamente (J. K. Song et al., 2012). Por otro lado, 

medicamentos como la doxorrubicina (DOX) libre han reportado valores de IC50 en 

intervalos de 1 – 2 µg/mL (Teran-Saavedra et al., 2020; Thao et al., 2017), por lo 

cual podemos asumir que la capacidad citotóxica del veneno de C. molossus 

reportada en este trabajo es favorable para continuar estudiándolo. 

Complementariamente, se evaluó la actividad citotóxica de la crotamina, la cual se 

puede observar en la figura 16. 
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Figura 16. Actividad citotóxica de la crotamina sobre la línea celular T-47D. 

Como se describió anteriormente, la crotamina es una neurotoxina altamente básica 

que se comporta como un péptido penetrador de células (CPP por sus siglas en 

inglés), la cual se ha reportado como citotóxica sobre varias líneas tumorales 

(Marinovic et al., 2017). Se ha reportado que el mecanismo por el cual se presenta 

dicha actividad citotóxica se debe a una interacción de la crotamina con las 

vesículas de lisosomas, la cual consta de una ruptura de ellas, liberando sus 

contenidos en el citosol (Nascimento et al., 2012). En la figura 16 se observa la 

actividad citotóxica de la crotamina sobre la línea tumoral T-47D, evaluada a 

concentraciones de 10 – 0.08 µg/mL. Se determinó la reducción de un 30 % de la 

viabilidad celular a la mayor concentración evaluada. Nascimento y colaboradores 

reportaron valores de la IC50 de crotamina purificada de C. durissus terrificus en la 

línea tumoral de melanoma de ratón B16F10 a las 4 y 24 h de tratamiento, 

resultando en un rango de valores de 24 – 48 y 2.4 – 4.8 µg/mL (Nascimento et al., 

2012). Por otro lado, Hayashi y colaboradores reportaron una IC50 de 24 µg/mL en 

una línea no tumoral de ovario, CHO-K1 (Hayashi et al., 2008). Por otro lado, Jang 
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y colaboradores, recientemente evaluaron la actividad citotóxica de crotamina 

recombinante en dos líneas celulares: BT474 (carcinoma mamario ductal invasivo) 

y MDA-MB-231 (carcinoma mamario triple negativo), determinando valores de IC50 

de 0.024 y 0.36 µg/mL (Jang et al., 2023). Evaluando nuestros resultados, 

esperaríamos una mayor actividad citotóxica de la crotamina sobre la línea T-47D, 

por lo cual será necesario eficientizar el proceso de aislamiento, almacenamiento y 

transporte, pare evitar cualquier pérdida de la actividad de la toxina. 

De esta manera concluimos la caracterización del veneno de C. molossus y 

crotamina, continuando con la de las NPs PLGA-Veneno y PLGA-Crotamina. 

 

4.1.2 Síntesis y Caracterización de Nanopartículas de 

PLGA 

 La encapsulación de medicamentos o moléculas de interés anticancerígeno 

dentro de nanopartículas es una de las principales estrategias para: explotar el 

efecto EPR, protegerlos de una rápida degradación, o bien, dirigir de manera pasiva 

hacia sitios tumorales. Para ello se caracteriza el diámetro hidrodinámico (DH) así 

como la estabilidad coloidal dada por el potencial Z (ζ) y el índice de polidispersidad 

(PDI). Estos valores nos brindan información valiosa con respecto al método de 

síntesis empleado, respondiendo preguntas básicas como ¿Podemos obtener 

nanopartículas con tamaños de interés? ¿Las NPs obtenidas presentan una 

población de tamaños óptima? ¿Las NPs obtenidas son estables en un sistema 

coloidal? Para contestar lo anterior, así como futuras preguntas con respecto a la 

biocompatibilidad de las NPs, así como su efecto citotóxico sobre una línea celular 

tumoral, se realizaron una serie de estudios, cuyos resultados se presentan 

continuación. 

