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RESUMEN 

 

La variación en la composición y características proteicas del veneno de las serpientes 

de manera intraespecífica es algo que ha sido bien reportado por diversos estudios, 

especialmente para la familia Viperidae.  Estos cambios se dan en función de factores 

externos que ejercen una presión sobre la serpiente, influyendo sobre la producción de 

distintas familias proteicas en su veneno destinadas a cumplir algun efecto sobre el tejido 

de la presa. Algunos de estos factores pueden ser dimorfismo sexual y distribución 

geográfica, aunque los más comunes son variación en hábitos alimenticios y cambios 

ontológicos. Metlapilcoatlus occiduus es una serpiente de la familia Viperidae, 

perteneciente al grupo de víboras de foseta brincadoras.   Se encuentran distribuidas desde 

el Sureste de Chiapas, México, la vertiente del Pacífico de Guatemala, hasta el oeste del 

Salvador.  

 

A pesar de ser una especie relativamente común en Guatemala, la información sobre su 

biología es limitada, especialmente la toxinología de su veneno.  Mucho se debe a los pocos 

esfuerzos de investigación para dicho reptil.  Es posible que M.occiduus presente cambios 

ontológicos en sus etapas de juvenil y adulta, considerando que lo anterior ya se ha 

reportado para otras especies de víboras e incluso para el mismo género Metlapilcoatlus. 

La víbora es de importancia médica a nivel humano, pecuario y para animales domésticos, 

por lo que estudiar su veneno es de vital importancia, especialmente si los síntomas de una 

mordida pueden variar en función si el veneno inoculado fue de una juvenil o de una adulta.  

 

El objetivo principal de este estudio fue comprobar si existe variación ontológica 

en el veneno de víboras juveniles y adultas de la especie M. occiduus. Esto se logró 

determinar por medio de los bioensayos de Bradford, electroforesis SDS-PAGE, 

bioensayos de LD50 y de letalidad. Se esperaba que el veneno de juveniles fuese más tóxico 

que el de adultas para invertebrados, considerando que estos son uno de los alimentos 

principales durante su etapa juvenil. Contrario a la hipótesis propuesta, se determinó que 

el veneno de víboras adultas es más toxico para invertebrados, aunque los efectos 

sistémicos y en el tejido de los grillos fueron muy similares para ambas muestras de veneno. 
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Esto podría estar asociado a que las serpientes juveniles de este estudio estaban más 

cercanas a su etapa de adulta que de neonato. Los resultados también podrían sugerir que 

las víboras M.occiduus siguen alimentándose de ortópteros durante su etapa adulta, junto 

con otra variedad de presas como mamíferos, aves y herpetofauna. Lo anterior explicaría 

la mayor variedad de proteínas en el veneno de adultos, junto con el nivel más alto de 

toxicidad en comparación a las juveniles. Es importante complementar este estudio con 

otros bioensayos de laboratorio como espectrofotometría de masas, Western Blot, 

secuenciación de ADN y transcriptómica, PCR-ADN y análisis de muestras de heces, con 

la finalidad de determinar con mayor precisión los tipos de familias especificas en el 

veneno de M.occiduus. 
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I. INTRODUCCIÓN 

 

Metlapilcoatlus occiduus es una serpiente de a la familia Viperidae, perteneciente al 

grupo de las “víboras de foseta brincadoras”. Es una víbora mediana, de cuerpo y cabeza 

gruesa y coloraciones grises y cafés. Su distribución se extiende desde el sureste de 

Chiapas, México, hasta el oeste del Salvador. En Guatemala, se encuentra distribuida a una 

altitud de 1,000 a 1,6000 metros sobre el nivel del mar (m.s.n.m), por toda la vertiente del 

Pacifico, en el centro y sur del país incluyendo a San Marcos, Retalhuleu, Suchitepéquez, 

Escuintla, Jutiapa y Santa Rosa. Habita principalmente en bosques húmedos de coníferas. 

A pesar de que es un víbora relativamente común en la región, los esfuerzos de 

investigación para la especie son limitados o nulos, especialmente los relacionados con su 

venómica.  

 

Se sabe que la dieta de M.occiduus en su etapa adulta se basa principalmente en 

mamíferos, y en su etapa juvenil en invertebrados o vertebrados pequeños. Sin embargo, 

esta información es antigua y poco precisa, debido a que las observaciones en campo de 

estos reptiles son limitadas y mucho se basa en la dieta de otras especies del mismo género 

y/o grupo. Al igual que otras víboras y elápidos, la dieta de M.occiduus en sus distintas 

etapas de desarrollo podría influir sobre las características y composición de su veneno. A 

lo anterior se le conoce como “cambio ontológico”, que hace referencia a la variación en 

la composición del veneno de una especie de serpiente basado en las distintas dietas que 

tienen durante sus etapas de vida. Las tres principales etapas de vida son neonato, juvenil 

y adulto. 

 

Estudiar las características del veneno de las serpientes venenosas en sus distintas etapas 

de vida es de vital importancia, considerando que el cambio en la composición de su veneno 

influye sobre la sintomatología después de una mordida. Esto va a depender del tipo de 

familias proteicas en la secreción, junto con la selectividad de estas hacia los tejidos de la 

víctima. Además, esta información aporta de manera significativa al conocimiento de la 

biología de las especies, puesto que el veneno juega un papel importante sobre la evolución, 

adaptación, ecología, y desarrollo de estos reptiles.  
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Especies del género Metlapilcoatlus y Atropoides relacionadas con M.occiduus han 

reportado cambios ontológicos en su veneno por cambios de la dieta en sus etapas de 

crecimiento. Por lo anterior, es posible que M.occiduus presente similitudes en cuanto a los 

datos reportados para dichas especies. Esto es importante para la serpiente M.occiduus, 

considerando que la información de su  biología y esfuerzos de investigación son limitados 

a pesar de ser una especie bien conocida en la región guatemalteca.  Esta serpiente es de 

importancia médica humana, pecuaria y para animales domésticos. Además, incide cerca 

de áreas antropogénicas como hortalizas, fincas, fragmentos de bosque e incluso en 

jardines cercanos a bosques.  Esto hace aún más relevante el hecho de conocer sobre su 

veneno y biología, a manera de evitar o manejar posibles accidentes ofídicos.  
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II. OBJETIVOS 

 

 

A. OBJETIVOS GENERALES 

 

1. Comprobar si existe variación ontológica en el veneno de víboras juveniles y 

adultas de la especie mano de piedra Metlapilcoatlus occiduus (Viperidae). 

 

2. Contrastar y comparar los resultados del veneno de ejemplares adultos y 

juveniles de M. occiduus.  

 

 

B. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

1. Determinar la concentración proteica del veneno de M. occiduus por medio del 

bioensayo colorimétrico de Bradford. 

 

2. Determinar el grupo de proteínas presentes en el veneno de M. occiduus a partir de 

su separación en un ensayo de SDS-PAGE. 

 

3. Determinar la DL50 y el porcentaje de letalidad del veneno de M. occiduus en grillos 

comunes (Acheta domesticus). 

 

4. Evaluar el efecto del veneno de M. occiduus en el tejido de grillos comunes (Acheta 

domesticus) tras su inoculación subcutánea.  
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III. HIPÓTESIS 

 

1. Existe un cambio ontológico entre el veneno de juveniles y adultos de la especie 

Metlapilcoatlus occiduus determinado por la diferencia de dieta en las distintas 

etapas de crecimiento de la víbora.  

2. La composición proteica y características entre el veneno de juveniles y adultos de 

la especie M. occiduus son distintas.  

3. La letalidad del veneno de víboras juveniles de M. occiduus es mayor que el veneno 

de adulto para grillos comunes.  

4. La DL50 en grillos comunes es menor para el veneno de M.occiduus de juvenil que 

para el de adulto. 

5. Habrá un mayor daño en el tejido de los grillos comunes con el veneno de juvenil 

M. occiduus.  
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IV. JUSTIFICACIÓN 

 

Guatemala tiene alrededor de 270 especies de reptiles, de las cuales 128 son 

serpientes, y 22 son venenosas pertenecientes a la familia Viperidae y Elapidae (López, 

2014). A pesar de la diversidad de este grupo, en la actualidad existen pocos estudios que 

aporten información para ciertas especies. Este es el caso de la serpiente Metlapilcoatlus 

occiduus de la familia Viperidae, o mejor conocida como “mano de piedra”. A pesar de ser 

una especie endémica de la Meseta Central, relativamente común en áreas antropogénicas 

y presentar importancia médica por su veneno (Dugas, et al., 2009), existen pocos o ningún 

estudio que refleje la biología de este reptil, incluyendo la rama de venómica. De hecho, 

son pocas las investigaciones para el género Metlapilcoatlus que reporten información 

toxinológica del veneno de estas serpientes (Campbell, et al., 2019; García, et al., 2020).  

 

Se ha reportado que el veneno de las víboras del género Metlapilcoatlus posee 

actividades hemorrágicas, formadoras de edema y necrotizantes (Angulo, et al., 2014; 

García, et al., 2020). Esto es de importancia médica, considerando que el veneno puede 

producir daños al tejido humano o cualquier otro mamífero domestico en caso de un 

accidente ofídico. Sin embargo, se debe tomar en cuenta que la sintomatología de una 

mordida por un individuo adulto puede variar con respecto a la de un juvenil dentro de la 

misma especie (García et al., 2020). Esto se debe a que la composición del veneno de una 

serpiente puede verse afectada por diferentes factores como la edad del animal, hábitos de 

alimentación, dimorfismo sexual, cambios ontológicos y distribución geográfica (Guércio, 

et al., 2006; Calvete, 2017; García, et al., 2020).  

 

Estudios anteriores, han reportado la presencia de cambios en la composición del 

veneno en miembros de la familia Viperidae, como en especies del género Crotalus 

(C.simus, C. tzabcan y C. culminatus), Bothrops (B. atrox) e incluso para Metlapilcoatlus 

(Metlapilcoatlus numiffer) (Gúerico, et al., 2006; Durban, et al., 2017; García, et al., 2020). 

Asimismo, recientemente se han reportado datos similares para la cobra china (Naja atra) 

miembro de la familia Elapidae (Nie, et al., 2022). Lo anterior se debe a los diferentes tipos 
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de alimentación que las serpientes llevan en sus distintas etapas de vida, en donde las 

adultas tienden a alimentarse de mamíferos y aves, mientras las juveniles de invertebrados 

o vertebrados pequeños como reptiles y anfibios e incluso peces (Mackessy, et al., 2003; 

Nie, et al., 2022). En este sentido, el veneno de cada etapa/edad tendrá una composición 

distinta, dependiendo del tipo de presa en la cual el veneno debería ejercer un efecto, ya 

sea para acelerar la parálisis o muerte de la presa. Tomando en cuenta que otras especies 

de la familia Viperidae, incluyendo el género Metlapilcoatlus ha mostrado la presencia de 

un cambio ontológico en la composición del veneno entre juveniles y adultas, es posible 

que la especie Metlapilcoatlus occiduus presente la misma variación, pues al igual que las 

demás víboras, esta especie posee dietas diferentes en sus etapas de juvenil y adulto. Los 

juveniles/ neonatos se alimentan de invertebrados y los adultos de mamíferos pequeños 

(Kohler, 2003). Hasta el momento, no se han realizado estudios con respecto al análisis 

toxinológico o reportes de cambios ontológicos en el veneno de la especie Metlapilcoatlus 

occiduus.  Esto hace que el presente estudio contribuya con información nueva para la 

especie, lo cual será útil para conocer mejor la biología de la serpiente y la de su veneno.  

 

Para evaluar estos objetivos en estudios anteriores, por lo general se usan modelos 

vivos de vertebrados como ratones (Mus musculus), ratas (Rattus norvegicus domestica) 

y/o pollos (Gallus gallus) (Zelanis, et al., 2008). Esto, con la finalidad de determinar con 

precisión el nivel de letalidad y sintomatología de un organismo al estar expuesto al veneno 

de serpiente. Sin embargo, son muy pocos los estudios que reportan el uso de un modelo 

in vivo de invertebrado para poder evaluar el efecto del veneno de serpiente en su 

organismo.  Este estudio, sería de los primeros en latino américa en utilizar un modelo in 

vivo de invertebrado (grillos comunes: Acheta domesticus) para evaluar el efecto del 

veneno de la serpiente M.occiduus. De esta manera, se estarán reportando metodologías 

para llevar a cabo inoculaciones de tratamientos en modelos in vivo de invertebrados.  
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V. MARCO TEÓRICO 

 

A. Aspectos generales de la Biología de las víboras de fosa brincadoras (“Jumping 

pitvipers”) 

Las víboras de foseta brincadoras (“Jumping pitvipers”) pertenecen al clado Squamata 

y familia Viperidae. Son endémicas de América Central, México y su distribución llega 

extenderse hasta Panamá. Sus hábitats suelen ser de elevaciones baja a media, con climas 

templados, tropicales o nubosos (Castoe, et al., 2003; Campbell y Lamar, 2004; Jadin, et 

al., 2010). Su dieta abarca pequeños vertebrados y mamíferos de talla pequeña a media 

(Guerra, et al., 2012). En ocasiones se ha reportado que pueden incluso alimentarse de aves 

(Hoser, 2012). Por lo general, poseen un veneno de tipo hemotóxico y/o neurotóxico 

(Chang, 2016). 

 

Las serpientes de este grupo se diferencian del resto de miembros de Crotalinae por sus 

particulares características morfológicas. Estas tienen cuerpos muy robustos y 

extremadamente gruesos, cabezas anchas cubiertas de escamas pequeñas y quilladas, junto 

con ojos pequeños y un hocico redondo y ancho. Poseen coloraciones café, grisáceo, 

amarillo, rojizo, verde, amarillo y/o negro con patrones a lo largo del cuerpo, superpuestos 

por rombos y manchas laterales y dorsales. Poseen una cola corta que no es totalmente 

prensil, la cual representa al menos el 15% del total de su cuerpo. Una de las características 

de mayor importancia en estas serpientes, es su particular habilidad de saltar y rebotar en 

respuesta a peligro o defensa. Esto lo logran enrollándose, contrayendo sus músculos y 

ejecutando el salto. Su forma robusta, gruesa y con escamas opacas, es la razón por la cual 

son conocidas como “mano de piedra”, “serpiente roca” o “serpiente sapo” (Castoe, et al., 

2005; Castoe y Parkinson, 2006; Hoser, 2012; Campbell, et al., 2019).  

 

Las víboras brincadoras del género Metlapilcoatlus, inicialmente eran parte del género 

Atropoides.  Originalmente se incluían tres especies dentro del género: A. nummifer, A. 

olmec y A. picadoi, las cuales fueron trasladadas previamente del género Porthidium. 

Tiempo después, el género Atropoides incluyó tres especies más, formando un grupo de 
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seis especies para el género. Las especies incluidas fueron A. mexicanus, A. occiduus y A. 

indomitus (Campbell y Lamar, 2004; Smith y Ferrari, 2008; Tepos, et al., 2021). Sin 

embargo, estudios recientes han reportado que A. picadoi es un grupo polifilético, y que 

dicha especie no forma un clado con el resto de las especies dentro de Atropoides, sino más 

bien muestra ser un linaje hermano del género Porthidium o Cerrophidion. En este sentido, 

Atropoides picadoi debía ser transferido a cualquiera de los dos géneros anteriores, o bien 

proponer al género Atropoides como “monotípico”. Lo anterior se determinó con 

diferencias y variaciones genotípicas principalmente. Lo reportado provocó que el resto de 

las especies (6) del género Atropoides, ya no pudieran ser agrupados en el mismo grupo 

(Castoe et al.,2005; Alençar et al., 2016; Campbell, et al., 2019; Tepos, et al., 2021).  Por 

esto,  Campbell, et al., 2019 propuso un nuevo género llamado “Metlapilcoatlus”.   

 

La etimología del nombre se deriva de “náhuatl metapil” que refiere a los morteros 

gruesos y robustos de piedra que se usan para moler el metate y otras comidas, y “coatl” 

que significa “serpiente” (Campbell, et al., 2019).  El resto de las especies del género 

Atropoides (A. mexicanus, A. occiduus, A. nummifer, A. olmec y A. indomitus) también 

fueron trasladadas a el género Metlapilcoatlus. Dicho género, difiere del resto de las 

víboras del Nuevo Mundo por sus características fisiológicas tan particulares (Alencar, et 

al, 2016; Campbell, et al., 2019). 
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Figura 1. Características morfológicas principales de las víboras brincadoras (Metlapilcoatlus olmec) 

 

(Fotografía: Padilla, 2008; modificada por elaboración propia). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Especies representativas de las víboras brincadoras (“Jumpig Pit Vipers”). 1. Metlapilcoatlus 

occiduus (Fotografía: Zorilla, 2021; modificada por elaboración propia); 2. M. mexicanus (Fotografía: 

Gazo, 2022; modificada por elaboración propia); 3. M. indomitus (Fotografía: Xulhn, 2018; modificada 
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por elaboración propia); 4. M. nummifer (Fotografía: Simon, 2019; modificada por elaboración propia); 5. 

M. olmec (Fotografía: Padilla, 2008; modificada por elaboración propia); 6. Atropoides picadoi 

(Fotografía: Gjverspui, 2019; modificada por elaboración propia). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.  Árbol taxonómico de la agrupación de las víboras brincadoras según Campbell, et al., 2019. 

**Nota: Este árbol taxonómico no está a escala evolutiva, este diagrama tiene fines ilustrativos y 

explicativos. 

(Diagrama por elaboración propia).
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Figura 4. Relación filogenética entre género Atropoides, Cerrophidion spp., Agkistrodon contortrix, 

Porthidium spp. según Jadin, et al., 2010. También se muestra una división basal entre A. picadoi y el 

especies restantes de Atropoides. (“Metlapilcoatlus” según Campbell, et al., 2019). 

 

B. Aspectos de la Biología de Metlapilcoatlus occiduus 

Metlapilcoatlus occiduus, o también conocida como “mano de piedra”, es una de las 

serpientes pertenecientes al grupo de las víboras de foseta brincadoras. Esta especie 

pertenece a la familia Viperidae y subfamilia Crotalinae (serpientes con termofoseta), que 

fue descrita por Hoge, 1966. Su distribución se extiende desde el Sureste de Chiapas, 

México, hasta el oeste del Salvador (Sosa y Ramos, 2015). En Guatemala, se encuentra 

distribuida a una altitud entre 1,000 a 1,6000 metros sobre el nivel del mar (m.s.n.m), por 

toda la vertiente del Pacifico, en el centro y sur del país incluyendo a San Marcos, 

Retalhuleu, Suchitepéquez, Escuintla, Jutiapa y Santa Rosa (Acevedo, 2006; OPS/OMS, 

2009; Guerra, et al., 2012). 

 

Las serpientes M. occiduus se caracterizan por tener un cuerpo robusto y grueso que 

mide entre 35 a 60 cm de longitud total pata los adultos, 25-40 cm para juveniles y 15 a 20 

cm en neonatos. Presentan coloraciones café claro u oscuro, rosáceo, rojizo, café-purpura, 

negro y/o crema. Tienen sobrepuesto a lo largo del cuerpo patrones triangulares o en 

rombos, los cuales por lo general son más oscuros que el resto de sus escamas. La cola es 
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de tamaño medio (5 a 10 cm en adultos), y presenta un color más oscuro que el resto del 

cuerpo (OPS/OMS, 2009). Poseen una cabeza ancha y triangular, junto con un par de ojos 

redondos y pequeños. La distribución de sus escamas consiste en la presencia de 7 a 12 

escamas intersupraoculares, y las supraoculares nunca están fragmentadas. Tienen de 8 a 

10 escamas supralabiales y de 9 a 12 infralabiales. Asimismo, poseen 21 a 27 hileras de 

escamas a la mitad de su cuerpo. En machos, se pueden encontrar de 125 a 135 escamas 

ventrales, mientras que en hembras el número de estas escamas difiere en 126 a 137. De 

igual manera, se observa diferencia en el número de escamas subcaudales enteras entre 

sexos, en donde los machos presentan de 26 a 36 escamas y las hembras 24 a 32.  Todas 

las escamas a la mitad del dorso en estas serpientes son de tipo quilladas (Campbell y 

Lamar, 1989; OPS/OMS, 2009, Campbell y Lamar, 2004). La característica más destacada 

de M. occiduus es su prominente banda color café oscuro o negra que se extiende justo 

desde las escamas postoculares hasta unos centímetros después de las escamas ultimas-

infralabiales, junto con un grupo de escamas interoculabiales bajo el ojo, que forman una 

mancha redondeada de color café oscuro o negro.  

 

 El hábitat predominante de esta serpiente, son los bosques húmedos y/o nubosos 

subtropicales y bosques de pino encino. Es una serpiente de hábitos principalmente 

diurnos, aunque también se les puede ver activas al atardecer cuando se acerca la noche 

(Campbell y Lamar, 2004; Acevedo, 2006; Guerra, et al., 2012). Lo anterior se debe a que, 

en su hábitat natural, la temperatura desciende considerablemente durante la noche, 

cuestión que afecta la velocidad de su metabolismo, haciendo que su actividad sea 

predominante durante el día (Jadin, et al., 2019). Es una especie terrestre, y suele 

encontrarse bajo hojarasca, troncos, madrigueras pequeñas, a la orilla de caminos y/o bultos 

de ramas. De igual manera, se ha reportado la presencia de M. occciduus en sitios 

antropogénicos, principalmente en áreas de cultivos de hortalizas de café, maíz, flores, 

hortalizas y aguacate (Campbell, 1992; Campbell, 1998; Acevedo, 2006; OPS/OMS, 

2009). Asimismo, es posible encontrarla en jardines, parques o áreas verdes cercanas a 

bosques donde habitan. Esta serpiente es considerada relativamente común, lo cual tiene 

sentido considerando que no es una serpiente de hábitos específicos o que dependan de 

sobremanera de algun recurso limitado en particular. Su presencia cerca de seres humanos 
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puede provocar accidentes ofídicos. De hecho, se hipotetiza que el 22.1% de accidentes 

ofídicos causados por serpientes no identificadas, incluye en gran parte a M. occiduus 

(OPS/OMS, 2009). 

 

M. occiduus posee una dieta variada, la cual cambia a lo largo de su desarrollo al 

igual que otras especies de víboras crotalinas (Zelanis, et al., 2008; García, et al., 2020). 

Los adultos se alimentan principalmente de mamíferos, aunque también pueden comer 

pequeños vertebrados como lagartijas o anuros pequeños (Campbell y Lamar, 2004; 

Kohler, 2003; OPS/OMS, 2009; Guerra, et al, 2012). En algunos casos se ha reportado que 

pueden incluso consumir aves pequeñas o medianas (OPS/OMS, 2009; Hoser, 2012). En 

su estado juvenil, su alimentación es principalmente de invertebrados y mamíferos 

pequeños o crías de estos. Por otro lado, al estar en la etapa de neonatos, se alimentan 

principalmente de invertebrados como Ortópteros, Blatoideos, Hemípteros y/o Arácnidos.  

 

Para cazar sus presas, esperan en un sitio hasta que estas se aparezcan. Al fijar la 

mirada en la presa, lanzan una mordida con el peso de su cuerpo hacia adelante (OPS/OMS, 

2009). Esto permite que puedan apuntar con precisión, de tal manera que se inocule su 

veneno por medio de la inserción de sus dos colmillos en el tejido de la presa. Su dentadura 

solegnoglifa caracterizada por tener los colmillos al frente de la mandíbula conectados a 

una glándula de veneno sobre el maxilar (Cassan, 2006), facilitan la captura de su alimento. 

Sus colmillos, dirigen el veneno hacia el interior de la presa, en donde se secreta por los 

orificios de salida en el centro de estos (Chang, 2016). En cautiverio se ha observado tanto 

para neonatos, juveniles y adultas que las serpientes M. occiduus lanzan una o dos mordidas 

a la presa. Al momento de atraparla, retienen al animal en su boca durante varios minutos. 

De esta manera, la presa muere en las fauces del reptil en consecuencia al efecto del veneno. 

Luego de unos 5 a 10 minutos de haberla atrapado, la serpiente comienza a engullir su 

alimento. Es probable que este comportamiento sea el mismo en vida silvestre, sin 

embargo, por el momento aún no existe un estudio que reporte dicha información.  

 

Al igual que el resto de las víboras brincadoras, M. occiduus en estado de defensa, 

posee el comportamiento de enroscar todo su cuerpo, formando un “bulto”. Posteriormente, 
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contraen sus músculos y comienzan a dar saltos para ahuyentar a su depredador (Campbell, 

et al., 2019). Si esto no es suficiente, proceden a lanzar mordidas al aire mostrando sus 

colmillos para advertir de su veneno. Si ninguna de las advertencias anteriores provoca que 

el depredador se vaya, lanzan una mordida de defensa hacia el animal que las invade. Por 

lo regular, estas mordidas van dirigidas a pies, tobillos o piernas debido a sus hábitos 

terrestres (OPS/OMS, 2009). Este comportamiento suele ahuyentar a sus depredadores en 

la mayoría de los casos, especialmente cuando no existe ningún tipo de resistencia hacia 

su veneno. Sin embargo, para depredadores que no presentan síntomas por el veneno de M. 

occiduus, la estrategia de defensa de esta serpiente no evitará que sea el alimento de otro 

animal. Este es el caso del colúbrido, Drymarchon melanurus especie que se alimenta de 

otras serpientes, incluyendo víboras como M.occiduus. Lo anterior es debido a que D. 

melanurus es resistente al veneno de M. occiduus (Sosa y Ramos, 2015; Hernandez et al., 

2021). 

 

Actualmente la información de la biología, taxonomía y toxinología de Metlapilcoatlus 

occiduus es limitada, debido a que no se han realizado variedad de estudios sobre la especie 

a pesar de ser relativamente común. Considerando que es una especie endémica del sur de 

México, la vertiente del Pacífico de Guatemala y el sureste de El Salvador, es vital poder 

conocer mejor de sobre su biología, especialmente por ser un reptil de importancia médica 

que puede encontrarse cercano a áreas antropogénicas.   
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Figura 5. Mapa de distribución de Metlapilcoatlus occiduus. Se extiende desde el sur de Chiapas, por 

toda la vertiente del Pacifico de Guatemala hasta ciertas zonas del sureste de El Salvador. 

 (López y Canseco, 2022; IUCN Red List, 2022). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Ejemplar Metlapilcoatlus occiduus adulto. Tamaño mediano. A. Coloración oscura de M. 

occiduus con patrones de rombos sobrepuestos (Fotografía: Maquin, 2021; modificada por elaboración 

propia). B. Cabeza ancha, gruesa, triangular con ojo pequeño. Hocico corto y plano. Banda de escamas 

formada desde la punta del ojo hasta la zona inferior de la mandíbula, de tonalidad más oscura que el resto 

del cuerpo, escamas agrupadas formando una mancha bajo el ojo (Fotografía: Herrera, 2015; modificada 
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por elaboración propia).  C. Morfología del cuerpo de M. occiduus: cuerpo grueso y ancho. Cola corta 

parcialmente prensil y más oscura que el resto del cuerpo. Cabeza triangular y ancha (Fotografía: Herrera, 

2015; modificada por elaboración propia).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Características principales de M. occiduus que la diferencian del resto de víboras brincadoras 

(Jumping Pit Vipers) Se observa la termofoseta que caracteriza a Viperinae, grupo al cual pertenece 

M.occiduus. Se observa la prominente banda de color café oscuro o negra que se extiende desde las 

escamas post-oculares hasta unos centímetros después de las escamas ultimas-infralabiales. Es evidente el 

grupo de escamas oscuras interoculabiales bajo el ojo que forman la mancha café-negra que caracteriza a 

la especie. 

(Fotografía: Padilla, 2011; modificada por elaboración propia).   
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Figura 8. Tipo de dentadura en M. occiduus: Solenoglifa. Dos colmillos en la zona frontal del 

maxilar. Ambos con ductos de veneno en el centro que conectan con la glándula venenosa 

ubicada en la zona superior cefálica. El veneno pasa por el ducto y es inoculado en la presa por 

los orificios de salida de la dentadura. 

 (Cassan, 2006; Zorrilla, 2021). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Serpientes M. occiduus juveniles alimentándose en cautiverio. Muerden a la presa y la retienen 

en sus fauces de 5 a 10 minutos. El animal muere por los efectos del veneno. Luego engullen el alimento. 

Esto se observó tanto en juveniles como en adultas. 

 

C. Características del veneno de Metlapilcoatlus occiduus 

El veneno de las serpientes (Elapidae y Viperidae), es una mezcla compleja de 

componentes biológicos activos, que forman cocteles enzimáticos, proteicos y/u orgánicos. 

Entre estos se incluyen enzimas, proteínas/péptidos no enzimáticos y pequeñas cantidades 

de moléculas orgánicas e inorgánicas (Bieber, 1979; Aird, 2005; Mackessy, 2010). El 
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veneno de las serpientes no tiene una finalidad adaptativa de autodefensa, sino más bien 

está dirigido a la inmovilización de presas y promover una digestión más eficiente 

(Urdaneta, et al., 2004; Pawlak, et al., 2006). Sin embargo, las serpientes pueden usar su 

veneno contra depredadores o amenazas si lo amerita, y de igual manera causar daños 

significativos en el organismo de la víctima. En ambos casos, el veneno induce efectos 

sistemáticos y locales, interfiriendo con varias funciones fisiológicas (Aird, 2002; Fry, 

2005; Mackessy, 2010). Entre los efectos más comunes reportados se encuentra la 

neurotoxicidad, (post/ presináptica), cardiotoxicidad, pro y anticoagulantes y miotoxicidad. 

Dependiendo de la familia, género o especie de la serpiente, el veneno puede provocar 

algunos o todos los efectos mencionados anteriormente.  

 

Para la familia Viperidae, la composición y las características proteicas de su veneno es 

similar entre especies. Por lo general, el veneno de estos reptiles está compuestos por 

fosfodiesterasas, nucleotidasas, metaloproteinasas, miotoxinas, arginina esterasas, lectinas 

de tipo C, neurotoxinas, L-amino oxidasas, hialuronidasa, ADP-asas, fosfolipasas y otros 

componentes. Todas las formas proteicas del veneno presentan diferentes masas 

moleculares según la complejidad de la forma y estructura de la proteína (Mackessy, 2010).  

La presencia, proporción y cantidad de proteínas en los venenos de las diferentes especies 

de víboras, varía entre especie e incluso la etapa del desarrollo del reptil (Zelanis, et al. 

2008). 

 

Actualmente, no existe un informe que haya determinado en su totalidad el tipo de 

proteínas presentes en el veneno de Metlapilcoatlus occiduus. Sin embargo, existen otros 

estudios que ya han reportado la caracterización de las secreciones de M. numiffer (García, 

et al., 2020).  Para M. numiffer se reportó que las proteínas predominantes en el veneno 

fueron metaloproteasas, serina proteasas, fosfolipasas (A2). La proporción de estas 

proteínas en las secreciones, varia en las diferentes etapas de crecimiento de la serpiente 

(neonato-juvenil-adulto) (Rojas, 2001; García, et al., 2020). Lo anterior coincide con lo 

reportado por Mackessy, 2010, quien menciona que el género Metlapilcoatlus y 

Atropoides, poseen un veneno con predominancia de fosfolipasas A2 y metaloproteinasas 

dependientes del Zinc (Zn) (SVMPs). 
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1. Acción y características de las proteínas y enzimas en el veneno de Metlapilcoatlus y 

Atropoides 

 

a. Metaloproteasas dependientes del Zinc.  

El veneno de varios miembros de Viperidae posee concentraciones altas de 

metaloproteinasas dependientes del Zinc. En inglés, estas se conocen como “SVMPs” 

(“Snake venom metakkiproteinases”).  Este tipo de proteínas, pertenecen a la familia M12 

de las metaloproteinasas, en conjunto con las ADMs (“A disintegrin and 

metalloproteinase”). Ambas, forman la familia de las proteínas “reprolisinas” (Fox y 

Serrano, 2005; Gutiérrez, et al., 2016). Sus masas moleculares difieren entre sí, 

dependiendo del tipo de metaloproteasas. Por lo regular, van desde 22 kDa hasta más de 

70- 100 kDa.  Estas presentan en su proteína madura, un dominio de “metaloproteinasa”, 

en donde se encuentra la secuencia de unión a zinc y el bucle donde está la metionina (Fox 

y Serrano, 2005; Gutiérrez, et al., 2016).  

 

Este grupo de proteínas forman parte importante de la función del veneno por su acción 

biológica dentro del organismo inoculado. Principalmente, este grupo de proteínas se 

encarga de la inmovilización de las presas, inducir la muerte y pre digerirlas (Gutiérrez, et 

al., 2010). Entre los efectos de las metaloproteasas, se encuentra la actividad hemorrágica, 

procoagulante, inhibición de agregación plaquetaria, degradación de matriz extracelular, 

inflamación y la iniciación y proceso de necrosis en consecuencia de la isquemia 

(Gutierrez, et al., 2010; Fry 2015; Gutierrez, et al., 2016).  

 

La actividad toxica de las SVMPs, pueden ser a nivel local o sistemático, llevando a 

patologías y sindonología variadas y complejas. Lo anterior provoca la presencia de 

secuelas permanentes del daño provocado por las proteínas. Esto incluso puede llegar a 

generar alteraciones hemodinámicas severas, que terminan en choques cardiovasculares, 

daños microvasculares e incluso muerte (Gutierrez, et al., 2005). Las metaloproteasas 

también actúan directamente sobre el factor X de la cascada complemento. Dichas 

moléculas activan el factor X y la protrombina, llevando a la formación de microtrombos 
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y coágulos. Estos coágulos pueden causar infartos, problemas cardiovasculares e incluso 

fallo renal.  Al mismo tiempo, aparece una desfibrinogenación y alteración de las pruebas 

de coagulación. También se inhibe la agregación plaquetaria inducida por el colágeno 

(Kamiguti, 2005; Teixeira, et al., 2005; Gutierrez, et al., 2016).  

 

b. Serina proteasas. 

Otra de las proteínas en el veneno de algunas víboras, es la serina proteasa, o también 

conocida como SVSPs (“Snake venom serine proteinases”).  Su principal característica es 

que afectan el sistema hemostático por acción proteolítica (Serrano y Moreno, 2005; 

Madrigal, 2006; Fry, 2015).  Estas proteínas pertenecen a la familia de las tripsinas S1 del 

clan SA, formando parte del grupo de las peptidasas (Madrigal, 2006). Las serinas 

proteasas tienen una actividad semejante a la trombina cuestión que produce alteraciones 

en la coagulación y de las L-aminoácido oxidasas (Nina, et al., 2020).  En la mayoría de 

este tipo de proteínas, se ha visto que se encuentran glicosiladas, pero con un numero 

variable de sitios de glicosilación N- u O-. Lo anterior es lo que diferenciará a una serina 

de otra. De igual manera, se ha reportado que dentro de su estructura hay 12 residuos de 

cisteína, de los cuales 10 forman 5 puentes de disulfuro. El resto, da paso a la formación 

de un único puente conservado entre las SVSPs (Madrigal, 2006). El peso molecular de 

estas enzimas es de entre 30 a 35 kDa (Nina, et al., 2020).  Otros autores mencionan que 

el peso puede ir de 26 a 67 kDa. Su peso dependerá de la proporción de N- u O- en la 

molécula (Latinovic, et al., 2020).  

 

Similar a las SVMPs, las SVSPs afectan a las vías de la cascada de coagulación y la 

hemostasis, así como en los sistemas fibrinolíticos y de calicreína-cinina (Menaldo, et al., 

2013). Las serinas proteasas, degradan los coágulos de fibrina, afectan la agregación de 

plaquetas e influyen sobre la degradación proteolítica (Guerrero y López, 2005; Serrano y 

Maroun, 2005). Aunado a lo anterior, una de las características más importantes de las 

serinas proteasas es que algunos de sus tipos imitan a la trombina. Esto ha hecho que 

también se les conozca como “enzimas análogas a la trombina”. De esta forma, se 

comienza a dar un proceso de “incoagulabilidad” en la sangre, debido a que todo el 
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fibrinógeno ha sido consumido por las enzimas análogas a la trombina (Ghorbanput, et al., 

2009; Zaqueo, et al., 2016).  

 

Sin embargo, las SVMPs son conocidas por tener funciones múltiples. A pesar de que 

se ha reportado que influye sobre la inhibición de formación de coágulos, al mismo tiempo 

puede dar paso a la aparición de trombos. Esto se debe a su efecto sobre la fibrinolisis, lo 

que provoca que los coágulos no dejen de crecer y producirse en exceso, ya que las fibras 

y agregados de fibrina no se descomponen en consecuencia de la alteración de las enzimas 

que regulan la conversión de plasminógeno en plasmina, ya que la plasmina es la molécula 

encargada de evitar la formación de trombos al inducir a la lisis de fibrina (Espinosa y 

Reverter, 2001; Serrano y Maroun, 2005; Madrigal, 2006). De igual manera, puede haber 

efectos sobre la kalikereína y la bradiquinina, cuestión que influye sobre la salida de 

fluidos y hemorragias por la vasodilatación, dolor e inflamación (Kuoppala, et al. 2000; 

Espinosa y Reverter, 2001; Madrigal, 2006).  