 

4.1.2.1 Tamaño y Potencial Z de Nanopartículas 

 En la tabla 4 se presentan los resultados de diferentes síntesis realizadas a 

fin de determinar el mejor sistema de encapsulación para proteínas provenientes 
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del veneno de C. molossus, así como de crotamina. Una de las principales ventajas 

de usar PLGA como material matriz es la relativa facilidad con la que se puede 

modificar el método de síntesis, para generar las características deseadas (Feczkó 

et al., 2011). Modificando variables como el tipo de solvente orgánico, cantidad de 

proteína a encapsular, así como tiempos y amplitud de sonicación, se pueden 

obtener NPs con tamaños específicos y altas eficiencias de encapsulación. 

 

Tabla 4. Resultados de síntesis de NPs de PLGA bajo distintas condiciones de solvente 

orgánico (DCM: diclorometano, ACN: acetonitrilo, TCM: triclorometano) y tipo de 

sonicación (C: sonicación continua, P: sonicación pulsada). nm: Nanómetros, PDI: Índice 

de polidispersidad, Potencial ζ: Carga superficial. Datos son promedios, ± para desviación 

estándar de triplicado. 

Solvente 

orgánico 

Tamaño Diámetro Hidrodinámico 

(DH) (nm) 
PDI Potencial ζ 

DCM 

Control (C) 227.3 ± 5.21 0.06 ± 0.03 -31.0 ± 0.05 

Veneno (C) 251.9 ± 4.87 0.10 ± 0.01 -26.0 ± 1.30 

Control (P) 286.9 ± 3.49 0.11 ± 0.02 -32.5 ± 0.65 

Veneno (P) 310.2 ± 5.36 0.15 ± 0.02 -32.8 ± 0.46 

Crotamina (P) 290.3 ± 3.10 0.10 ± 0.03 -27.5 ± 0.49 

ACN 

Control (C) 286.5 ± 15.99 0.09 ± 0.02 -29.1 ± 0.15 

Veneno (C) 224.8 ± 3.85 0.04 ± 0.02 -19.5 ± 0.40 

Control (P) 272.8 ± 5.20 0.08 ± 0.04 -24.9 ± 0.52 

Veneno (P) 220.6 ± 0.64 0.03 ± 0.02 -19.7 ± 0.17 

TCM 

Control (C) 249.5 ± 2.58 0.09 ± 0.01 -14.6 ± 0.46 

Veneno (C) 232.4 ± 2.26 0.06 ± 0.02 -17.6 ± 1.21 

Control (P) 284.9 ± 2.50 0.15 ± 0.01 -17.7 ± 0.25 

Veneno (P) 289.2 ± 2.93 0.19 ± 0.00 -20.8 ± 0.41 

 

Existen varias técnicas para generar NPs con PLGA, considerando si se 

desea encapsular compuestos hidrofóbicos, como ciertos medicamentos, 

compuestos fenólicos o poco polares, así como como compuestos hidrofílicos como 

péptidos y proteínas. Para lo último, la técnica de doble emulsión con evaporación 
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de solvente es generalmente la más utilizada (Iqbal et al., 2015). Dependiendo del 

tiempo de sonicación/homogenización, así como sus intervalos (emulsificación 

continua o pulsada (C) (P), respectivamente), se pueden generar partículas de 

mayor o menor tamaño. En la tabla 4 se resumen los resultados de síntesis 

obtenidas al evaluar condiciones de sonicación (continua y pulsada) y tipos de 

solventes orgánicos (DCM, ACN y TCM). De manera general, se observa un 

incremento de tamaño en las NPs obtenidas con sonicación pulsada (P) (~ 290 nm) 

con respecto a la sonicación continua (C) (~ 242 nm). Este efecto se debe a que la 

formación de las NPs se da una vez evaporado el solvente orgánico, por ello, si se 

presenta una síntesis con sonicación (C) se generan nanogotas más pequeñas que 

con sonicación (P) (Danhier et al., 2012). 

 

Tabla 5. Resultados de eficiencias de encapsulación (EE%), capacidad de carga (LC%) y 

rendimientos de NPs. Datos son promedios, ± para desviación estándar. 