 

c. Fosfolipasas A2. 

Las fosfolipasas A2 o también conocidas como PLA2, son un grupo de enzimas que 

conforman la superfamilia de proteínas con capacidad de hidrolizar fosfolípidos (enzimas 

hidrolasas lipasas), específicamente en las posiciones sn-2 de los enlaces éster (García y 

García, 2009; Quintana, et al., 2017). Su principal función es actuar sobre la membrana 

fosfo-lipídica de las células en el tejido, alterando su integridad causando daños 

irreversibles en las mismas (Hiu y Khai, 2020). Esto lleva a la producción de diversas 

sustancias bioactivas como ácidos grasos libres, lisofosfo-lípidos y mediadores lípidos de 

la inflamación (Valdés, et al., 2002). Las fosfolipasas representan un 40% a 90% en 

proporción en el veneno de las serpientes. Esto varía entre grupos, familias y/o especies 

(Inga, 2010; Cedro, et al., 2018; Hiu y Khai, 2020). 

 

Las fosfolipasas se dividen en dos grupos principales: PLA2 secretorias y PLA2c 

citosólicas. Las PLA2 secretorias presentan una masa molecular pequeña de 13 a 18 kDa, 

mientras que las PLA2c poseen una masa molecular más elevada de 40 a 85 kDa (Valdés, 

et al., 2002; Harris y Scott, 2013; Cedro, et al., 2018). Estas pueden ser dependientes o 



 

 

22 

 

independientes al calcio (García y García, 2009).  Las fosfolipasas que se encuentran de 

manera más abundante en veneno y secreciones de serpientes son las “PLA2 de secreción 

de tipo I y II”. Para Elapidae e Hydrophiidae, la PLA2 más abundante es la tipo I, mientras 

que para Viperidae y Crotalidae es la de tipo II (Valdés, et al., 2002; Harris y Scott, 2013; 

Cedro, et al., 2018).   De manera general, las PLA2 son selectivas a la posición del enlace 

éster acilo de los fosfolípidos, aunque también pueden variar en selectividad teniendo cierta 

“preferencia” por los fosfolípidos que contienen ácido araquidónico (AA) esterificado en 

la posición sn-2 del glicerol, por ejemplo (Valdés, et al., 2002; Harris y Scott, 2013).  

 

 Las fosfolipasas A2 en venenos ofídicos, son responsables de una variedad de 

actividades fisiológicas en el organismo de la víctima que recibió la mordida. Entre estas, 

se encuentran la miotoxicidad, citotoxicidad, degradación de tejido, la neurotoxicidad, la 

anticoagulación, formación de edema, cardiotoxicidad, y también influyen sobre el dolor y 

la inflamación (Quintana, et al., 2017; Cedro, et al., 2018; Hiu y Khai, 2020). Asimismo, 

presentan otras actividades fisiológicas que afectan la hemostasis. Esto se debe a que 

provoca efectos anticoagulantes, pro agregante plaquetario y/o inhibidor de la agregación 

plaquetaria y actividad hemolítica y/o hemorragias (García, et al., 2012; Harris y Scott, 

2013). Algunos tipos de PLA2 están involucradas en la predigestión y/o digestión de las 

presas capturadas por las serpientes (Harris y Scott, 2013; Cedro, et al., 2018). A pesar de 

que son de las enzimas más estudiadas en los venenos de serpiente por su potencial uso en 

tratamientos de cáncer, tumores y antibióticos, el mecanismo de acción de muchas es aún 

desconocido (Cedro, et al., 2018). 
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Figura 10. Efectos físicos del coctel proteico de SVPs, SVMPs y PLA2 en extremidades humanas. 

“A.” Incisiones aplicadas en la mano y pierna de dos pacientes mordidos por una serpiente 

venenosa desconocida en Chittagong, Bangladesh.  Los cortes en la piel son necesarios por la 

inflamación severa del tejido causado por las enzimas (Harris y Scott, 2013). “B.” Formación de 

hematomas, ampollas e iniciación de proceso de necrosis por mordida de Bothrops asper (Harris y 

Scott, 2013). “C.” Edema local marcado, con presencia de equimosis, linfangitis, adenopatías 

regionales y dolor intenso. Se evidencia la acción hemorrágica y formación de trombos y coágulos 

en el cuerpo a causa del coctel proteico del veneno (serpiente desconocida) (Zuñiga y Carrasco, 

2013). “D.”  Edema sobrepasa la extremidad, coagulación intravascular diseminada, hemolisis, 

necrosis, dolor intenso, muerte de las capas de la piel (serpiente desconocida) (Zuñiga y Carrasco, 

2013). 

 

D. Variación y composición en los venenos de serpientes modernas (Viperidae). 

1. Particularidades de la biología y composición del veneno en serpientes modernas.  

Los sistemas de producción de veneno son una importante adaptación que 

evolucionado de manera independiente en distintos linajes en los animales (Casswell, et 

al., 2013; Casswell, et al., 2014). De todos los tipos de veneno en el reino animal, el de las 

serpientes ha sido de los que mayor interés científico posee, debido a la complejidad en su 

composición y la variedad de moléculas proteicas contenidas en la secreción. El coctel 

proteico producido por las serpientes ha sido utilizado para aislar moléculas de importancia 

medica que pueden ser aplicadas en tratamientos para la salud o biotecnología en general. 

Asimismo, algunos venenos pueden representar un peligro para los humanos y animales 



 

 

24 

 

domésticos al momento de experimentar una mordida. Por lo anterior, se han estudiado a 

profundidad muchos de los venenos de diferentes especies de serpientes para poder generar 

un tratamiento efectivo que contrarresten su acción biológica (Caswell, et al., 2014; Fry, 

2015). 

 

El veneno de las serpientes está diseñado principalmente para depredación. El veneno 

facilita la captura y muerte de las presas a las serpientes que carecen de extremidades para 

cazar o perseguir su alimento (Fry, 2015).  Su composición se basa en toxinas, proteínas o 

péptidos que poseen diversas acciones fisiológicas sobre un organismo objetivo. Estas 

pueden ser patologías neurotóxicas, hemotóxicas, citotóxicas y/o neurotóxica según el tipo 

de veneno y la familia o especie de la serpiente (Casswell, et al., 2014). En este sentido, la 

finalidad principal del veneno es paralizar a la presa y en menores escalas digerirla. Sin 

embargo, el veneno tiene la función secundaria de actuar como “herramienta” defensiva en 

casos donde la serpiente perciba peligro o se sienta vulnerable por depredadores u otras 

amenazas (Fry, 2015). La complejidad y las características encontradas en los cocteles 

proteicos de los venenos en serpientes, ha sido un factor de gran influencia sobre la 

diversificación de especies de este tipo a lo largo del mundo. El veneno fue una adaptación 

ventajosa que favoreció el fitness de las serpientes, permitiéndoles asegurar alimento sin 

necesidad de la caza activa (Fry, et al, 2008; Fry, 2015). 

 

Las glándulas productoras de veneno en las serpientes evolucionaron una sola vez 

durante la “radiación de colúbridos” hace 60 a 80 millos de años. Tanto las glándulas como 

el veneno fueron cambiando y evolucionando en respuesta a las diferentes presiones 

adaptativas del contexto de la época (Fry y Wüster 2004; Fry 2005). Algunos autores 

proponen que una gran variedad de las toxinas presentes en el veneno de las serpientes, 

evolucionaron de un único ancestro de ribonucleasa (Fry, 2005).  

 

La diversidad y complejidad del veneno de las serpientes modernas, se debe a tres 

diferentes factores. El primero, es debido a la producción de diferentes isoformas de las 

toxinas por parte de “geners multilocus” (pertenecientes a 5 o 10 familias). Cada familia 

es capaz de producir diferentes isoformas de las toxinas, generadas por eventos de 
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duplicación genética durante los tiempos evolutivos de las especies (Fry, et al., 2008; 

Vonk, et al., 2013; Caswell, et al., 2014).  La segunda, es la hipótesis que los genes del 

veneno en serpientes modernas son de tipo parálogos. Esto indica que hubo procesos de 

duplicación que pudieron influir en el tipo de proteínas en el veneno en los diferentes 

grupos de serpientes modernas. Esto influyó sobre la selectividad del veneno hacia la presa 

por los procesos de evolución y adaptación, dando como resultado un conjunto complejo 

de toxinas que actúan sinérgicamente para causar una muerte rápida al alimento objetivo 

(Fry, 2005; Caswell, et al., 2014; Fry, et al., 2015). Esto lleva a la tercera, en donde se 

plantea que la variación en la composición del veneno es un resultado de las adaptaciones 

en respuesta a las presiones selectivas y selección natural sobre las serpientes venenosas. 

Ente estas, se encuentran, los hábitos de la especie, distribución geográfica, dimorfismo 

sexual, cambios ontológicos y el principal, selección y tipo de dieta (Fry, et al., 2008; 

Caswell, et al., 2014; García, et al., 2020)  

 

2. Cambios ontológicos en el veneno de serpientes.  

El cambio intraespecífico en la composición del veneno de los diferentes grupos de 

serpientes ha ganado mucho interés científico, pues las diferencias suelen indicar patrones 

evolutivos, de adaptación, etológicos e incluso variación en la sintomatología post-

mordedura (García, et al. 2020). Esto se debe a que las características del veneno en una 

especie de serpiente pueden cambiar según factores como distribución geográfica, 

dimorfismo sexual, hábitos, entre otros (Zelanis, et al., 2008; Bolívar, et al., 2020; García, 

et al., 2020). Entre las características que influyen sobre la variación en la composición de 

secreciones, se encuentra el “cambio ontológico”, es decir, una variación en la 

composición del veneno de una especie basado en las distintas etapas de crecimiento del 

ejemplar. Estas se dividen en tres principales: neonato, juvenil y adulto (Brown, et al., 

2013; Guérico, et al., 2006). Las variación ontológica, se ha reportado principalmente para 

miembros de la familia Viperidae y/o la sub-familia Crotalinae. Sin embargo, 

recientemente se ha reportado esta variación en miembros de la familia Elapidae (Nie, et 

al., 2022). 
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La principal característica que influye sobre el cambio ontológico en algunas serpientes 

es el tipo de dieta que llevan en sus diferentes etapas de vida (neonato, juvenil y adulto). 

Para las víboras del género Bohtrops sp., Metlapilcoatlus sp., y Crotalus sp., se ha 

observado variación ontológica, en donde en las distintas etapas de vida del animal 

muestran una composición y proporción proteica distinta en su veneno. En algunas 

especies, las PLA2 son más abundantes en la etapa adulta, mientras que las proporciones 

de SVSP y SVMP son mayores en estadíos de neonatos o juveniles. De igual manera, puede 

encontrarse la proporción inversa en otras especies (Brown, et al., 2013; García, et al., 

2020). Lo anterior, está directamente relacionado con la dieta de los individuos en sus 

etapas de vida. Por lo general, los neonatos y juveniles suelen alimentarse de invertebrados 

y/o vertebrados pequeños (crías de roedores, peces, ranas y lagartijas pequeñas). Por otro 

lado, en la etapa adulta (según la especie), las serpientes comienzan a alimentarse de 

mamíferos y/o aves. En ambos casos lo que influye es la selectividad del veneno a la presa, 

de modo que las proteínas en la secreción sean las más “efectivas” para generar efectos 

fisiológicos específicos que causen muerte o parálisis (Brown, et al., 2013; Zelanis, et al., 

2008; Borja, et al., 2018). Es por ello que en venenos de neonatos y juveniles, se 

encontraran mayores proporciones de enzimas y proteínas que estén dirigidas a ejercer 

efectos sobre el tejido de invertebrados o vertebrados pequeños, al igual que en mamíferos 

y aves en serpientes adultas.  

 

A pesar de que la mayoría de los reportes han sido para la familia Viperidae, se publicó 

un estudio reciente (2022) en donde mostraron cambios ontológicos para la familia 

Elapidae, en cobras chinas (Naja atra) de cautiverio. En el estudio, se mostró una 

proporción mayor de proteínas SVMP y CRISP (proteínas de secreción ricas en cisteína) 

en neonatos, mientras que en adultos reportaron contenidos mayores de toxinas 3-FTX, 

CVF y PLA2. Al igual que en casos anteriores, determinaron que las diferencias estaban 

ligadas a la dieta, pues las proteínas reportadas en los venenos son selectivas para presas 

ectotérmicas o endotérmicas. Las proteínas SVMP y CRISP tienen un efecto mayor en 

animales ectotérmicos, por lo que es lógico encontrarlas en el veneno de neonatos de N. 

atra. Su dieta en vida silvestre se basa en pequeños peces, anfibios y a veces lagartijas. Por 

otro lado, las toxinas 3-FTX, CVF y PLA2, pueden presentar mayor especificidad en el 
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organismo de animales endotérmicos. Siguiendo la lógica de la dieta, era esperado 

encontrar este tipo de enzimas en adultos, puesto que comen roedores (ratones y/o ratas) y 

aves (Nie, et al., 2022). A pesar de los pocos estudios relacionados con la variación 

ontológica en la familia Elapidae, es posible que estos resultados sean similares para otras 

especies del grupo.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Diferencias en las dietas de serpientes adultas y juveniles/neonatos. Los ejemplares 

juveniles se alimentan de presas de tamaño pequeño mayormente ectotérmicas, así como también 

de crías de roedores. Los ejemplares adultos se alimentan de presas de tamaño grande mayormente 

endotérmicas, pero también pueden alimentarse de reptiles como otras serpientes o lagartijas 

(Guérico, et al., 2006; Borja, et al., 2018; García, et al., 2020; Nie, et al., 2022). Para fines de 

ilustrativos se colocaron fotografías de N. atara y B. atrox por los informes reportando variación 

ontológica en ambas especies (Guérico, et al., 2006; Nie, et al., 2022).
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3. Cambio ontológico en el veneno de otras especies de víboras. 

El veneno de las serpientes (Familia: Viperidae y Elapidae), juega un papel sumamente 

importante en la vida del animal (Wray, et al., 2015). Esto se debe a que el veneno cumple 

funciones que benefician al desarrollo y crecimiento de dichos reptiles. Algunas de estas 

son, alimentarse, digerir comida, defensa y el sometimiento de las presas (Zelanis, et al., 

2008). La importancia del veneno en las serpientes es tal, que dicha secreción puede 

cambiar sus características a lo largo del periodo de crecimiento de algunas serpientes. Esta 

variación puede darse por ontogenia, distribución geográfica, sexo y variaciones inter e 

intraespecíficas (Daltry et al., 1996; Zelanis, et al., 2008).   

 

Sin embargo, uno de los factores principales por el cual se ha reportado variación 

en las características del veneno en serpientes de la misma especie, es el cambio en la dieta 

a lo largo de su crecimiento. El veneno se “adapta” al tipo de presa que la serpiente 

consume, de tal manera que contribuya a digerir y someter a la misma por la acción 

biológica especifica en su organismo. El caso más frecuente, resulta ser la variación del 

veneno entre serpientes juveniles y adultas. Lo anterior se debe a que las juveniles tienden 

a alimentarse de presas ectotérmicas, mientras que las adultas comen presas endotérmicas 

(Valdujo, et al., 2002; Mackensy, et al., 2003).  

 

 La variación ontológica del veneno en las serpientes suele expresarse respecto a la 

presencia de ciertas proteínas y/o enzimas y la proporción de estas en su secreción. En este 

sentido, es posible encontrar proporciones y distintos tipos de proteínas en el veneno de 

una misma especie.  Esto se observa con los reportes de estudios anteriores, en donde se 

menciona que el veneno de serpientes como Bothrops asper o Metlapilcoatlus numiffer en 

diferentes etapas de crecimiento presenta distintas proporciones proteicas. En el veneno de 

juveniles, suele encontrarse un mayor porcentaje de proteína SVMPs (Serina proteasa 

catroxasa-2 de veneno de serpiente) y poca o cero cantidad de PLA2 (Fosfolipasa A2). Lo 

anterior, resulta ser lo contrario para las víboras en su etapa adulta (Alope, et al., 2008; 

García, et al., 2020). La presencia y ausencia de cierto grupo de proteínas, concuerda con 

el tipo de dieta que llevan estos animales en sus distintas etapas de vida.  
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En el caso de las proteinasa SVSPs, se ha observado que llegan a afectar diferentes 

funciones fisiológicas como inducir a la coagulación de la sangre, fibrolisis, aumentar la 

presión arterial y agregación de paletas e incluso necrosis (Solangue, 2013).  Por otro lado, 

las PLA2 hidroliza los fosfolípidos de la posición n-2 del glicerol, llevando a la liberación 

de liso-fosfolípidos y ácidos grasos (Quispe, et al., 2019). El daño de las fosfolipasas A2 a 

nivel fisiológico, incluye efecto anticoagulante, hemorrágico, inhibidor de la agregación 

plaquetaria, neurotóxico, convulsivo y miotoxico. Asimismo, pueden verse involucradas 

en procesos fisiopatológicos del reumatismo, osteoartritis, psoriasis, shock séptico, 

síndrome distrés respiratorio e incluso inducir a síntomas de asma (Soares y Giglio, 2003; 

Inga, et al., 2010).  A partir de los distintos efectos producidos por estas proteínas, puede 

observarse como cada molécula se encuentra dirigida a un tipo de presa en específico, en 

el caso de las SVSPs a invertebrados y vertebrados pequeños, mientras que las PLA2 

regularmente son dirigidas principalmente a mamíferos (Cruz, et al., 2017; García, et al., 

2020). Cabe recalcar que estas proporciones pueden cambiar entre especies, en donde se 

encuentra una mayor cantidad de algun tipo de fosfolipasas A2 en juveniles que en adultos, 

y lo mismo para SVSPs (García, et al., 2020). 

 

 Los cambios ontológicos ya se han reportado en diferentes especies de víboras 

como Bothrops asper (Alape, et al., 2008), Bothrops atrox (Guérico et al., 2006), Bothrops 

insulares (Zelanis, et al., 2008), Crotalus oreganus concolor (Mackessy, et al., 2003), 

Crotalus simus y Crotalus tzabcan (Durban, et al., 2017). De igual manera, se ha reportado 

un cambio en las características del veneno entre ejemplares juveniles y adultos para el 

género Metlapilcoatlus (García et al., 2020), en donde se reporta que el veneno de juveniles 

presentó un mayor porcentaje de proteínas SVMP (55%) y ausencia completa de proteínas 

PLA2. En cuanto a los adultos, estas presentaron un menor porcentaje de proteínas SVMP 

(24%), pero la presencia en gran proporción de PLA2 (31%). Los autores sugieren que el 

cambio se debe a la variación de dieta en las etapas de la serpiente (García, et al., 2020). 