Solvente EE% LC% Rendimiento (%) 

DCM 

Control (C) - - - 

Veneno (C) 86.56 ± 3.45 20.14 ± 1.20 33.32 

Control (P) - - - 

Veneno (P) 74.54 ± 4.22 9.19 ± 0.92 50.68 

Crotamina (P) 73.19 ± 10.24 6.40 ± 3.39 49.08 

ACN 

Control (C) - - - 

Veneno (C) 42.30 ± 5.02 12.56 ± 1.79 31.78 

Control (P) - - - 

Veneno (P) 14.49 ± 9.02 4.39 ± 1.18 30.70 

TCM 

Control (C) - - - 

Veneno (C) 71.11 ± 1.25 15.40 ± 0.97 35.30 

Control (P) - - - 

Veneno (P) 78.93 ± 1.88 11.52 ± 0.26 51.89 

 

Feczkó y colaboradores evaluaron los parámetros para optimizar la eficiencia 

de encapsulación (EE%). En su estudio reportan los diferentes mecanismos 



 

44 

 

fisicoquímicos que explicarían los resultados en la EE% y el tamaño de NP (Feczkó 

et al., 2011). En ese sentido, ellos destacaron tres parámetros para poder obtener 

el mejor tamaño de NP con una alta EE%, la concentración de PLGA, el volumen 

de la fase acuosa y la concentración de proteína a encapsular. Por otro lado, Liao y 

colaboradores reportaron que para mantener óptima la actividad de enzimas 

encapsuladas en NPs de PLGA se recomienda realizar una sonicación pulsada 

(Liao et al., 2020). Lo anterior genera un tamaño de partícula relativamente mayor 

a las NPs obtenidas mediante un proceso de sonicación continua, como se observa 

comparando los DHs de la tabla 4, las NPs (C) vs (P). Al evaluar la actividad 

citotóxica en líneas tumorales se optó por mantener la metodología de NPs 

pulsadas, a fin de evitar comprometer la bioactividad de las toxinas durante el 

proceso de síntesis. Adicionalmente, el DCM es probablemente el solvente orgánico 

más utilizado en este tipo de síntesis, por su excelente capacidad de solubilizar 

PLGA rápidamente y una enorme evidencia que respalda su uso para obtener 

grandes eficiencias de encapsulación (Feczkó et al., 2011). En contraste con la 

utilización de ACN, como se observa en las tablas 4 y 5, se lograron obtener NPs 

relativamente más pequeñas que con DCM y TCM, sin embargo, con una EE% 

significativamente inferior a los otros solventes. Finalmente, se ha estudiado el 

potencial de TCM para este tipo de síntesis, principalmente para determinar la 

posible formación de productos tóxicos secundarios durante la sonicación (Liao et 

al., 2020). Liao y colaboradores previamente reportaron que, de manera general, 

las NPs obtenidas por medio de sonicación pulsada, permiten mantener mayor 

bioactividad que aquellas obtenidas por sonicación continua, aunque se presenta 

un ligero aumento del DH, por ello, las NPs que a partir de aquí se presentan son 

aquellas obtenidas utilizando DCM como solvente orgánico y mediante sonicación 

pulsada. 
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4.1.2.2 Caracterización Electroforética de Veneno y Crotamina 

Extraídos de Nanopartículas de PLGA 

Una vez que se determinaron las condiciones de síntesis de NPs de PLGA y 

la optimización de encapsulación del veneno de C. molossus y crotamina, se 

procedió a realizar la extracción de éstas de la matriz polimérica, y evaluar 

electroforéticamente las proteínas incorporadas, como se muestra en la figura 17. 

  

Figura 17. Geles de SDS-PAGE de (A) veneno de C. molossus, (B) veneno extraído de 

NPs de PLGA, (C) crotamina y (D) crotamina extraída de NPs de PLGA. 

 En el carril A se presenta el patrón de migración de veneno de C. molossus, 

se observa gran diversidad de bandas asociadas al intervalo de 100 – 10 kDa, 

presentándose dos prominentes en ~70 y 25 kDa, finalmente, se observa una 

tercera banda en el intervalo de 15 – 10 kDa. En el carril B se evaluó el perfil 

electroforético obtenido de la extracción de proteínas de nanopartículas de PLGA. 

Destacan las mismas 3 bandas previamente mencionadas, con base en ello, 

podemos inferir la encapsulación de esas proteínas dentro de la matriz polimérica. 

Por otro lado, en el carril C se agregaron 15 µg de crotamina, obtenida del veneno 

de C. culminatus. De manera similar al carril B, en el carril D se observa la banda 

perteneciente a la crotamina extraída de las NPs de PLGA, infiriéndose de nuevo la 

encapsulación de esta toxina dentro de la matriz polimérica. 



 

46 

 

 

 

4.1.2.2 Forma de Nanopartículas por AFM 

 En la figura 18 se muestran imágenes topográficas de las NPs (A) de PLGA, 

(B) PLGA-Veneno y (C) PLGA-Crotamina, obtenidas por la técnica de AFM. De 

manera general se observan NPs de forma esferoidal y superficie lisa. 

 

Figura 18. Imágenes de Nanopartículas (A) NPs PLGA, (B) PLGA-Veneneo y (C) PLGA-

Crotamina, reconstruidas en AFM en modo no-contacto. 

 Dependiendo del tipo de solvente orgánico empleado durante el proceso de 

síntesis, se pueden generar cambios en la superficie de NPs de PLGA (K. C. Song 

et al., 2006). En las imágenes de la figura 18 se observa claramente la morfología 

esferoide y apariencia lisa, características deseadas para optimizar el efecto EPR 

en células tumorales (Maeda, 2021). Adicionalmente, el tamaño observado en las 

figuras es relativamente similar con lo determinado mediante los análisis de DLS 

observados en la tabla 4. Es importante resaltar que los tamaños observados 

mediante este tipo de técnicas tienden a variar con respecto a lo evaluado en DLS, 

lo anterior debido a que en este caso las NPs se encuentran deshidratadas, lo cual 

tiende a reducir un poco su tamaño. 
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4.1.2.3 Estructura Molecular de Nanopartículas por FT-IR ATR 

 Continuando con la caracterización de las NPs de PLGA-Veneno, se 

realizaron análisis de estructura molecular mediante espectroscopia infrarroja con 

transformada de Fourier (FT-IR) en modo de atenuación total reflejada (ATR) por 

sus siglas en inglés. En la figura 19 se observan los espectros obtenidos de NPs 

PLGA-Crotamina (verde), PLGA-Veneno (morado), PLGA (azul), crotamina (rojo) y 

veneno de C. molossus (negro).  
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Figura 19. Análisis de FT-IR en modalidad ATR de Veneno de C. molossus, crotamina, 

NP PLGA, PLGA-Veneno y PLGA-Crotamina, en orden ascendente. 

 En la figura 19 se observan los espectros de las NPs de PLGA control, 

encapsulando veneno de C. molossus y crotamina, en todos los casos se puede 

observar picos característicos en un rango de 1085 – 1150 cm-1 asociados a las 

vibraciones por estiramiento de enlaces éster (C-O-C). Generalmente estos picos 

se reportan en un intervalo de 1110 – 1150 cm-1, probablemente se observen en 
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1085 cm-1 por efecto del proceso de síntesis de las NPs. Adicionalmente, en 1350 

cm-1 se observan las series de picos asociados al doblez de los enlaces C-H, en un 

intervalo de 1300 – 1400 cm-1. Finalmente, el pico más notorio se observa en 1750 

cm-1, asociado al estiramiento del grupo éster (C=O) presente en el PLGA (Fu et al., 

1999). Prácticamente todas las NPs con o sin proteínas, presentan el mismo 

espectro de FT-IR sin diferencias significativas o desplazamientos de picos. 

Con respecto a los picos observados para la muestra de veneno de C. 

molossus, resaltan los grupos de la amida III en 1235 cm-1, asociada a una posible 

combinación del doblez de N-H y estiramiento de C-N y C-C, amida II en 1535 cm-

1, asociada al doblez de N-H y estiramiento de C-N, y por último, la amida I en 1635 

cm-1 la cual se asocia al estiramiento de C=O del enlace peptídico (Fu et al., 1999). 

En ese sentido, tal y como se observa en la figura 19, aparentemente no se 

distinguen los picos de las amidas en los espectros de las NPs. Lo anterior no es 

indicativo de una encapsulación efectiva o no de proteínas, sino un análisis 

cualitativo. Es probable que variando algunos ajustes en el análisis, como la 

utilización de pastillas de KBr, se pueda observar alguna diferencia con respecto a 

lo obtenido por ATR. 