Por lo anterior mencionado, es posible encontrar un cambio ontológico en el veneno de la 

víbora mano de piedra Metlapilcoatlus occiduus, pues al igual que la especie hermana M. 

numiffer, se alimenta de diferentes animales a lo largo de su periodo de vida.  
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La mayoría de los reportes con esta información, son para los miembros de la familia 

Viperidae. Sin embargo, recientemente (2022) se publicó un estudio mostrando la 

existencia de variación ontológica en cobras chinas (Naja atra) en cautiverio. En el informe 

se reportó una mayor proporción de proteínas 3-FTX, CVF y PLA2 en adultos y mayor 

contenido de SVMP y CRISP (proteínas de secreción ricas en cisteína) en neonatos. Los 

resultados coincidieron con la dieta de la especie en sus distintas etapas de crecimiento. 

Las proteínas SVMP y CRISP están diseñadas para afectar sistemas de animales 

ectotérmicos, mientras que las proteínas 3-FTX, CVF y PLA están dirigidas a los animales 

endotérmicos.  Lo encontrado coincidió con la dieta de N. atra a nivel ontológico, pues los 

neonatos se alimentan de reptiles, anfibios y peces, y los adultos de roedores y aves (Nie, 

et al., 2022). 

 

En Guatemala, hay muy pocos reportes informativos para Metlapilcoatlus occiduus, 

por lo que su biología y venómica son muy poco conocidas. Tomando en cuenta que es un 

reptil relativamente común, con veneno de importancia médica e incidencia frecuente en 

áreas antropogénicas y en el campo (OPS/OMS, 2009), realizar este tipo de investigaciones 

es de suma importancia para contribuir con el conocimiento de la especie. Asimismo, 

M.occiduus pertenece a las “víboras de termo-foseta brincadoras”, un grupo de serpientes 

de elevado interés científico,  del cual se sabe poco para algunas de sus especies.  De esta 

manera, todo estudio relacionado con cualquiera de las especies de las víboras brincadoras, 

contribuye a un mejor entendimiento sobre tales reptiles.   
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VI. METODOLOGÍA 

 

A. Análisis del veneno de M. occiduus 

**Nota: Las extracciones de veneno fueron autorizadas por el Comité de Ética de la Universidad del Valle 

de Guatemala (carta adjuntada en Anexos). 

 

1. Extracción de veneno en víboras.  

El protocolo de extracción de veneno se basó en el reporte por Goswami, et al., 2014. Las 

tres (3) extracciones se llevaron a cabo en ejemplares M. occiduus mantenidos en cautiverio 

dentro del Zoológico la Aurora por M.S.c Daniel Ariano y PhD. Rowland Griffin. Las 

extracciones fueron realizadas con 15 a 30 días de diferencia para minimizar el estrés en los 

animales (Fernandes, et al., 2021).  La ordeñada de las víboras se realizó con guantes de 

látex/nitrilo y el apoyo de ganchos herpetológicos. Los ejemplares fueron divididos en dos 

grupos: juveniles (un año y medio) y adultos (+2 años), con el objetivo de formar dos (2) pools 

de veneno: Uno para víboras jóvenes y otro para adultas. En este sentido, se formaron un total 

de dos muestras:  Muestra 1: “pool-veneno de ejemplares adultos” y Muestra 2: “pool-veneno 

de ejemplares juveniles”. En la primera y segunda visita se realizaron las extracciones en 6 

juveniles y 3 adultas, y en la tercera se ordeñaron 8 juveniles y 2 adultas. Las serpientes no 

fueron separadas por sexo o por medidas morfométricas. El origen de los ejemplares adultos 

era desconocido, y los juveniles eran crías de las víboras adultas del zoológico. El área de 

extracción fue desinfectada con antiséptico y etanol al 70%. Se colocó una membrana doble de 

papel Parafilm en la apertura de beakers de vidrio estériles de 100 y/o 200 mL. La capa de 

papel Parafilm se fue cambiando por cada individuo ordeñado. Los colmillos de las víboras 

fueron insertados en la membrana de papel Parafilm al mismo tiempo que se masajeaban las 

glándulas de veneno para estimular la secreción. Al finalizar la recolección del veneno, los 

beakers fueron sellados con 3 capas de papel Parafilm, y se colocaron en una hielera para ser 

transportados a los laboratorios de la Universidad del Valle de Guatemala. En los laboratorios, 

el veneno fue trasladado con micropipetas de 100 µL a tubos Eppendorf de 1.5 mL, rotulados 

con el tipo de Muestra (Muestra 1: adultos; Muestra 2: juveniles) y cantidad de veneno 

obtenido. Los tubos con muestras fueron almacenados a -20°C. Toda actividad que incluyera 

la manipulación de veneno dentro del laboratorio fue realizada con guantes de látex/nitrilo, 

bata de laboratorio, lentes de protección y mascarilla. Con el objetivo de desnaturalizar las 

proteínas del veneno, el equipo y cristalería (no desechable) con contacto al veneno, este fue 

esterilizado con agua hirviendo, cloro (hipoclorito de sodio 5%) y etanol 90%. El material 
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desechable con veneno fue tratado con cloro (hipoclorito de sodio 5%) y etanol al 90%. Luego 

fue descartado en bolsas de Ectotermo® debidamente rotuladas (Richmond y McKinney, 2009; 

Timberlake, 2013; Universidad del Trabajo del Uruguay, 2020).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Extracción de veneno de víbora adulta M. occiduus adulta en el Zoológico la Aurora. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Extracciones de veneno de víbora M. occiduus en el Zoológico la Aurora. “A.” 

Masaje de glándulas de veneno de víbora adulta. Veneno depositado en beaker de 100 mL. “B.” 

Ordeñada de víbora juvenil. Inserción de colmillos en capas de papel Parafilm. Veneno 

depositado en beaker de 100 mL.  “C.”  Limpieza de gotas de veneno que quedaron atrapadas en 

las capas de papel Parafilm. Se transfirieron al pool de muestras con una pipeta de 100 µL. 
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Figura 14. Preparación de pools de veneno para el estudio. Se hicieron dos pools para la 

obtención de dos (2) muestras:  Muestra 1: víboras adultas (izquierda); Muestra 2: víboras 

juveniles (derecha).   

Fotografía de M.occiduus adulta: Bernardo Zorilla Garza. 

 

2. Cuantificación de proteínas en el veneno.  

Se llevó a cabo el método de colorimétrico de Bradford standard (Bradford, 1976) basado en 

el protocolo de Universidad de Texas, 2019. Para generar la curva patrón de cuantificación, se usó 

albumina sérica bovina (BSA). Se preparó una solución madre con 0.1g de BSA en 10 mL de agua 

ultrapura a temperatura ambiente. Las diluciones de la curva fueron realizadas con los valores del 

Cuadro 1. Se mezclaron 60 µL de cada estándar con 940 µL de reactivo de Bradford (para un 

volumen total de 1,000 µL), y se incubaron por diez (10) a treinta (30) minutos en un sitio oscuro. 

El blanco se hizo de la misma manera, sustituyendo la solución proteica por agua ultrapura. La 

absorbancia se midió a 595 n.m. en un espectrofotómetro marca Eppendorf ®. Lo anterior se realizó 

en triplicado para sacar un promedio final de los valores obtenidos.  A partir de la curva, se obtuvo 

la ecuación de la recta que fue utilizada para determinar la concentración de proteínas del veneno. 

Se hicieron dos diluciones para cada muestra, siendo estas 1:100 y 1:200. Se determinó que la 

dilución óptima para medir un mejor perfil de concentración proteica fue la dilución 1:100. Tres 

(3) bioensayos en triplicado para cada veneno fueron hechos, tal y como lo muestra en el Cuadro 

2. Para medir la absorbancia de las muestras de veneno se repitió el mismo proceso de la 

preparación de estándares, sustituyendo la solución proteica de BSA por las diluciones de veneno. 

La absorbancia fue medida a 595 n.m. Todos los valores obtenidos fueron tabulados en la 
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plataforma de Microsoft Excel®, en donde se generó la curva y la ecuación de la recta. Los valores 

de la concentración proteica obtenidos fueron convertidos a µg/mL. 

Cuadro 1. Preparación de estándares de solución madre BSA. 

 

 

 

 

 

 

(Universidad de Texas, 2019). 

 

Cuadro 2. Bioensayos en triplicado para cada muestra de veneno. 

Factor de dilución 1:100 / 1:200 

Muestra Bioensayo 1 Bioensayo 2 Bioensayo 3 

1:  

“Pool-veneno de ejemplares adultos 

1 1 1 

2 2 2 

3 3 3 

2:  

“Pool-veneno de ejemplares juveniles” 

 

1 1 1 

2 2 2 

3 3 3 

 

3. Ensayo de SDS-PAGE  

Se llevaron a cabo dos recetas para preparar geles de SDS-PAGE con el objetivo de determinar 

cuál de las dos era más efectiva en cuanto en consistencia, tiempo de gelificación, formación de 

bandas, etc. La primera receta utilizada fue la reportada por Brunelle y Green, 2014, la cual se basa 

en el protocolo de SDS-PAGE estandarizado de Lemmli, 1970. La otra receta puesta a prueba fue 

el protocolo utilizado en el laboratorio del curso de TOXINOLOGÍA de la Universidad del Valle 

de Guatemala, basado en el reporte de BioRad, 2011 y Merk, 2021. Se determinó que la receta más 

efectiva fue la reportada por Brunelle y Green, 2014. Fue realizado un gel por muestra de veneno: 

uno para veneno de juveniles y otro para veneno de adultas.  
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Se prepararon las siguientes soluciones para el bioensayo de SDS-PAGE (Ver Cuadro 3).  

 

Cuadro 3. Preparación de soluciones y reactivos para geles SDS-PAGE. 

Reactivo/Solución Preparación Resultado 

Buffers para los geles (Stacking y Resolving) 

Tris-HCl (6.8) ✓ 80 mL de agua ultrapura 

✓ 12.1 g de Tris base 

✓ Ajustar pH de 6.8 con HCl (gota a gota). 

Medir con papel pH o pHímetro. 

✓ Ajuste de volumen a 100 mL 

1 M Tris-HCL, pH 6.8 

Tris-HCL (8.8) ✓ 80 mL de agua ultrapura 

✓ 18.15 g de Tris base 

✓ Ajustar pH de 8.8 con HCl (gota a gota). 

Medir con papel pH o pHímetro. 

✓ Ajuste de volumen a 100 mL 

1.5 M Tris-HCl, pH 8.8 

Soluciones 

APS ✓ 1mL de agua ultrapura 

✓ Disolver 0.1g de persulfato de amonio 

✓ Ajustar el volumen si es necesario  

APS 10% 

Acrilamida ✓ 20g de acrilamida  

✓ 5.2g de bis acrilamida  

✓ 50 mL de agua ultrapura 

✓ Ajustar el volumen si es necesario 

 

Acrilamida al 40% 

(Laemli, 1970; Brunelle y Green, 2014). 
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Para preparar el Resolving Gel se utilizaron los volúmenes y reactivos presentados en la Cuadro 

4. 

Cuadro 4. Preparación de Resolving Gel. 

Reactivo Volumen (µL) 

Agua 4400 

Acrilamida/bis acrilamida (19:1) 3000 

Tris-HCl. pH 8.8 2500 

SDS 12% 100 

APS 10% 50 

TEMED 5 

 

La mezcla fue trasladada con una pipeta de 1,000 µL a las placas del equipo, y se dejó 

reposar durante sesenta (60) minutos o hasta su gelificación.  Durante ese periodo, se preparó el 

Stacking Gel.  

 

Para preparar el Stacking Gel se utilizaron los volúmenes y reactivos presentados en la 

Cuadro 5. 

Cuadro 5.  Preparación de Stacking Gel. 

Reactivo Volumen (µl) 

Agua 3697 

Acrilamida/bis acrilamida (19:1) 623 

Tris-HCl. pH 6.8 630 

SDS 5 

APS 10% 40 

TEMED 10 

 

La mezcla se colocó sobre el Resolving Gel gelificado, seguido de los peines para formar 

los pozos. Fueron extraídos del gel al momento de la polimerización de este. Se dejó gelificar 

durante cuarenta (40) a treinta (30) minutos.  

 

Para el gel Resolving, se aumentó la cantidad de TEMED (15µL) (Laemli, 1970; Brunelle 

y Green, 2014), debido a que se observó una mayor eficiencia de polimerización al agregar 15-20 

µL de este reactivo.  
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Figura 15. Diferencia de la consistencia y periodo de gelificación de los geles Stacking y 

Resolving entre las dos recetas de prueba. “A.1.” Resolving y Stacking gel de receta BioRad, 

2011; Merk, 2021. Consistencia blanda, delgada y tiempo de gelificación 20-60 minutos. “A.2.” 

Resolving y Stacking gel de la receta Laemli, 1970; Brunelle y Green, 2014. Consistencia sólida, 

compacta, gruesa; tiempo de gelificación 10- 15 minutos (con corrección). “B.” Comparativa 

entre geles Stacking (B.1.) y Resolving (B.2.) realizados con dos recetas diferentes. En los dos (2) 

geles se observó una mejor consistencia y menor tiempo de gelificación para la receta de Laemli, 

1970; Brunelle y Green, 2014 (L.) en contraste de la receta BioRad, 2011; Merk, 2021 (B.). 

 

Para ambos venenos, se prepararon 3 diluciones de 1:15 y 3 diluciones 1:20 (1 µL de 

veneno y 15/20 µL de agua UP) para un total de 6 muestras. Se tomaron 15 µL de cada dilución, y 

se mezclaron con 10µL de Sample Buffer (preparado con 0.6 mL Tris-HCl (pH 6.8), 2 mL solución 

SDS 10%, 1 mL de Glicerol, 0.267 mL de b-mercaptoetanol y 0.0025g de Azul de Bromofemol).  

Las muestras fueron calentadas en un termociclador durante 5 minutos a 95°C. Se dejaron enfriar, 

y se cargaron 10 µL de cada muestra en un pozo siguiendo la lógica de la Figura 16.  
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Figura 16. Mapa para cargar los pozos con las dos muestras de veneno preparadas: Veneno de 

juveniles y veneno de adultas (El diagrama está basado en el informe reportado por García, et al., 

2014).  **Nota: El diagrama solo muestra 4 cargas de veneno preparado (por muestra) en los 

pozos, debido a que la figura disponible en la aplicación solo tenía 10 espacios (en el experimento 

se usaron 15 pozos). 

 

Los geles con muestra fueron colocados en la cámara, y se llenó de Running Buffer (preparado 

con 3.025g de Tris Base, 14.4g de glicerol, 10 mL de solución SDS 10% y agua ultrapura para 

ajustar volumen a 1L, pH ajustado a 8). La tapa fue conectada a los electrodos, ajustados por color 

(negativo-negro; positivo-rojo).  Se corrieron los geles durante 60 -90 minutos a 110 voltios. Los 

geles fueron teñidos en solución de azul de Coomasie (preparado 25 mL ácido acético 10%, 100 

mL metanol 40%, y 0.25g de azul de Coomasie) y agitó durante veinticinco (25) minutos. Se 

decoloraron con solución de ácido acético y metanol sin agitación durante al menos 12 – 24 horas 

(Preparado con 50 mL de ácido acético, 200 mL de metanol y 250 mL de agua ultrapura). Al día 

siguiente, los geles se lavaron con agua ultrapura/destilada.  Para el análisis de bandas, se utilizó la 

plataforma virtual GelAnalyzer, la cual generó las respectivas gráficas y diagramas para evaluar la 

masa molecular de las proteínas detectadas en el bioensayo del veneno de M.occiduus. Debido a 

que se cargó la misma muestra en todos los pozos para ambos venenos, se sacó un promedio del 

peso molecular de todas las bandas formadas en el gel. La identificación de proteínas se hizo basado 

en su peso molecular reportado en literatura previa.  
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Figura 17. Diagrama de flujo general para preparación de electroforesis SDS-PAGE para las muestras 

de veneno de M.occiduus juvenil y adulta. 

 

Se inicia con la preparación de los geles Resolving y Stacking con la receta propuesta por Laemli, 

1970; Brunelle y Green, 2014. El gel Resolving debe dejarse poilimerizar entre 40 a 60 minutos o hasta que 

se encuentre en estado completamente sólido. Se prepara el Stacking gel cuando Resolving gel ya está 

completamente polimerizado. El Stacking gel se deja gelificar entre 20 a 40 minutos (1 y 2). Se hacen las 

diluciones de veneno, en este caso se realizaron prepararon muestras de 1µL de veneno en 15 µL de agua 

(1:15) y 1 µL de veneno en 20 µL de agua (1:20) (3). A cada dilución se le agregan 10 µL de Sample Buffer, 

y posteriormente se calientan a 95°C por 5 minutos en una incubadora o termociclador (5). Las muestras 

deben dejarse enfriar unos minutos a T° ambiente. Los geles se cargan a partir del mapa generado para cada 

muestra, de manera que se deja un pozo vacío entre cada dilución y para la escalera (6). Los geles son 

colocados en la cámara de electroforesis, la cual se llena a tope con Running Buffer ajustado a pH 8. La 

corrida se lleva a cabo durante 60 a 90 minutos a 110 V (7). Al terminar, los geles son teñidos en azul de 

Coomasie durante 25 minutos, y luego se pasan a solución decolorante en donde se quedan de 12 a 24 
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horas. Finalmente son enjuagados con abundante agua destilada o UP (8). Finalmente, los geles se revisan 

bajo luz UV para evaluar las bandas de proteínas formadas para cada muestra (9). 

 

4. Bioensayo de letalidad y determinación de la DL50 en grillos domésticos (Acheta 

domesticus).  

Para el bioensayo de DL50 y porcentaje de letalidad de M. occiduus, se utilizaron modelos 

vivos de invertebrados exclusivamente. El in vivo con el que se trabajó fue el grillo común 

(Acheta domesticus; Familia: Gryllidae). Lo anterior se tomó en cuenta debido a que se ha 

reportado que las víboras juveniles M.occiduus se alimentan de pequeños invertebrados (Clase: 

Insecta) y pequeños vertebrados (Greene y Campbell, 1992; RedTox, 2020). Para los 

bioensayos se inyectaron 50 µL de las diferentes soluciones/ tratamientos a cada grillo. La 

inoculación se realizó en la zona lateral del abdomen, posterior a las patas traseras (Zelanis, et 

al., 2008; Heep, et al., 2019) (Observar Figura 18 y 19), con una jeringa de insulina U-100 

de 0.5 mL (31G x 6mm) de la marca BD Ultra-Fine®.  El volumen inyectado de 50 µL fue 

seleccionado ya que es la medida mínima que puede cargarse en las jeringas empleadas (50 µL 

= 0.5 mL).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18. Método de inoculación de tratamientos en especie modelo A. domesticus. Vista 

dorsoventral de la vía de inyección: zona lateral del abdomen atrás de las patas posteriores. “A.” 