Nuestro equipo de investigación previamente había reportado el espectro de 

FT-IR en modo ATR del veneno de un ejemplar adulto de C. molossus, así como 

los espectros de NPs de quitosano encapsulándolo. De manera similar, tampoco se 

reportaron diferencias significativas entre los espectros de las NPs CS control y NPs 

CS-Veneno (Jimenez-Canale et al., 2022A). Lo anterior probablemente ocurra 

debido a una baja proporción de proteína con respecto a PLGA, así como a la 

capacidad de penetración de la modalidad ATR sobre las muestras. 

 

4.1.2.4 Biocompatibilidad de Nanopartículas 

 Los eritrocitos o glóbulos rojos son las células más abundantes de nuestro 

cuerpo. Por ello es importante determinar la compatibilidad de materiales con fines 

farmacéuticos. En la figura 20 se observan los resultados de ensayos de actividad 
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hemolítica directa a 24 h en presencia de las NPs de PLGA, PLGA-Veneno y PLGA-

Crotamina. 
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Figura 20. Actividad hemolítica directa de NPs de PLGA, PLGA-Veneno y PLGA-

Crotamina. 

 Entre los principales síntomas derivados de la mordedura de C. molossus se 

encuentran aquellos referentes a patologías hemáticas, como hemorragia y 

coagulopatías. En este estudio se evaluaron concentraciones en intervalos de 125 

– 1.95 µg/mL con respecto a la cantidad de veneno y crotamina para determinar la 

actividad hemolítica (AH) de las NPs. Se ha reportado que ensayos de AH in vitro 

que se encuentren con valores <10 %, no se consideran como formulaciones 

hemolíticas, por otro lado valores >25 %, se consideran como formulaciones con 

riesgo alto de presentar hemólisis (Amin & Dannenfelser, 2006). En todas las 

formulaciones, no se presentó AH >10 %, lo que va de acuerdo con los resultados 

anteriores presentados en la figura 13. Estudios anteriores realizados por nuestro 

equipo con veneno de C. molossus encapsulado en NPs de quitosano, tampoco se 

observó AH en las mismas concentraciones (Jimenez-Canale et al., 2022A). 
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4.1.2.5 Cinética de Liberación de Veneno y Crotamina 

Una de las características más notorias de sistemas de micro/nanopartículas 

de PLGA es su capacidad de presentar perfiles de liberación controlada. 

Dependiendo de los parámetros utilizados durante el proceso de síntesis se puede 

modificar la cinética de liberación (Giteau et al., 2008). A continuación, la figura 21 

muestra la liberación cumulativa del veneno y crotamina durante 75 h. 
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Figura 21. Determinación de porcentaje de liberación cumulativo de veneno de C. 

molossus en NPs PLGA-Veneno y crotamina en PLGA-Crotamina. 

 De acuerdo con lo observado en la figura 21, se determinó que el veneno de 

C. molossus es liberado aparentemente de manera controlada de la matriz de 

PLGA, cuantificándose un ~25 % a las 75 h. Por otro lado, se observó una clásica 

liberación bifásica por parte de la crotamina, cuantificándose un ~40 % durante las 

primeras 24 h, y cerca de un ~50 % a las 75 h. La degradación de 

micro/nanopartículas de PLGA depende de variables como el tipo de PLGA 

utilizado, el peso molecular del mismo, el grado de cristalinidad y su temperatura de 

transición vítrea (Makadia & Siegel, 2011). De manera general, se ha reportado, 
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tanto en sistemas in vitro como in vivo, que la degradación de la matriz de PLGA 

depende de un proceso colectivo de erosión del material y su superficie, así como 

difusión del contenido encapsulado, lo cual puede llegar a tomar hasta 60 días. Lo 

anterior entonces, hace que la liberación de fármaco o moléculas encapsuladas 

dentro de NPs de PLGA sea relativamente difícil de estudiar, considerando todas 

las variables que pueden afectar este proceso. 

 

4.1.2.6 Actividad Citotóxica de Nanopartículas 

 Similar a lo observado en la figura 14, en la figura 22 se muestran y comparan 

los resultados de la actividad citotóxica de las NPs. Es importante mencionar que 

las concentraciones mostradas se encuentran con respecto a la cantidad de veneno 

y no de peso de NP, para el caso de NPs control, se utilizó la máxima concentración 

mostrada (100 µg/mL). En los análisis de actividad citotóxica por ensayo de MTT es 

muy importante considerar el tiempo empleado en el análisis, en este caso todos 

los análisis se realizaron considerando un tiempo de 24 h en presencia de los 

tratamientos. 

 La actividad citotóxica de las NPs PLGA-Veneno se evaluó en un rango de 

concentraciones de 100 – 0.78 µg/mL, con respecto a la cantidad de veneno. En el 

rango de concentraciones de 12.50 – 25 µg/mL se observa una viabilidad de ~50 – 

25 %, indicando probablemente la concentración donde se encuentra la IC50 de las 

NPs PLGA-Veneno. Asimismo, se observa que conforme disminuye la 

concentración es más notoria la diferencia de viabilidades comparando el veneno 

de C. molossus con las NPs PLGA-Veneno. 



 

52 

 

0.7
8

1.5
6

3.1
3

6.2
5
12.5

0 25 50
100

0

25

50

75

100

Concentración (µg/mL)

V
ia

b
il
id

a
d

 C
e

lu
la

r 
T

-4
7
D

 (
%

)

DMEM (C-) NP PLGA DMSO (C+)

Veneno de C. molossus NP PLGA-Veneno

 

Figura 22. Actividad citotóxica de NPs PLGA-Veneno en células T-47D. 

Calderon y colaboradores reportan que un gran número de familias de 

proteínas presentes en los venenos de especies pertenecientes a las familias 

Elapidae y Viperidae, siendo esta última donde se encuentran las serpientes de 

cascabel (Crotalus spp.), presentan actividad antitumoral in vitro y en algunos casos, 

in vivo (Calderon et al., 2014). Por otro lado, nuestro equipo recientemente publicó 

las propiedades farmacológicas que los componentes de venenos de cascabel en 

el estado Sonora, México pueden tener (Jimenez Canale et al., 2022B). De manera 

general, los componentes proteínicos mayoritarios en los venenos de serpientes de 

cascabel pertenecen a las familias primarias SVMPs, SVSPs y PLA2s, y presentan 

mecanismos de citotoxicidad con sus respectivos mecanismos moleculares. De 

manera similar, algunas toxinas que pertenecen a familias secundarias y terciarias 

(LAAOs, CTLs, CRiSPs, DIS, DEF, NP, etc.) también se han reportado en el mismo 

contexto. 

Previamente nuestro equipo de trabajo identificó las mismas bandas de proteínas 

que se observan en el gel de electroforesis SDS-PAGE (figura 11) como: VAP2A 

(P-III SVMP, 65 kDa), Apoxina I (LAAO, 56 kDa), Ruberlysina (P-I SVMP, 23 kDa) y 
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Fosfolipasa A2_2 (PLA2, 16 kDa). Continuando con la evaluación de la actividad 

citotóxica, se determinó la IC50 de las NPs PLGA-Veneno, como se muestra en la 

figura 23. 
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Figura 23. Evaluación de IC50 de NP PLGA-Veneno. 

Se determinó una IC50 de las NPs PLGA-Veneno en 22.24 µg/mL, de acuerdo 

con los datos presentados en la figura 23. Las SVMPs, también conocidas como 

zinc-metaloproteasas, son proteínas de masa molecular variable y multi dominio. Se 

asocia su acción al desarrollo de hemorragias y cambios en el proceso de 

coagulación. Se ha reportado que su principal mecanismo de acción es sobre 

componentes de la matriz extracelular (colágeno, laminina, fibronectina, entre 

otros). Dependiendo de su estructura se pueden clasificar en P-I, P-II, P-III y P-IV 

SVMPs, las cuales hacen referencia a solo el dominio de SVMP, SVMP + DIS, 

SVMP + DIS + dominio rico en cisteína y SVMP heterodiméricas, respectivamente. 