Vista dorsoventral boca-abajo; “B.” Vista dorsoventral boca-arriba. 
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Figura 19. Método de inoculación de tratamientos en especie modelo A. domesticus durante 

bioensayos del estudio. “A.” Vista dorsoventral de la vía inoculadora de veneno puro de 

M.occiduus juvenil. “B.” Acercamiento de Figura “25 A”. 

 

Los grillos fueron adquiridos por medio de empresas criadora de insectos. Para las 

observaciones, los grillos se colocaron en cajas transparentes separadoras/organizadoras con 

agujeros en las tapas. De esta manera, cada grillo inoculado con tratamiento estaría siendo separado 

por una celda del resto (Observar Figura 18 y 19). Los grillos permanecieron en las cajas en 

periodos de 1 hora y 24 horas sin ningún tipo de provisión (agua o comida).  
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Figura 20. Cajas experimentales para aislar a cada grillo de manera individual en una celda 

después de la inoculación de tratamiento. 

 

 

Figura 21.  Grillos separados por celdas en las cajas experimentales después de la inoculación de 

uno de los tratamientos del estudio. A ningún individuo se le dejó provisiones: agua y/o comida. 

 

a. Preparación de recintos para los grillos. 

Cuatro (4) cajas camiseras fueron arregladas para albergar grillos por aproximadamente un 

mes y una semana. Se les abrieron agujeros en las tapaderas con un taladro para permitir el 

paso del oxígeno. Tanto las tapas como las cajas fueron lavadas y desinfectadas con jabón 

líquido marca Lysol®, hipoclorito de sodio 5%, etanol al 70% y se enjuagaron con agua 

destilada dos (2) veces. Las cajas fueron transportadas al laboratorio de Entomología del Centro 

de Estudios Ambientales y Biodiversidad (CEAB) de la Universidad del Valle de Guatemala. 
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Se acondicionaron con papel periódico como sustrato y cartones de huevo. Los grillos fueron 

alimentados y limpiados de dos (2) a tres (3) veces por semana. Se les alimento dos veces por 

semana con naranja, zanahoria y/o manzana y una vez a la semana con alimento seco: 

concentrado y avena. El agua fue proporcionada en algodones redondos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 22. Cajas camiseras con hoyuelos en las tapas, cartones de huevo, sustrato de periódico y 

alimento para albergar a los grillos durante la experimentación. Las cajas estuvieron colocadas en un 

lugar seco y fresco. 

 

b. Preparación y limpieza de cajas experimentales.  

Ocho (8) cajas separadoras/organizadoras de plástico obtenidas en Cemaco®, fueron 

lavadas y desinfectadas con jabón líquido marca Lysol®, hipoclorito de sodio 5%, etanol al 70% 

y se enjuagaron con agua destilada 2 veces.  Se abrieron dos hoyos con un taladro en cada 

sección de las tapas separadoras. Estas fueron enumeradas y/o rotuladas con el número de celda 

y el tipo de tratamiento inyectado (veneno crudo, dilución seriada, control). Las cajas fueron 

llevadas y almacenadas en el laboratorio de Entomología del Centro de Estudios Ambientales 

y Biodiversidad (CEAB) de la Universidad del Valle de Guatemala. Entre cada bioensayo, las 

cajas experimentales fueron limpiadas para quitar el exceso o restos de veneno y/o diluciones. 

El objetivo fue desnaturalizar las proteínas del veneno con ácidos-bases y compuestos 

orgánicos (Richmond y McKinney, 2009; Timberlake, 2013; Universidad del Trabajo del 

Uruguay, 2020). Se dejaron enjuagar con agua y tres (3) cucharadas de jabón líquido Axion® 

durante 10 minutos. El exceso de jabón fue eliminado con agua del grifo. Las cajas fueron 



 

 

44 

 

dejadas en remojo con etanol al 90% durante 10 minutos. Se enjuagaron las cajas con agua, y 

se secaron para el próximo bioensayo (CDC y NIH, 2020).  

 

c. Descarte de material con residuos de veneno.  

Todos los materiales con contacto de veneno fueron tratados con etanol al 90% (reposo 

durante diez (10) minutos en etanol 90%; enjuague con agua). Las jeringas fueron cerradas con 

su tapadera y seguro, y se envolvieron en una capa gruesa de papel Parafilm. Se desecharon en 

envases para objetos cortopunzantes de Ecotermo®. El resto de material desechable utilizado 

en las experimentaciones (guantes, pipetas plásticas, etc.) fue colocado en vasos plásticos 

cerrados con papel Parafilm y su respectiva tapadera. El vaso se envolvió en dos capas de papel 

Parafilm y/o plástico para asegurar el cierre. Se descartaron en bolsas de Ecotermo®. Todos los 

desechos fueron rotulados con la información de su contenido (“residuos/desechos de veneno 

de serpiente M.occiduus tratado con etanol 90%” + contacto por dudas del descarte).  (Ver 

sección de Anexos Figura 46) (Richmond y McKinney, 2009; Timberlake, 2013; Universidad 

del Trabajo del Uruguay, 2020). 

 

d. Descarte de grillos muertos e inoculados con veneno.  

Los grillos muertos con inoculaciones de veneno fueron tratados en etanol 90% por 

veinticuatro (24) horas. El exceso de etanol fue desechado, y el recipiente plástico con grillos 

fue sellado con papel Parafilm y su respectiva tapadera. El recipiente se envolvió con dos capas 

de papel Parafilm o plástico. Los grillos que quedaron vivos en algun tratamiento, fueron 

sometidos a criogenización por veinticuatro (24) previo a su descarte. Los envases fueron 

rotulados con la información de su contenido (residuos/desechos de veneno de serpiente 

M.occiduus tratado con etanol 90% + contacto por dudas del descarte) y desechados en bolsas 

de Ecotermo®(Ver sección de Anexos Figura 46) (Richmond y McKinney, 2009; Timberlake, 

2013; Universidad del Trabajo del Uruguay, 2020). 

 

1. Determinación de la solución control y solvente.   

Previo a la realización de bioensayos, se hicieron dos pruebas para determinar el solvente 

y medio de control que presentara un 0% de mortalidad en los grillos. Se inyectaron treinta (30) 

grillos con 50 µL de buffer de fosfatos (PBS) y treinta (30) grillos con 50 µL de agua ultrapura 

(UP). Se registro el comportamiento y mortalidad de los grillos inmediatamente, una (1) hora 

después y veinticuatro (24) horas después de la inyección. Los datos se tabularon en el 

Etograma 1 y 2 (Ver sección de Anexos).  Dichos datos fueron registrados en la plataforma 
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virtual Microsoft Excel®. El solvente seleccionado fue agua UP con un 0% de mortalidad. PBS 

mostró 30% de mortalidad (6 muertes de 20 grillos: 6/20).  

** Para todos los Bioensayos con grillos se comparó a un grillo paralitico con uno muerto, con el 

objetivo de establecer las diferencias y asegurarse que el grillo había perdido la vida después de las 

inoculaciones.  

2. Bioensayos de letalidad del veneno en grillos.   

Para cada muestra (Muestra 1: veneno de adultos y Muestra 2: veneno de juveniles) se 

realizaron dos tratamientos de inyección:  

A. Tratamiento I: Control negativo-agua UP.  

B. Tratamiento II:  Control positivo- veneno crudo. 

Se inocularon veinte (20) grillos para el tratamiento control positivo con 50 µL de veneno puro.  

Cada grillo inoculado fue colocado en una celda de la caja experimental, y sobre la tapadera se 

rotuló el tipo de tratamiento y el número de grillo inoculado (Ver sección de Anexos Figura 48). 

Se hicieron observaciones del comportamiento y mortalidad de los grillos inmediatamente, una (1) 

hora después y veinticuatro (24) horas después de la inyección. Se tomó el tiempo aproximado en 

el cual comenzaba el proceso de parálisis y/o muerte. Los datos se tabularon basados en el 

Etograma 1 y 2 (Ver sección de Anexos). Se tomaron datos video y fotográficos, los cuales fueron 

almacenados en la plataforma de Google Drive® separado por carpetas. Las cajas experimentales 

con los grillos se cerraron con el seguro de la tapadera de cada caja, y se almacenaron en un lugar 

ventilado sin nada encima de ellas para permitir el ingreso del oxígeno (Ver sección de Anexos 

Figura 48). Se realizaron diagramas de barras para comparar los porcentajes de grillos muertos y 

vivos después de los bioensayos, tanto para el veneno crudo como para los solventes. 

3. Bioensayos para la determinación de la DL50 de las muestras de veneno.  

Se prepararon cuatro (4) diluciones seriadas para las dos (2) muestras de veneno (juveniles 

y adultas) en las siguientes proporciones:  
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Cuadro 6. Diluciones seriadas para las muestras de veneno juvenil y adulta de M.occiduus. 

Dilución/Tratamiento Proporción de veneno/dilución Solvente (agua UP) 

0.1 75 µL de veneno puro 675 µL 

0.01 75 µL de dilución 1:10 675 µL 

0.001 75 µL de dilución 1:100 675 µL 

0.0001 75 µL dilución 1: 1,000 675 µL 

 

**Nota: Cada dilución está representada por un color, de manera que el color de las flechas indica de que dilución 

deben tomarse 75 µL para llegar a la siguiente (mezclar con 675 µL de agua UP).  

 

Para las dos (2) muestras, los tratamientos consistieron en inyectar 50 µL de disolución en 

10 grillos (4 tratamientos-diluciones (40) + 10 tratamiento veneno puro = 50 grillos:  por muestra 

(2) = 100 grillos).   

 

Cuadro 7. Metodología de inoculación para diluciones de las muestras de veneno de M.occiduus. 

 

Disolución/Tratamiento Dosis de inyección Cantidad de grillos inyectados 

0.1 50 µL 10 

0.01 50 µL 10 

0.001 50 µL 10 

0.0001 50 µL 10 

 

Previo a la inoculación, cada grillo fue pesado con una balanza electrónica, con un recipiente 

tipo tóper para evitar que estos se escaparan (Ver sección de Anexos Figura 47). Se calculó un 

promedio de todos los pesos para establecer el valor del peso en gramos (g) para cada 

tratamiento/dilución. Después de la inyección, los grillos fueron colocados de manera individual 

en una de las celdas de la caja experimental sin ningún tipo de provisión. Las cajas experimentales 

se dividieron por la dilución inoculada (esto se rotuló en su tapadera).  A pesar de que para la DL50 

no se necesitan datos de comportamiento, si no solo mortalidad (Shaala, et al., 2015), en esta parte 

del bioensayo se realizaron observaciones etológicas de los grillos sometidos a los cuatro (4) 

distintos tratamientos. El tiempo aproximado en el cual comenzaba el proceso de parálisis y/o 

muerte fue tomado y anotado. Se registraron los datos etológicos inmediatamente, una hora (1) 

después y veinticuatro (24) horas después de la inyección. Las cajas fueron almacenadas en un 

lugar ventilado, permitiendo que los hoyuelos de las tapaderas tuvieran entrada de oxígeno. 
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veinticuatro (24) horas después, se determinó la mortalidad de todos los grupos de grillos. Los 

datos fueron registrados en la plataforma virtual Microsoft Excel ®. Se tomó registro videográfico 

y fotográfico, el cual fue almacenado en la plataforma Google Drive®.  Se realizaron cálculos para 

determinar las concentraciones y dosis exactas de veneno inoculadas por peso (g) en grillos 

(Sección de Anexos).  

 

Los datos fueron cargados y analizados en la plataforma de R studio®. Para calcular la DL50 de 

las dos muestras, se utilizó el paquete de R Studio® “HelpersMG”, junto con el modelo “logistic” 

(Script en sección de Anexos) La guía base para realizar el Script fue “Package ‘HelpersMG”, 

2022.  Los valores de DL50 tienen las dimensionales en µg/g. 

 

4. Disecciones de grillos.  

Se realizaron disecciones de los grillos inyectados en todos los bioensayos para ambas 

muestras (Bioensayo 1: Letalidad; Bioensayo 2: DL50) para comparar los efectos de cada veneno 

en el tejido de los grillos.  Para los bioensayos de DL50 se hicieron disecciones tanto de los 

grillos muertos como de los grillos que quedaron vivos después de ser inoculados con 

tratamiento. Se hicieron disecciones de grillos sanos para comparar con el resto de los 

resultados: Grillo sano inducido a muerte (inmediatamente); Grillo sano tras veinticuatro (24) 

horas de muerte.  Grillo sano Para sacrificar a los grillos que quedaron vivos, se les sometió a 

un proceso de criogenización por 15- 20 minutos.   

Cada disección se realizó en una superficie tipo duroport. Se quitaron las patas traseras de 

los grillos para evitar que estorbaran durante los cortes. Se clavó un alfiler en la zona ventral 

del tórax de los grillos, y otro en la zona ventral de la punta inferior del abdomen, a modo de 

formar una “línea imaginaria” vertical (donde seria ejecutado el corte). En medio de ambos 

alfileres, en la parte ventral del grillo se ejecutó un corte con tijerillas de disección y/o bisturí. 

Luego se tomaron los pliegues laterales del insecto, y se clavaron con alfileres comunes en la 

superficie del duroport (Ver Figura 23). Se realizaron observaciones de consistencia, color, 

olor y estado del tejido interno del grillo. Se tomó evidencia videográfica y fotográfica, la cual 

fue registrada en Google Drive dividido por carpetas.   
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Para contrastar con las disecciones de los grillos inoculados con veneno se hicieron los 

siguientes cortes y observaciones: 

• Disección comparativa 1. Grillos saludables sin inoculación de veneno.  

• Disección comparativa 2. Grillos saludables sin inoculación de veneno muerto tras 

veinticuatro (24) horas. 

• Disección comparativa 3. Grillo muerto veinticuatro (24) horas después de la inoculación 

de veneno crudo.  

• Disección comparativa 4. Grillo muerto/paralitico una (1) hora después de inoculación de 

veneno. 

• Disección comparativa 5. Grillo vivo veinticuatro (24) horas después de la inoculación 

de dilución (0.1, 0.01, 0.001 y 0.0001). 

• Disección comparativa 6. Grillo muerto veinticuatro (24) horas después de la inoculación 

de disolución (0.1, 0.01, 0.001 y 0.0001). 

• Observación comparativa 1. Estado de un grillo saludable, muerto y paralitico. 

Todas las disecciones se realizaron para las dos muestras de veneno con el objetivo de comparar 

los resultados obtenidos para ambas muestras. 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

49 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 23. Metodología de disección en grillos. “A.” Se colocaron dos alfileres en la zona 

ventral del grillo, uno en el centro del tórax y otro en la punta del abdomen. Esto inmovilizó al 

cuerpo del insecto. “B.” Se realizó un corte longitudinal entre los dos alfileres previamente 

insertados. El corte se hizo con tijerillas de disección y/o bisturí. “C.” Colocación de alfileres en 

los pliegues laterales del grillo formado por los cortes. Estos alfileres facilitaron la apertura del 

plano ventral para la observación del estado del tejido interno. 
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VII. RESULTADOS 

 

A. Análisis y caracterización del veneno de Metlapilcoatlus occiduus 

Con el método descrito en este estudio, para la extracción de veneno de Metlapilcoatlus 

occiduus juveniles se extrajo un promedio de 50 µL por individuo, mientras que para los adultos 

se extrajo un total de 75 µL. Ambas secreciones presentaron un intenso color amarillo transparente. 

El color está asociado a la presencia de enzima L-aminoácido oxidasa en la secreción (Olivera, et 

al., 2021). El veneno en ambos casos fue poco viscoso y de consistencia acuosa. El veneno no 

presentó ningún tipo de olor.  

 

1. Cuantificación total de proteínas de las muestras de veneno.  

Al determinar la concentración proteica total por medio del método colorimétrico de Bradford, 

se generó una regresión lineal a partir de una curva estándar a base de BSA. Se obtuvo la ecuación 

y = 2839.5x -331.42 (r2 = 0.9831). La concentración de proteínas ([BSA] µg/ml) está en el eje X y 

la absorbancia (ABS 595 n.m.) en el eje Y. Con esto, se determinó que la concentración proteica 

del veneno de serpiente juvenil es de 125.58 µg/ml, y en el veneno de adulto fue un total de 131.06 

µg/mL.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 24. Curva estándar a base de BSA para determinar la concentración proteica de las dos muestras 

de veneno. Se generó la ecuación y = 2839.5x -331.42 a partir de la gráfica. 
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2. Proteínas presentes en muestras de veneno.  

 

Cuadro 8. Rangos de los pesos moleculares (kDa) de las proteínas y componentes presentes en el 

veneno de Viperidae. 

 

 

Las proteínas de las bandas SDS-PAGE se identificaron a partir de su peso molecular (kDa). El 

Cuadro 8, muestra los pesos moleculares (kDa) de las proteínas y compontes reportadas en el 

veneno de otras serpientes de la familia Viperidae.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Familia de proteínas Rango pesos moleculares (kDa) 

 Reporte de proteínas y pesos 

moleculares 

Miotoxinas 4 - 5 

(Calvete, et al., 2011; Xiao, et al., 2017; 

Hiu et al., 2020) 

Desintegrina  6 - 9  
Inhibidor tipo Kunitz   (Calvete, et al., 2011; Xiao, et al., 2017) 

Fosfolipasas A2 secretoras 13 - 18 

(Harris y Scott, 2013; Xiao, et al., 

2017Hiu, et al., 2020) 

Metaloproteasas (SVMPS)     
PI 20 -30  

PII 30-60 

(Markland y Swenson, 2013; Xiao, et al., 

2017; Gónzalez, et al., 2020; Ha, et al., 

2022) 

PIII 60-100   

CRSP 20-30 

(Clavete, et al., 2011; Bernardes, et al., 

2012; Xiao, et al., 2017) 

Serinaproteasas (SVSP) 30-35 

(Xiao, et al., 2017; Gónzalez, et al., 2020; 

Nina. et al., 2020) 

L-aminoácido oxidasas (LAAOS)   

LAAOS monómero 50-70 

(Costa, et al. 2014; Xiao, et al., 2017; Hiu, 

et al., 2022) 

LAAOS forma nativa 120-150   
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Figura 25. Perfil de SDS-PAGE de los principales componentes y/o proteínas del veneno de 

Metlapilcoatlus occiduus adulta. “A.” Esquema elaborado en GelAnalyzer de las bandas proteicas y sus 

pesos moleculares basados en el gel original.  La escala y dimensionales para el peso molecular es 

logarítmica kDa. “B.” Gel de SDS PAGE original con bandas detectadas; promedio del peso molecular 

de todas las bandas formadas a partir de los valores d “A.”; “C”.  Gel de SDS-PAGE original. 
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Figura 26. Proteínas y componentes identificadas en las bandas formadas en SDS-PAGE de veneno de 

adulta.  Se formaron un total de 9 bandas. Las proteínas fueron identificadas a partir de su peso 

molecular según lo reportado en literatura previa. 

 

El gel de SDS-PAGE para la Muestra 1, mostró una evidente variedad de proteínas para la 

secreción, debido a las abundantes bandas formadas en el gel. Se formaron alrededor de 9 bandas 

por cada carril, todas con distinto peso molecular. Los pesos moleculares fueron desde un rango de 

5.55 kDa hasta 74.27 kDa. Este rango de pesos moleculares denotó la presencia de las familias 

proteicas fosfolipasas de secreción (PLA2), metaloproteasas tipo PII y PIII (SVMPS), serina-

proteasas (SVSPs), L-aminoácido oxidasas en su forma de monómero (LAAOs), miotoxinas, 

inhibidor tipo Kunits y/o desintegrinas. La identificación de las proteínas se realizó basado en su 

peso molecular (kDa) reportados en literatura previa (Ver Cuadro 8).  Las bandas 1, 4, 6,7 y 8 

presentaron una mayor intensidad y tamaño que el resto, indicando una posible mayor proporción 

de estas en el veneno de serpiente adulta. Los resultados de este estudio coinciden con lo reportado 

por García, et al., (2020) para M. nummifer con respecto a el tipo de proteínas dentro del veneno. 

Sin embargo, no coinciden con la proporción de proteínas presentes en el veneno, pues M. occiduus 

adulta pareciera tener mayores cantidades de SVMPs mientras que M. nummifer SVSPs. 
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Figura 27. Perfil de SDS-PAGE de los principales componentes y/o proteínas del veneno de 

Metlapilcoatlus occiduus juvenil. “A.” Esquema elaborado en GelAnalyzer de las bandas 

proteicas y sus pesos moleculares basados en el gel original.  La escala y dimensionales para el 

peso molecular es logarítmica y kDa. “B.” Gel de SDS-PAGE original con bandas detectadas; 

promedio del peso molecular de todas las bandas formadas a partir de los valores d “A.”; “C”.  

Gel de SDS-PAGE original. 

 

 

Figura 28. Proteínas y componentes identificadas en las bandas formadas en SDS-PAGE de 

veneno de juvenil.  Se formó un total de 5 bandas, todas con pesos moleculares diferentes 
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(kDa). Las proteínas fueron identificadas a partir de su peso molecular según lo reportado en 

literatura previa. 

 

El gel SDS-PAGE para juveniles, muestra un total de 5 bandas formadas, 4 menos que lo 

presentado por M. occiuuds adulta. El rango de pesos moleculares para las proteínas de este gel va 

de 14.14 kDa hasta 77 kDa. Las familias de proteínas identificadas según su peso molecular 

(Cuadro 8) son metaloproteasas de tipo PI, PII y PIII (SVMPs), fosfolipasas de secreción (PLA2), 

L-aminoácido oxidasas en su forma de monómero (LAAOs) y proteínas secretoras ricas en cisteína 

(CRISPs). Las bandas con mayor tamaño e intensidad son la 1, 2, 3 y 5, indicando una mayor 

proporción de metaloproteasas que el resto de las proteínas. La intensidad y tamaño de la banda 5 

muestra una alta concentración de fosfolipasas A2.  Los resultados coinciden con lo reportado por 

González, et al., (2020), para neonatos de M.nummifer, en donde indican que el mayor porcentaje 

de proteínas en el veneno son SVMPs. Por el contrario, para M.occiduus juveniles si se obtuvo la 

presencia de PLA2, mientras que esta familia de proteínas no fue identificada ni encontrada en el 

veneno de neonatos de M.nummifer 

 

B. Bioensayos e inoculación de venenos en grillos domésticos (A. domesticus) 

1. Bioensayo de letalidad y efectos de los venenos en la etología de los grillos. 

Aunque se esperaba que los sujetos experimentales presentaran comportamientos que difirieran 

notablemente entre los dos venenos inoculadas, lo anterior no se observó. La etología para los 

individuos fue muy parecida entre muestra (juvenil y adulto), denotando que los venenos tuvieron 

una acción biológica similar en el sistema de los grillos.  

 

 En ambos bioensayos los grillos presentaron evidente daño fisiológico y sistémico (C.D.F.) 

debido al cambio brusco en su comportamiento. Inmediatamente después de la inyección de 

veneno, los grillos presentaron movimientos acelerados parecidos a un “éxtasis” o “ataques 

nerviosos”. Sus extremidades (antenas, patas, mandíbula, etc.) se movían rápidamente, y por unos 

segundos los grillos se desplazaban acelerados alrededor de la celda. Algunos trataban de escapar 

tras la ejecución de saltos y escalar las paredes de la caja. Después de unos minutos, los grillos 

dejaban de moverse aceleradamente para quedarse quietos en un solo lugar, o moverse pocos 

centímetros de forma lenta. Varios sujetos experimentales perdieron líquido, pues dejaban gotas en 

el suelo de la celda. El líquido pudo salir por los espiráculos de los insectos.  
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 Rápidamente perdieron la habilidad de saltar y generar impulso con todas sus patas. Los 

grillos que trataron de escapar solo pudieron realizar de uno a tres saltos, de manera torpe. Los 

saltos ejecutados fueron lentos y sin fuerza de impulso. En algunos casos, las patas traseras 

quedaron paralelas, rectas e inflexibles, mostrando una posible parálisis rígida. No paraban de 

mover las antenas y la cabeza de lado a lado, acompañado de un particular movimiento de sus 

patas anteriores. Este consistía en frotarlas entre sí de manera muy acelerada (parecido al frote 

de las patas anteriores de una mosca (Musca spp.)). Las patas anteriores también las frotaban 

con su mandíbula continuamente.   

 

El movimiento de los grillos se ralentizó por completo entre los 3:00 a 10 -15:00 minutos 

de inyección. Para ese momento, los grillos solo podían mover levemente las patas anteriores, 

debido a que el veneno estaba inmovilizando su sistema. Esto provocó que solo pudieran 

desplazarse arrastrándose por la celda de las cajas experimentales. Entre el minuto 10:00 y el 

30:00, los grillos dejaron de moverse por las celdas, mostrando parálisis casi completas y/o 

completas. Sus cuerpos se tornaron completamente blandos, y todas sus patas seguían estiradas 

y rígidas, mostrando parálisis rígida y flácida a la vez. Los grillos tomaron una postura “tipo 

estrella”: cuerpo recto, patas estiradas y rígidas a lo largo de la celda. Los únicos movimientos 

que se observaban durante ese periodo era el movimiento leve de sus antenas y el de sus patas 

anteriores y medias, las cuales se agitaban de arriba abajo (en forma de aleteo).   

 

Para los grillos de tamaño grande y cuerpos robustos (usualmente hembras), los efectos de 

los venenos fueron más leves al inicio, y tardaron más en llegar a la parálisis y muerte. Algunos 

grillos con estas características seguían moviéndose lenta y torpemente en la celda tras 20 

minutos post-inoculación. Sin embargo, el resto de los síntomas siguieron presentándose como 

en el resto de los individuos.  A los 40- 60 minutos de inyección, los grillos estaban en completa 

parálisis o muertos (Nivel 1 Etograma 1-2). Todos los grillos murieron ya sea en posición lateral 

(Nivel 1.3 Etograma 1-2) o boca abajo (Nivel 1.4 Etograma 1-2). Las patas rígidas y la posición 

“tipo estrella” permanecieron hasta la muerte en la mayoría de los grillos.   

 

Para estos bioensayos de letalidad, ningún ejemplar presentó “Comportamiento sin daño 

fisiológico” (C.S.F) en ninguno de los niveles del Etograma 1-2 (Sección de Anexos).  Todos 

los comportamientos C.S.F. se basaban en la etología “natural” de un grillo. De tal modo, el 

nivel 7 y 5 no fueron tomados en cuenta como C.D.F. Esto se debe a que la etología que 

representan estos niveles no es la misma que se observó después de la inyección a los grillos, 
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pues el comportamiento presentado en los individuos era alejado de ser un estado “natural” 

(Reed Collage, 2010).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 29. Espasmos y rigidez en los grillos inoculados con veneno de serpiente juvenil. “A.” 

Cuerpo recto y patas rígidas, parálisis casi completa. “B.” Posición “tipo estrella”: Cuerpo recto 

perpendicular a las patas; patas estiradas y rígidas, haciendo la forma de una “estrella”. Posición 

completamente inmóvil. “C.” Flechas que indican la dirección de las patas después de que el 

grillo fue inoculado con veneno. Rectas, tiesas e inmóviles. Lo presentado en la Figura 29., 

también se observó para el veneno de adultas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 30. Posición de parálisis completa en grillos inoculados con veneno de serpiente adulta. 

Las flechas rojas (→) indican las extremidades que sufrieron espasmos o calambres, quedando 

totalmente rígidas. Las líneas azules (---) muestra la postura totalmente rígida y acalambrada del 

cuerpo de los grillos durante la parálisis completa. Lo presentado en la Figura 30., también fue 

observado para el veneno de serpientes juveniles. 
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Figura 31. Comparación de la postura de un grillo sano y un grillo inoculado con veneno. “A.” 

Grillo sano en dos posiciones. Patas traseras dobladas, antenas paralelas entre sí, patas anteriores 

y medias relajadas, dobladas o acomodadas. “B.”  Grillos inoculados con veneno de M. occiduus. 

Postura del cuerpo rígido, antenas dobladas en las puntas, extremidades tensas, patas traseras 

totalmente rectas y tiesas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 32.  Agitación de patas delanteras de un grillo inoculado con veneno de serpiente juvenil.  

Las patas anteriores las frotaba entre sí de manera acelerada, al mismo tiempo que se rozaba la 

mandíbula y los palpos.  Movía la cabeza y las antenas de un lado a otro de manera rápida, 

denotando un posible efecto en su sistema nerviosos simple por parte del veneno. Este patrón 

etológico también se observó para el veneno de adulta. El comportamiento se observó 

inmediatamente después de la inyección. 
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Figura 33.  Mortalidad durante los periodos de post-inoculación de los individuos sometidos a 

experimentación con dos tipos de solventes: Agua ultrapura (“UP.”) y Buffer de fosfatos (“B.”). 

 

En la Figura 33., se observa la cantidad y el porcentaje de individuos que sobrevivieron y 

murieron durante los periodos de experimentación, después de ser inoculados con los dos tipos de 

solventes: Agua ultrapura (UP) y Buffer de fosfatos (B).  El solvente UP mostró el mayor 

porcentaje de sobrevivencia con un 100% (20/20 grillos) 24 horas después de ser inoculados. Para 

el solvente B, se obtuvo un 75% de sobrevivencia (16/20 grillos) 24 horas después de la inyección. 

El 15% de grillos (3/20 grillos) murió a las 24 horas de ser inoculado, y 10% (2/20 grillos) murió 

1 hora después de la inyección.  Los resultados obtenidos demostraron que el mejor solvente para 

llevar a cabo los bioensayos es el solvente UP. 
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Figura 34. Mortalidad durante los periodos de post-inoculación de los individuos sometidos a 

experimentación con las dos muestras de veneno crudo: Muestra 1: Veneno de adulto (“A.”) y 

Muestra 2: Veneno de juvenil (“J”.). 

 

Cuadro 9. Tiempo transcurrido para periodos de parálisis y muerte de los sujetos experimentales. 

Nota: Los “**” indican que hubo individuos que murieron después de los 40- 60 minutos de 

inoculación para la muestra de adultos (24 horas después). La desviación estándar es de 

±11.5470054 debido a que la mayoría de los individuos murieron a los 60 minutos (4), el resto a 

los 40 (2).  

 

A partir de la Figura 34., se observa que la muestra que presentó mayor porcentaje de 

mortalidad fue la de veneno de serpientes juveniles con una sobrevivencia del 0% de grillos.  Los 

individuos murieron desde los 40-60 minutos post-inoculación (Cuadro 11), previo al 

cumplimiento de 24 horas post-inoculación.  Lo anterior también se observó para la muestra de 

  
Inicio de 

parálisis  
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completa  

Parálisis 

completa 
Muerte 
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4 minutos 

(±0.25980762) 

15 minutos 

(±0.262741952) 

30:01 minutos 

(±0.061101) 

40 - 60 minutos 

(±11.5470054) ** 
 

Veneno de 

juvenil 

3:30 minutos 

(±.02516611) 

20 minutos 

(±0.03214550) 

30:01 minutos 

(±0.0776745) 

40- 60 minutos 

(±11.5470054) ** 
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veneno de serpientes adultas, representando un 80% (16/20 grillos) de grillos muertos del total de 

muestra. El 20% (4/20) grillos restante, murió hasta las 24 horas de ser inyectados con muestra. En 

este sentido, se observó que el porcentaje de mortalidad es mayor para el veneno de serpientes 

juveniles (100%: 20/20 grillos) en contraste con la muestra de veneno de adultas (80%: 16/20). 

 

El tiempo para los periodos de parálisis y el tiempo de muerte registrados, fueron parecidos 

para ambas muestras. En ambos casos la parálisis completa se observó a los 30:01 minutos 

aproximadamente. Asimismo, la muerte en los individuos sucedió entre los 40 a 60 minutos de 

inyección, con la excepción del 20% (4/20 grillos) de individuos que murieron a las 24 horas de 

ser inoculados con veneno crudo de adultas.  Por otro lado, el tiempo de inicio de la “Parálisis casi 

completa y la Parálisis completa”, varió con pocos segundos y minutos entre muestras. El veneno 

de juvenil presentó un menor tiempo para llegar al “Inicio de parálisis” con 3:30 minutos, mientras 

que el veneno de adultos 4:00 minutos. La diferencia para este parámetro fue de 30 segundos.  La 

“Parálisis casi completa” la alcanzaron primero los grillos inoculados con veneno de adultos en 

15 minutos, mientras los grillos inyectados con veneno de juvenil la alcanzaron a los 20 minutos, 

mostrando una diferencia de 5 minutos (Ver Cuadro 9). Los valores de tiempo fueron tomados a 

individuos al azar para ambas muestras. Por lo anterior, es importante repetir el bioensayo midiendo 

el tiempo por individuo (20 medidas = 20 grillos). El objetivo es obtener un promedio de los 

periodos y tiempos de parálisis y muerte que generen datos más precios.   
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2. Determinación de la DL50 en los venenos.  

 

Figura 35. DL50 para las muestras de veneno de serpiente. “A.” DL50 para veneno de Metlapilcoatlus 

occiduus adultas; “B.” DL50 para veneno de Metlapilcoatlus occiduus juvenil. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 36. Cantidad de grillos muertos según la cantidad de dosis inyectada de veneno de adulto. 
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y = 1.2112ln(x) + 0.7928

R² = 0.9717

0

2

4

6

8

10

12

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800

C
a
n

ti
d

a
d

 d
e 

g
ri

ll
o
s 

m
u

er
to

s

Dosis inoculadas de veneno de juvenil

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 37. Cantidad de grillos muertos según la cantidad de dosis inyectada de veneno de juvenil. 

 

Se obtuvo una DL50 de 99.089 mg de veneno por gramo (g) de grillo (99.089 µg/g) para el 

veneno de serpientes juveniles. Por otro lado, el veneno de serpientes adultas obtuvo una DL50 

mucho menor, con 5.00 mg de veneno por gramo (g) de grillo (5.00 µg/g) (Figura 45). Contrario a 

la hipótesis propuesta por este estudio, se determinó que el veneno de serpientes adultas es más 

tóxico para los grillos que el de juveniles. Esto también puede observarse en la cantidad de 

individuos muertos después de las 24 horas de inoculación en ambos venenos. En adultos, se 

observó mayor mortalidad en dosis más bajas en contraste a los juveniles (Figura 36 y 37). Esto 

podría explicar la diferencia en la DL50 de ambos venenos.  

 

Los grillos inyectados con las diluciones/dosis de las dos muestras mostraron diferentes 

síntomas a medida que la concentración de veneno disminuía. De esta manera, los síntomas fueron 

proporcionales a las dosis inyectadas. Para ambas muestras (veneno de juvenil y adulta) en la 

dilución 0.1 y 0.01 los grillos tuvieron síntomas similares a los presentes en la inyección de veneno 

crudo. Aparecieron problemas de coordinación, tensión y rigidez en el cuerpo y patas, movimiento 

acelerado de las patas anteriores, cabeza y antenas, la perdida de habilidad para saltar y posterior 

parálisis. Sin embargo, los síntomas tardaron en aparecer más que en el bioensayo de letalidad con 
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veneno crudo. Una pauta etológica que apareció para estas dos diluciones en ambos venenos fue la 

palpitación del abdomen de los grillos post-inoculación y una inclinación hacia adelante, dejando 

al abdomen apuntando hacia arriba. Los grillos sobrevivientes de las diluciones para las muestras 

se encontraban en un estado completamente paralizado y con rigidez y/o espasmos en las 

extremidades. Los que podían moverse lo hacían de manera lenta y con poca coordinación. Algunos 

individuos perdieron liquido por espiráculos o la zona de inoculación. 

 

En las diluciones 0.001 y 0.0001 los síntomas fueron más leves y tardaron más tiempo en 

aparecer en comparación al veneno crudo y las diluciones 0.1 y 0.01 en ambas muestras. Los grillos 

no presentaron parálisis completas o parálisis totales. En su mayoría podían moverse por la celda, 

e incluso saltar afuera de la caja. El frote de sus patas anteriores y movimiento de cabeza y antenas 

ya no fue un comportamiento frecuente en dichas diluciones. De igual manera, respondían a los 

estímulos de contacto del pincel y/o pinzas de manera inmediata. Sí presentaron rigidez en su patas, 

principalmente en las traseras. A pesar de que podían moverse, los individuos lo hacían de manera 

muy lenta. Los individuos que sobrevivieron 24 horas después de las inoculadas, no se encontraban 

paralizados, aun podían moverse, saltar y mover las antenas, aunque seguían haciéndolo de manera 

lenta y tosca. Algunos individuos perdieron liquido por espiráculos o la zona de inoculación. 