Se ha reportado que algunos de sus mecanismos de acción anticancerígena se 

basan en la acción que presentan inhibiendo procesos adhesión celular (al actuar 
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sobre receptores de integrinas), reduciendo la probabilidad de iniciar un proceso 

metastásico (Calderon et al., 2014; Gutiérrez et al., 2016; Jimenez Canale et al., 

2022B). 

Por otro lado, las LAAOs se clasifican como glicoproteínas, de las que se ha 

reportado su presencia en organismos como bacterias, plantas y animales. Su 

mecanismo de acción es catalizar una deaminación oxidativa de L-aminoácidos, 

dando como productos ácidos alfa-keto, NH3 y H2O2. Se ha reportado que la 

actividad de las LAAOs puede llegar a producir altos niveles de H2O2 en la 

membrana celular, produciendo hipotensión en modelos mamíferos. Hacen falta 

estudios para determinar a profundidad los mecanismos de acción de estas toxinas 

en el contexto de su futuro desarrollo como fármacos (Calderon et al., 2014; Costa 

et al., 2014; Jimenez Canale et al., 2022B). 

Por último, las PLA2s son enzimas sumamente interesantes para el desarrollo 

de fármacos, no solo anticancerígenos. Su mecanismo de acción está relacionado 

con el metabolismo de lípidos membranales, lo cual llega a generar productos como 

ácido araquidónico, reconocido precursor de compuestos biológicamente activos 

como prostaglandinas, tromboxanos, leucotrienos, entre otros. Las PLA2s se han 

posicionado como moléculas de alto interés en el desarrollo de agentes 

anticancerígenos ya que se ha reportado pueden inducir apoptosis en varias líneas 

tumorales, inhibir la migración celular y la angiogénesis, procesos altamente activos 

en procesos de metástasis (Calderon et al., 2014; Cummings, 2007; Jimenez 

Canale et al., 2022B). 

Considerando lo anterior, sí como lo observado en las figuras 11 y 17, 

podemos inferir que las toxinas que fueron encapsuladas y liberadas son las mismas 

que nuestro equipo identificó anteriormente como SVMPs, LAAO y PLA2. Es 

importante resaltar que la viabilidad celular observada en las figuras 22 y 23, es con 

base en la cantidad de veneno encapsulado, no con respecto a la cantidad de 

veneno liberada por la NP a 24/48/75 h. Continuando con la evaluación de las NPs 

PLGA-Crotamina, se realizaron sus respectivos análisis de actividad citotóxica, los 

cuales se observan en la figura 24. 
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Figura 24. Evaluación de actividad citotóxica de NPs PLGA-Crotamina en línea celular T-

47D. 

De manera similar en comparación con la crotamina sola, en la figura 24 se 

observa una disminución del ~30 % de la viabilidad celular de T-47D a la mayor 

concentración evaluada (10 µg/mL). Adicionalmente, prácticamente se observa que 

en todas las concentraciones evaluadas se obtuvo mayor citotoxicidad por parte de 

las NPs que de la crotamina sola, indicando un efecto deseado, donde podemos 

inferir una correcta internalización de las NPs y liberación intracelular de la 

crotamina. Contrario a lo observado en la figura 22, no se logró determinar un valor 

de la IC50 de las NPs PLGA-Crotamina, por lo que se recomienda aumentar las 

concentraciones evaluadas para ello. Hasta el momento, no se han encontrado 

otros trabajos publicados donde se pretendiera la encapsulación de crotamina en 

NPs de PLGA para su evaluación en células tumorales. En ese sentido, Macedo y 

colaboradores sintetizaron micropartículas (MPs) de PLGA encapsulando 

crotamina, para su evaluación de actividad antiparasitaria en Leishmania 

amazonensis, sin reportar valores de IC50, en su trabajo reportaron una efectiva 
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liberación de la crotamina de manera intracelular al presentarse mayor citotoxicidad 

por las MPs que con la crotamina por si sola (Macedo et al., 2015). Por otro lado, 

considerando los valores de IC50 para crotamina, reportados por varios autores en 

líneas tumorales, esperamos que aumentando la dosis al doble (20 µg/mL) 

observaríamos una disminución del 50 % de la viabilidad, o en su defecto, 

evaluando a las mismas concentraciones que el veneno (100 – 0.78 µg/mL) 

determinaríamos con mayor facilidad las concentraciones necesarias a evaluar. 