 

 

Figura 38. Posición de grillo inmediatamente después de la inoculación de diluciones 0.1 y 0.01 para 

ambos venenos. La posición del abdomen apunta hacia arriba, y la zona del tórax hacia abajo. 

 

3. Disecciones y efectos sistémicos del veneno.  

Para ambas muestras de veneno crudo, se observó un notorio cambio en el tejido de los grillos 

una hora y veinticuatro horas después de la inyección en contraste al tejido de un grillo sano en los 

mismos intervalos de tiempo.  Los grillos sanos presentaban órganos bien formados y ordenados 
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en el interior del grillo. El tejido interno y externo era de consistencia sólida, especialmente por la 

quitina alrededor del cuerpo de los grillos. El tórax y el abdomen permanecían firmemente pegaos 

entre sí. En algunos casos se observó la hemolinfa de los individuos, de una consistencia liquida y 

color blanco o transparente alrededor de los órganos de los grillos. El color del tejido de los grillos 

sanos era café, blanco o marrón y de tonalidades opacas. Las patas de los grillos podían estar 

dobladas, relajadas o estiradas, más no rígidas y/o tiesas.  Ambas observaciones fueron realizadas 

para el grillo de muerte inmediata y el de 24 horas después de muerte. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 39. Disección de grillos sanos. “A.” Disección de grillo sano inmediatamente después de ser 

ejecutado. “B.” Disección de grillo 24 horas después de ser ejecutado. 

 

• Una hora después de haber sido inyectados con veneno crudo.  

Los grillos con veneno de juvenil mostraron un fluido espeso color amarillento y blanco 

opaco.  De igual manera, los órganos habían perdido por completo su integridad, de manera 

que solo se encontraba fluido y líquidos, como si el insecto estuviera licuado por dentro en 

consecuencia a la actividad de las enzimas en el veneno. Por otro lado, en adultos también se 

observó la presencia del fluido espeso color amarillo, sin embargo, este no era tan abundante 

como en el caso del veneno de juveniles. Los órganos de los grillos en este caso aun mantenían 

su integridad, pues a pesar de que estaban frágiles, aun podían apreciarse en la disección. El 

color en el tejido de los grillos mostró ser ligeramente más oscuro que en el caso del veneno de 

juvenil, especialmente en el borde de las extremidades y el cuerpo de los individuos. En ambos 

casos se observó una película acuosa y transparente sobre toda la zona interna de los grillos. 
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Aunque ambos tejidos se encontraban frágiles, grillos inoculados con veneno de adulto 

presentaron tejidos con consistencias más aguadas y blandas. Esto incluso fue un problema al 

momento de ejecutar las disecciones, pues algunos ejemplares se partían a la mitad. En cuanto 

a las extremidades, antenas y la cabeza, en ambos venenos permanecieron rígidas y tensas.  

 

• Veinticuatro horas después de haber sido inyectados con veneno crudo.  

Para este periodo de tiempo, el tejido de los grillos inoculado con cualquiera de las dos muestras 

se encontraba completamente oscuro, indicando una probable incidencia de necrosis, mio-toxicidad 

y daño celular. El olor que desprendieron los grillos fue prominente y apestoso. Era un aroma 

rancio, ácido y fétido, indicando la descomposición de los cuerpos de los grillos.  En el caso del 

veneno de juveniles, se observó que el tejido oscurecido predominaba en la zona central del grillo, 

mientras que, en el veneno de adultas, las zonas que mostraron estar más oscuras fueron el borde 

del cuerpo y las extremidades, aunque también se observó que la coloración oscura era homogénea 

en todo el interior del cuerpo en comparación del otro veneno. El tejido de los grillos con veneno 

de adulta siguió con la característica de estar más blando, aguado y frágil que para el otro veneno. 

Todo el cuerpo se encontraba quebradizo, el tórax y el abdomen se desprendían y se despedazaban 

las extremidades. Su consistencia parecía dirigirse hacia lo liquido, mientras que para el veneno de 

juveniles la apariencia era tipo gelatinosa. La película acuosa permaneció en el interior de las dos 

muestras. En la mayoría de los individuos, para las dos muestras de veneno se había evidenciado 

una perdida casi completa o total de los órganos en el grillo. Las extremidades, cabeza y antenas 

permanecieron tensas y rígidas, especialmente las patas anteriores y traseras que apuntaban hacia 

afuera del cuerpo del insecto.  
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Figura 40. Efectos sistémicos y en el tejido de los sujetos experimentales tras inocular 50 µL de veneno 

crudo (Ambas muestras por separado: Muestra 1: veneno de adulta; Muestra 2: veneno de juvenil. “A.” 

Periodo de 1 hora después post-inoculación. “B.” Periodo de 24 horas post-inoculación. “C.” Disección 

de grillo sano. Muerte inmediata. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 41. Señalización de los efectos sistémicos y en el tejido de los sujetos experimentales tras 

inocular 50 µL de veneno crudo. Cada color en las flechas la indica la presencia de algun efecto 

en particular. “A.” Periodo de 1 hora después post-inoculación. “B.” Periodo de 24 horas post-

inoculación. 
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• Disecciones para las diluciones de DL50.  

Las disecciones a los grillos se ejecutaron 24 horas después de las inoculaciones de la DL50 

para ambas muestras. A medida que la concentración de veneno iba disminuyendo por cada 

dilución, el daño interno y en el tejido del grillo era menor. En las diluciones 0.1 y 0.01 se 

observó el mayor daño al tejido de los grillos, mientras que en las diluciones 0.001 y 0.0001 

aunque si hubo un efecto de los venenos en el interior de los grillos, la integridad del cuerpo 

era más similar al de un grillo sano. En estas disecciones fue más evidente la diferencia del 

efecto del veneno de juvenil y adulta en el organismo de los grillos, probablemente porque se 

inyectó una menor proporción de veneno en los insectos. Las diluciones inyectadas que 

mostraron ser más dañinas en los grillos fueron las del veneno de serpiente adulta. 

 

• Efectos de la dilución 0.1.  

Se ve una abundante presencia de fluido viscoso y amarillento, siendo esta la hemolinfa 

alterada por la presencia del veneno en el cuerpo del grillo. Asimismo, puede verse que el tejido 

de los grillos se encuentra con una consistencia acuosa y sumamente frágil, provocando incluso 

que el tórax y el abdomen se desprendan en comparación con el veneno de juvenil en donde no 

se observa lo mismo. La zona de necrosis y oscurecimiento del tejido se nota en todo el cuerpo 

del grillo para el veneno de adulta, mientras que para el veneno de juvenil predomina en el 

lateral del abdomen exclusivamente. Aunque se observa que en veneno de juveniles hubo una 

pérdida de integridad en los órganos y su posición, para el veneno de adulta este patrón es más 

prominente, pues los órganos son muy poco visibles y se pierden con la consistencia tipo 

“licuada” del interior del grillo. La película acuosa sobre el interior de los órganos y tejido de 

los grillos permanece presente para los dos tipos de muestra. 

 

• Efectos de dilución 0.01.  

Se sigue observando la presencia abundante de fluido viscoso en el interior de los grillos 

inoculados con veneno de adulta, en contraste a la otra muestra. Sin embargo, para esta dilución 

dicho fluido presenta un color blanco o transparente más que amarillo.  Para las dos muestras, 

es notable que el efecto de narcosis disminuyó, pues ya no se observa un evidente y prominente 

oscurecimiento en el tejido o en las zonas internas del insecto. Sin embargo, esto no indica que 

el efecto de necrosis y daño celular haya desaparecido, pues puede apreciarse que aún 

permanece el color marrón oscuro en el tejido, cutícula y epidermis de los grillos, diferente al 

que posee un grillo sano. La consistencia del tejido se tornó a blanda y no acuosa para el veneno 

de adulta, aunque sigue siendo más débil que el tejido de los grillos con veneno de juvenil, el 
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cual presenta una consistencia menos blanda, gelatinosa y flexible. La integridad de los órganos 

para esta dilución es muy similar para ambos venenos. Se observa una mejor composición, 

forma y posición de algunos órganos a diferencia de la dilución 0.1 y el veneno crudo.  Sin 

embargo, en ambos casos aún siguen mezclándose con los fluidos en el interior de los grillos, 

impidiendo que se aprecien en su totalidad como en el caso de los grillos sanos. La película 

acuosa sobre órganos y tejidos del interior de los grillos permanece para ambas muestras en 

esta dilución.  

 

• Efectos dilución 0.001.  

La consistencia de la epidermis y el tejido de los grillos adquirió una consistencia más 

compacta, aunque la de los grillos con veneno de adulta seguía más blanda y suave que la otra 

muestra.  Para esta dilución, el fluido viscoso había desaparecido en ambas muestras de veneno, 

y solo permanecía la película acuosa sobre los órganos y el interior de los grillos. Para el veneno 

de juvenil se observó un color marrón en el interior del grillo, mientras que para el veneno de 

adulta las coloraciones predominantes fueron el blanco, amarillo y café claro. Parecía que la 

necrosis había desaparecido en ambos casos, pues ya no hubo un oscurecimiento en el interior 

de los grillos o en la epidermis, aunque no puede afirmarse en su totalidad hasta hacer cortes 

histológicos y revisar las células en un microscopio. Las extremidades, antenas y cabeza para 

esta dilución ya no se encontraban tensas ni rígidas, si no dobladas o relajados. La integridad y 

forma de los órganos fue mejor que en las diluciones 0.1, 0.01 y veneno crudo, pero aun así 

seguían fusionados entre sí y con el fluidos internos de los grillos, denotando que el veneno 

seguía ejerciendo efectos en estos.  

 

Efecto de la dilución 0.0001.  

La integridad de los órganos para la dilución 0.0001 para el veneno de juveniles mostró ser 

similar a las de un grillo sano. En este punto podía apreciarse la forma y posición de estos. Sin 

embargo, aún era evidente el daño provocado por el veneno, pues estos presentaban una color 

grisácea y café, cuestión que no se observa en un grillo sano. Encima de los órganos se observó 

una fibra blanca, parecido al sistema nervioso ventral del insecto. Esta también se visualizó 

para el veneno de adulto, pero se encontraba en la zona lateral fusionada con el fluido de los 

grillos. El color oscuro del tejido interno y la epidermis del grillo ya no era evidente, ya que las 

coloraciones predominantes eran marrón, café y blanco para el veneno de juvenil, pues los 

grillos con la otra muestra presentaban un color más oscuro marrón y/o cobrizo en la parte 

interna. Por otro lado, para el veneno de adulto la integridad y forma de los órganos seguía 
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afectada. Estos seguían fusionados entre sí junto con el fluido dentro del grillo, aunque si eran 

más visibles que en el resto de las diluciones y veneno crudo. El tejido seguía viéndose acuoso, 

con un poco de fluido viscoso color grisáceo, amarillo y café. La consistencia del tejido y 

cutícula en ambas muestras de veneno era menos blanda que el de diluciones anteriores y 

veneno crudo. Sin embargo, para el veneno de adulta, el tejido seguía permaneciendo más frágil 

y blando que el de veneno de juvenil. 

 

El Cuadro 14 compara los efectos sistémicos y en el tejido del veneno crudo, las diluciones 

de las muestras de veneno de adulta y juvenil y el sistema de grillos sano sin ningún tipo de 

inyección (control).  
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Cuadro 10. Efectos sistémicos y en el tejido de los sujetos experimentales tras la inoculación de las distintas diluciones para las dos muestras de veneno: adulta y juvenil. 
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VIII. DISCUSIÓN Y ANÁLISIS DE RESULTADOS 

 

A. Análisis y caracterización biológica del veneno de Metlapilcoatlus occiduus. 

 

1. Cuantificación de proteínas de Bradford.  

La curva de Bradford generada obtuvo la ecuación de la recta y = 2839.5x -331.42. El 

R2 tuvo un valor de 0.9831, indicando precisión en la ecuación y la curva. A partir del 

bioensayo colorimétrico de Bradford, se determinó que la concentración proteica para el 

veneno de juveniles fue de 125.58 µg/mL y para adultas 131.06 µg/mL. La concentración 

de proteínas del veneno de serpientes adultas pareciera ser ligeramente más alta que la de 

juveniles, con una diferencia de 5.48 µg/mL. Debido a que el valor anterior no parece ser 

significativo para ambas muestras, es posible considerar que la concertación proteica para 

ambos venenos fue muy similar. Los valores anteriores variaron en comparación a los 

valores de otros miembros de la familia Viperidae. Ambas muestras presentaron una 

concentración mayor de proteínas en contraste a Crotalus durissus con 78.1 µg/ml y 

Bothrocophias myersi con 108.6 µg/mL y Bothrops asper con 74.1 µg/mL (Scovino, et al., 

2020). Por otro lado, los valores obtenidos fueron menores a los de Agkistrodon contortrix 

con 152.229 µg/µL (Bocian, et al., 2020). Los valores anteriormente mencionados son 

estrictamente de víboras adultas, de manera que no son comparables con el valor de 125.58 

µg/mL del veneno de juveniles de M.occiduus. Cabe mencionar que el valor de la 

cuantificación proteica en los venenos no denota el nivel de letalidad, sino más bien la 

proporción y cantidad de moléculas proteicas en la secreción (Caswell, et al., 2014). 

 

2. Proteínas presentes en las muestras de venenos SDS PAGE. 

Las familias proteicas representando las bandas de los geles, se identificaron a partir de 

su peso molecular. Este era comparado con datos reportados previamente en literatura 

(Cuadro 8). Por lo anterior, una misma banda en los geles, puede representar más de un 

tipo proteína. En este sentido, los resultados obtenidos son un acercamiento de las posibles 

familias proteicas presentes en el veneno de M.occidus adultas y juveniles. Para tener más 

precisión y establecer con exactitud que proteínas contienen las secreciones, es necesario 
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complementar con otro tipos de bioensayos como espectrofotometría de masas, análisis de 

proteómica, actividad molecular, Western Blot, o incluso transcriptómica y secuenciación.  

 

A partir del bioensayo de SDS- PAGE, se determinó que el veneno de adulto de 

M.occiduus tiene aproximadamente nueve tipos y/o familias de proteínas. El veneno de 

juveniles mostró un total de cinco bandas formadas, mostrando una diferencia de cuatro 

proteínas en comparación al veneno de adulto.  De este modo, parecía que el veneno de 

adultos tenía una mayor cantidad de proteínas.  Según el promedio del peso molecular 

obtenido de cada banda, se determinó que las proteínas en el veneno de adultos fueron 

SVMPS de tipo P II y III, SVSPS, LAAOS (monómero), PLA2 de secreción, 

desintegrina/inhibidor tipo Kunitz y miotoxinas. Las bandas de mayor intensidad y tamaño 

fueron la 1 con SVMPS PIII, 4 con SVMPS PII, 6 y 7 con PLA2 y la 8 con Inhibidor tipo 

Kunitz/Desintegrinas. Esto tiene sentido considerando que dichas proteínas y enzimas 

están dirigidas a generar efectos hemotóxicos, miotóxicos, daños epidérmicos y parálisis 

en mamíferos, alimento principal de las víboras M.occiduus en etapa adulta (Guérico, et 

al., 2005; Fry, 2015). 

 

En el veneno de juveniles, las proteínas identificadas en las bandas fueron SVMPS PI, 

PIII y PIII, LAAOS (monómero), CRSP y PLA2. Las bandas más intensas y de mayor 

tamaño para esta muestra fueron la 1 con SVMPS PIII, 3 con SVMPS PII y 5 con PLA2. 

Lo anterior, fue similar a lo observado en el veneno de víboras adultas, no solo porque son 

las proteínas que tienen en común ambas muestras, sino también porque las características 

de las bandas indican que las SVMPS III, II, y PLA2 son de las proteínas más abundantes 

en ambos venenos. La presencia y alta concentración de las proteínas de la banda 1, 3 y 5 

parecidas al veneno de adulta, podría indicar que la secreción se encuentra en una etapa de 

“transición” hacia “un veneno de víbora adulta”. Esto se debe a que las víboras en etapa 

juvenil (18-20 meses) comienzan el cambio de dieta de neonato hacia lo que estarán 

consumiendo durante el resto de su etapa adulta, seleccionando mamíferos y/o aves en vez 

de reptiles y/o anfibios o invertebrados como insectos.  Por ello, es indispensable que 

comiencen a sintetizarse las proteínas PLA2 y SVMPS, las cuales inducirán el daño 

fisiológico para someter a su nuevo tipo de presa. Esto sigue teniendo sentido considerando 
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que en el veneno de juveniles aún no se detectan SVSPS, proteínas que podría sintetizarse 

más adelante mientras el veneno va adquiriendo más selectividad hacia presas como 

mamíferos y/o aves. Los resultados, coinciden con lo observado en cautiverio, en donde 

las víboras juveniles ya comenzaban a alimentarlas con crías de roedores y ya no aceptaban 

grillos. En literatura también se menciona que en la etapa juvenil otras especies de víboras 

como del género Crotalus sp., o Bothrops sp., se alimentan de pequeños vertebrados, 

presentando proteínas en común con el veneno de adultos de su especie (Guérico, et al., 

2017). Es en la etapa de neonatos es  donde se muestra de manera más evidente la variación 

proteica en el veneno de las víboras (Borja, et al., 2018; Neri y Ponce, 2018; García, et al. 

2020).  

 

En las dos muestras para la banda 2 se identificaron la proteína SVMPS o LAAOS 

(monómero). Lo más probable es que sea la proteína LAAOS (monómero), debido a al 

color amarillo transparente del veneno de ambas muestras que es causado por la presencia 

de esta molécula (Olivera, et al., 2021). Asimismo, el peso molecular de ambas bandas 

coincide con el reportado en literatura para la proteína en su forma de monómero, que va 

desde 50 a 70 kDa (Costa, et al. 2014; Xiao, et al., 2017; Hiu, et al., 2022). Además, las 

LAAOS se han reportado en el veneno de otros miembros de la familia Viperidae, por sus 

actividades biológicas en la presa como la generación de edemas, miotoxicidad y 

citotoxicidad (Costal, et al., 2019).  

 

Debido a que la composición del veneno de algunas serpientes, tiende a cambiar por las 

presiones ambientales como dieta, dimorfismo sexual, distribución geográfica, entre otras, 

es necesario hacer este estudio toxinológico del veneno de M.occiduus en víboras 

silvestres. Debido a la sensibilidad del veneno de serpientes al cambio ambiental (Borja, et 

al., 2018), es posible que el estado en cautiverio y el alimento que consumían en dicho sitio 

haya influido sobre el coctel proteico del veneno de las serpientes. Las serpientes en 

cautiverio y de vida silvestre, no comparten las mismas condiciones ambientales. Por ello 

en literatura previa, se ha reportado y sugerido que la composición proteica puede variar 

de manera intraespecífica (juveniles y/o adultas) en las especies a partir de los cambios en 

dieta, manipulación, ambientación de recintos y estrés en cautiverio, en contraste a 
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individuos silvestres que no comparten esas condiciones (Olivera, et al., 2021; Nie, et al., 

2022). Es necesario seguir investigando que tipo de dieta tienen las serpientes silvestres de 

M.occiduus adultas y juveniles, para poder correlacionar con precisión la presencia de 

ciertas proteínas en su veneno con su dieta, o bien si esto puede verse alterado por un estado 

en cautiverio.  