Con base en los resultados anteriores, podemos concluir que el veneno de 

C. molossus y las NPs PLGA-Veneno son efectivos agentes citotóxicos con 

potencial farmacológico en la línea cancerígena T-47D. La crotamina y NPs PLGA-

Crotamina presentan citotoxicidad en menor medida a las concentraciones 

evaluadas, por lo que hace falta realizar más análisis al respecto. 
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CAPÍTULO 5 

5.1 CONCLUSIONES 

 

En el presente trabajo se logró caracterizar las proteínas que se encontraron 

en el veneno de la víbora de cascabel cola negra, C. molossus. Dicho veneno y la 

crotamina fueron sometidas a evaluaciones de biocompatibilidad, donde se 

determinó que a concentraciones < 125 µg/mL no producen hemólisis en los 

glóbulos rojos. Posteriormente, se determinó que el veneno de C. molossus s 

citotóxica en la línea de carcinoma mamario ductal infiltrante, T-47D, con una IC50 

de 1.55 µg/mL. La crotamina redujo la viabilidad celular de la línea celular 

mencionada en un 30 %. 

Se logró sintetizar NPs de PLGA encapsulando veneno de C. molossus y 

crotamina (PLGA-Veneno y PLGA-Crotamina, respectivamente), ambas con 

promedios de DH: 300 nm, PDI: 0.11 y P-ζ: -28.5 mV. Ambos tipos de NPs no 

produjeron hemólisis en glóbulos rojos, presentaron una morfología esferoidal y 

superficie lisa, como se confirmó por imágenes de AFM en modo no contacto. 

El perfil de cinética de liberación determinó una liberación prolongada y 

aparentemente controlada del veneno de la matriz polimérica, mientras que la 

crotamina presentó un perfil de liberación bifásico clásico. Finalmente, las NPs de 

PLGA-Veneno redujeron la viabilidad celular de las células T-47D, determinándose 

una IC50: 22.24 µg/mL. Similar a la crotamina libre, las NPs PLGA-Crotamina 

redujeron la viabilidad celular de T-47D en un 30 %. 

Lo anterior representa un escalón en el desarrollo de nuevos agentes 

farmacéuticos basados en la encapsulación de agentes peptídicos/proteicos 

provenientes de venenos de serpientes. 
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5.2 PERSPECTIVAS Y RECOMENDACIONES 

 

El sistema de encapsulamiento de proteínas bioactivas de interés, mediante un 

proceso de síntesis de NPs de PLGA basado en la doble emulsión-evaporación de 

solvente es efectivo, pero cuenta con áreas de oportunidad para mejorar. 

 

Se recomienda lo siguiente: 

• El aislamiento y/o purificación de las fracciones del veneno de C. molossus 

permitirá evaluar de manera más efectiva el potencial farmacológico de cada toxina, 

así como determinar los mecanismos de esta. 

• Mejorar el sistema de síntesis, a manera de evitar la mayor pérdida posible de la 

actividad de las toxinas durante este proceso, para ello se ha reportado el uso de 

diferentes agentes que ayudan a proteger a las proteínas. 

• Mejorar la eficiencia de encapsulación del sistema para disminuir o evitar la pérdida 

de material, y de esta manera aumentar la capacidad de carga de las NPs. 

• Evaluación de la capacidad de internalización de las NPs mediante tinción de 

toxinas con FITC, a manera de confirmar en la manera de lo posible la liberación de 

las toxinas de manera intracelular. 

• Evaluación de actividad citotóxica utilizando controles positivos ya aprobados por 

la FDA para tratamiento oncológico de cáncer de mama (doxorrubicina, epirrubicina, 

docetaxel, paclitaxel, carboplatino, ciclofosfamida, entre otros). 

• Evaluación de actividad sinérgica de toxinas provenientes del veneno de Crotalus 

spp., con los medicamentos mencionados en el punto anterior. 
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