 

Para evaluar con precisión el cambio ontológico en el veneno de M.occiduus, debe 

incluirse la caracterización del veneno de M.occiduus en etapa de neonatos. Se ha reportado 

que para el género Metlapilcoatlus y Crotalus los perfiles proteicos entere neonatos y 

adultos muestran diferencias significativas por la diferencia marcada en la dieta (Durban, 

et al., 2017; García, et al., 2020). Debido a que se sabe poco de la dieta en vida silvestre 

de M.occiduus, es importante completar el presente estudio con la información de la dieta 

y biología en la etapa neonato de la serpiente, con el fin de establecer un perfil más claro 

de la variación del veneno en las serpientes dirigido por la dieta.  Lo anterior puede 

completarse con estudios DNA bar-coding de muestras de heces de la especie en sus 

diferentes etapas de crecimiento. Con esto se puede determinar qué grupo de presas son las 

principales dentro de la dieta de la serpiente a partir de secuenciación de ADN 

 

Aunque se logró identificar el patrón de bandas con la plataforma virtual Gel Analyzer, 

es recomendable repetir el bioensayo especialmente para el veneno de las víboras juveniles. 

Las bandas en general se ven difusas, alargadas, con ondas o el pozo manchado. Esto podría 

indicar que las muestras aún siguen muy concentradas con veneno, o bien que el sistema 

de electroforesis podría estar fallando en cuestiones de voltaje y/o amperaje. Lo 

recomendable es mantener la corrida de 35 -60 minutos a voltaje constante entre 150 a 200 

(Laemli, 1970; Brunelle y Green 2014). En este bioensayo, los geles se corrieron más de 

60 minutos, lo cual pudo influir en la malformación de las bandas en el SDS PAGE. Al 

mismo tiempo, la calidad de las bandas para ambos venenos podría mejorar con el uso de 

geles SDS-PAGE tamaño XL, lo cual permitirá determinar con mayor precisión los 

tamaños y el desplazamiento de las proteínas en el gel.  
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B. Bioensayos e inoculación de venenos en grillos domésticos (A. domesticus) 

 

1. Etología y efectos sistémicos de los solventes y veneno en los grillos.  

Para el solvente de PBS se obtuvo una mortalidad del 25% en los individuos. Esta 

solución es bien conocida por su uso en procedimientos bioquímicos, pues su osmolaridad, 

pH y concentración de iones (Cl-, Na+ y K+) es muy parecida a la del líquido extracelular 

de los mamíferos (UASLP, 2008).  En estudios de genética, moleculares y de 

microbiología, se ha utilizado el PBS como solvente o medio para células aisladas de 

insectos.  

 

El Buffer ha demostrado ser eficiente para mantener la osmolaridad del medio, así como 

la integridad de las células (Rosinski, et al., 2000; Thongjued, et al., 2019). Sin embargo, 

esto solo se ha visto al momento de suspender las células de los insectos en un medio con 

PBS, por lo que inyectarlo en el organismo del grillo pudo haber alterado la osmolaridad 

de las células y/o la hemolinfa, causando la muerte de algunos ejemplares (Thongjued, et 

al., 2019).  Esto cobra sentido considerando la sensibilidad de las células y la hemolinfa de 

algunos que los iones más abundantes de la hemolinfa en los insectos del grupo 

Exopterygota poseen altas concentraciones de sodio y magnesio, cuestión que puede alterar 

osmolaridades al encontrarse con iones Cl- del PBS (Kanost, et al., 2009).  

 

Debe considerarse que el volumen de PBS que se usa en los bioensayos de genética y 

microbiología suele ser de 20 µL (Thongjued, et al., 2019). En este estudio, se inyectaron 

50 µL de PBS 1x. Disminuir el volumen de PBS inyectado es una solución para evaluar si 

este factor tuvo efecto sobre la muerte de algunos ejemplares. Por otro lado, es posible que 

la temperatura del buffer PBS inoculado haya generado efectos sobre el sistema de los 

grillos. Estudios han reportado que la hemolinfa y los metabolitos dentro de las células de 

algunos insectos son sensibles al cambio de temperatura, especialmente a las frías. Esto 

provoca perdida de iones extracelulares y la homeostasis del agua del organismo, lo cual 

conduce a lesiones por frio y luego la muerte (Olsson, et al. 2016). Los grupos tolerantes 

al frío se caracterizan por una hemolinfa con una concentración más baja de Na+, ya que 

mejora la homeostasis de iones y agua durante la exposición a estas temperaturas. Ortóptera 
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forma parte de uno de estos grupos tolerantes a temperaturas frías (varía entre especies, 

géneros, familias) (Toxopeus, et al., 2019; Olsson, et al., 2016). El buffer PBS fue 

inyectado a una temperatura de -20-25°C recién sacado de la refrigeradora.  Tomando en 

cuenta lo anterior, la sensibilidad a las bajas temperaturas de las células y hemolinfa en 

conjunto con las contracciones variadas de iones dentro de los grillos, pudieron provocar 

un desbalance iónico al combinarse con la composición y concentración iónica del buffer 

PBS.  

 

El agua UP fue el solvente que presentó 100% de sobrevivencia en los individuos tras 

24 horas de ser inoculada, mostrando que no genera ningún efecto negativo sobre el sistema 

de los grillos. Al mismo tiempo denotó que no estaba ejerciendo ninguna alteración 

sistémica en los sujetos de estudio, por lo que se pudo asegurar que los efectos observados 

en las diluciones experimentales, eran causadas meramente por el veneno de víboras 

M.occiduus. Lo encontrado coincide con lo reportado por Heep, et al., 2019, en donde 

utilizan como control negativo inyecciones de agua destilada en pulgones sin ningún efecto 

sistémico negativo o muerte (Heep, et al.,2019) 

 

Aunque se esperaban distintos patrones etológicos post-inoculación en los grillos para 

ambas muestras, las pautas de comportamiento fueron muy similares. Esto indicó que las 

proteínas del veneno tenían una acción biológica similar, al menos en invertebrados. El 

comportamiento denotó un daño sistémico evidente, principalmente por los movimientos 

acelerados, nerviosos y en éxtasis mostrados por los grillos. Entre ellos el que más resaltó 

fue la frotación acelerada de las patas frontales junto con el movimiento de cabeza y 

antenas. Esto se le conoce como “parálisis excitatoria”, comportamiento que también se ha 

reportado en grillos envenenados con secreciones de arañas insectívoras (Zobel, et al., 

2019). Este daño sistémico puede atribuirse a las proteínas CRISP identificadas en el 

veneno de juveniles, las cuales comúnmente se encuentran en venenos de otras especies de 

serpientes formando parte de la subfamilia CRISP-3. La razón, se debe a sus sitos 

conservados, sus dominios y/o su N-terminal que son ricos en cisteína. Esta característica 

genera problemas en los canales de sodio-potasio y/o calcio de las células, produciendo 

diversos tipos de parálisis según el “blanco” de las CRISPs. En este sentido, la presencia 



 

 

78 

 

de dicha molécula pudo haber afectado la coordinación de los grillos causando las pautas 

de comportamiento excitatorias. Esto coincide con literatura previa, en donde se demostró 

que CRISP bloqueo los canales iónicos de Ca+ y K+ y alteró la contracción muscular en 

grillos y cucarachas (Osipov, et al., 2005; Adade, et al., 2014).  

 

Para el caso de los adultos, los causantes de esta actividad pudieron ser los inhibidores 

de Kunitz, que igualmente poseen sitios conservados y dominios de cisteína como el caso 

de CRISP. Aunque están involucrados en otras acciones fisiológicas como coagulación de 

sangre, fibrinolisis, e inflamación, también tienen efectos sobre el bloqueo o alteración de 

los canales iónicos celulares (Hernández, et al., 2019). Considerando que los geles SDS-

PAGE son un acercamiento de las proteínas en el veneno de las serpientes, es posible 

pensar que en realidad ambas muestras poseen CRISPs e inhibidores de Kunitz al mismo 

tiempo. La sintomatología del veneno inoculado se da a partir de un grupo de proteínas 

generando efectos biológicos en conjunto más que de manera individual (Fry, 2015). Por 

ello es necesario complementar con otro tipo de análisis proteómicos que determinen con 

precisión que proteínas contienen las secreciones de M.occiduus. Aparte de sus alteraciones 

a nivel de hemostasis y en el tejido celular, las serinas proteasas también han mostrado 

efectos en el sistema nervioso y muerte neuronal. Por eso, podría hipotetizarse que en el 

veneno de adultos estas también estuvieron involucradas, ya que la banda 5 de SDS-PAGE 

denota la presencia de esta familia proteica. Sin embargo, esto solo ha sido demostrado 

para mamíferos, por lo que no se sabe si este tipo de acción es también aplicable para 

invertebrados (Ceña, et al., 2004). 

 

El efecto de los canales iónicos causado por CRISP e inhibidoras de Kunitz, también se 

evidencia en la parálisis flácida y rígida en los grillos segundos después de la inyección. 

La parálisis flácida fue la primera en aparecer. Los grillos se volvieron mucho más lentos, 

y perdieron por completo la habilidad de saltar al mismo tiempo que se debilitaron y su 

cuerpo se tornó blando. Entre los 3:30- 4:00 minutos comenzó a iniciar el proceso de 

inmovilización, en donde predominó la parálisis rígida hasta las 24 horas post-inoculación. 

Los grillos tomaron una postura completamente inflexible, con una posición recta con 

patas, cabeza y antenas extendida en forma de estrella. Esta misma postura se observó 
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también para grillos inyectados con veneno de la araña insectívora Physocyclus mexicanus, 

causado por la alta concentración de metaloproteasas en su veneno, las cuales también 

pueden ejercer este tipo de efectos en las victimas. En este estudio, las proteínas más 

abundantes son las metaloproteasas para ambos venenos, por lo que se podría pensar que 

dichas proteínas también causaron la parálisis rígida. Además, fuera del grupo de 

arácnidos, se han detectado metaloproteasas análogas a las de P. mexicanus que causan la 

parálisis rígida como la Neprilisina en Crotalus horridus (Rokyta et al., 2013,2015), y 

cobras Naja kaouthia (Tan et al., 2017). Algunas metaloproteasas afectan eventos de 

señalización en la superficie celular, metabolizan reguladores péptidos (Turner, et al., 

2001; Zobel, et al., 2019), degradan matrices celulares alrededor de la sinapsis y facilitan 

el ingreso de toxinas a los objetivos celulares (Zobel, et al., 2019).  

 

En ambos casos, el comportamiento de parálisis, inmovilización, descoordinación y 

ralentización de cualquier movimiento, podrían indicar cierto grado de selectividad del 

veneno de M.occiduus tanto de juvenil como de adulta para insectos. Esto debido a que la 

secreción cumple con el objetivo de someter a la presa en poco tiempo y evitar su fuga. 

Además, el comportamiento observado en los grillos post-inoculación de veneno, es similar 

al descrito para artrópodos insectívoros que poseen venenos dirigidos a dichas presas, el 

cual utilizan para capturarlos, matarlos y/o digerirlos (Zobel, et al., 2019).   Aunque son 

pocos los grupos, ya se han observado serpientes venenosas y no venenosas que consumen 

artrópodos como parte de su dieta incluso en su etapa adulta. Este es el caso del género 

Vipera, que tienen a miembros del grupo Ortóptera como parte principal de su dieta, por lo 

que se ha reportado que su veneno es muy toxico para grillos del género Gryllus (Starkov, 

et al., 2007).  Al igual que las víboras de este género, es probable que la dieta de M. 

occiduus en etapa adulta sea igual de variada que la de Vipera sp., considerando que es una 

especie generalista y rastrera de hojarasca, troncos y madrigueras. En este sentido, la dieta 

podría ir desde artrópodos, herpeto-fauna, aves hasta mamíferos. Esto explicaría el efecto 

de las diferentes parálisis a nivel sistémico de su veneno en los grillos. La misma lógica 

puede ser aplicada a las víboras juveniles de M.occiduus, quienes también podrían seguir 

alimentándose de artrópodos a la vez  que comienzan a consumir un nuevo grupo de presas 

(mamíferos, aves), lo cual explicaría la producción de “nuevos tipos” de proteínas y 
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enzimas en su veneno dirigidas a vertebrados. Además, los geles SDS-PAGE mostraron la 

presencia de una variedad de proteínas, en donde algunas eran dirigidas hacia animales 

endotérmicos como el caso de las PLA2 y SVMPs, y las otras a animales ectotérmicos 

como CRSP y SVSPs (Nie, et al., 2022). Esto es similar a lo observado en víboras 

juveniles/neonatos de M.nummiffer y elápidos como Naja atra (García, et al., 2020; Nie, 

et al., 2022). De esta manera, se podría sugerir que la especie M.occiduus no tiene dietas 

distintas y especificas a medida que pasa por sus etapas de crecimiento como el caso de 

otras víboras, sino más bien su dieta comienza a  adquirir variedad a medida que se 

convierte en adulto. Lo anterior tiene sentido si se considera que otro factor por el cual las 

serpientes varían su dieta a nivel ontológico, es meramente por sus diferentes tamaños en 

cada etapa de crecimiento. El tamaño de la serpiente suele ser proporcional a lo que tienen 

la capacidad de consumir, tragar y digerir. Como otras víboras, los neonatos de M.occiduus 

miden alrededor de 10-20 cm, por lo que tienen la capacidad de consumir presas muy 

pequeñas como insectos (grillos). En la etapa juvenil, su tamaño aumenta junto con las 

necesidades nutricionales, por lo que ya comienzan a consumir presas pequeñas-medianas 

(crías de roedores-aves, roedores muy pequeños, etc.) con mayores valores nutricionales, 

sin necesariamente dejar de consumir insectos. En la etapa adulta, vuelve a suceder el 

mismo patrón, y ya tienen la capacidad de alimentarse de más tipos de presas desde 

medianas a grandes, sin eliminar a los artrópodos por completo. Sin embargo, es probable 

que en su etapa adulta prefieran alimentarse de vertebrados como mamíferos medianos o 

grandes, siendo esta su “dieta principal” sobre los insectos.  

 

2. LD50 y porcentaje de mortalidad. 

Contrario a la hipótesis propuesta para este estudio, se determinó que la DL50 para 

grillos de las víboras adultas de M.occiduus es menor que la de juveniles. Las víboras 

adultas obtuvieron un valor de DL50 de 5.00 µg/g, mientras las juveniles 99.089 µg/g, 

indicando que el veneno de adulta es más toxico en menores cantidades en grillos. 

Usualmente la DL50 de neonatos y juveniles tienden a ser menores que la de los adultos. 

Esto se cumple para otras especies de víbora como Bothrops asper, B. atrox, Crotalus 

atrox, C. durissus durissus, C. molossus nigrescens, C. simus y C. polystictus (García, et 

al., 2020). Sin embargo, los valores de DL50 pueden depender de factores como el tipo de 



 

 

81 

 

modelo empleado durante los bioensayos o el tipo de alimentación de la serpiente. En este 

sentido, se espera que los valores DL50 en el veneno sean bajos para modelos animales que 

forman parte de la dieta de las serpientes. Esto se observa con Metlapilcoatlus nummiffer 

y Crotalus oreganus concolor, en donde las DL50 para juveniles es mayor que la de adultos 

en roedores, indicando una mayor toxicidad por parte del veneno de adulto hacia los 

mamíferos, pues este grupo forman parte principal de su dieta mientras que los neonatos 

solo comen animales ectotérmicos (Mackessy, et al., 2003; García, et al., 2020).  Siguiendo 

esta lógica, el valor de DL50 en M.occiduus adultas, puede estar relacionado con el hecho 

que los insectos siguen formando parte de su dieta en dicha etapa, lo cual tiene sentido 

según las pautas de comportamiento observadas en los grillos post-inoculación de este 

veneno crudo. Además, el resultado es muy similar con lo reportado por Lang, et al., 2020 

para la serpiente Vipera ursinii, una especie de víbora que tiene a los ortópteros como parte 

de su dieta, presentando una DL50 de 9.8 µg/g de su veneno en Gryllus assimilis.  

 

También se observan DL50 bajas para otras especies del género que también comen 

insectos, como V. lotievi con 17.4 µg/g y V. renardi con 19.3 µg/g (Starkov, et al., 2007). 

En los tres casos, se evidencia una selectividad activa del veneno hacia insectos, puesto 

que las DL50 son mayores en roedores, indicando la preferencia de las serpientes por 

artrópodos. Asimismo, se ha evidenciado que Bothrops insularis posee valores de DL50 

bajos de entre 1.6 -2.4 µg/g para abejas de miel (Apis mellifera), por lo mismo que los 

insectos forman parte principal de su dieta junto con aves por ser especies que viven en 

islas (Zelanis, et al., 2008).  Una DL50 baja indica selectividad a cierto tipo de presas, por 

lo que es lógico que M.occiduus adultas si se alimenten de invertebrados. Esto coincide 

con la DL50 de M.numiffer adultas de 6.9 µg/g para roedores que es su alimento principal 

(García, et al., 2020), el cual es parecido al valor obtenido para M.occiduus adulta de 5.00 

µg/µg 

 

El hecho que el veneno de adultas sea más toxico que el de juveniles, puede estar 

relacionado con las distintas composiciones y tipos de proteínas presentes en ambas 

muestras. El nivel de toxicidad en el veneno de serpientes se lo dará la proporción y las 

clases de proteínas presentes, pero sobre todo las combinaciones que las proteínas forman 
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en el veneno. El coctel proteico es el que llevará a cabo todos los efectos sistémicos en la 

presa objetivo (Fry, 2015; Caswell, et al., 2020). El gel SDS-PAGE mostró que el veneno 

de adulta tenía una mayor variedad proteica en contraste al veneno de juvenil, junto con 

altas proporciones de SVMPs PII y II, PLA2 y Desintegrinas/Inhibidor tipo Kunitz. Estas 

combinaciones proteicas pudieron generar una mayor toxicidad en los grillos.  La variedad 

y proporciones de proteínas en el veneno de M.occiduus adultas podría justificar la 

hipótesis de que sí poseen una dieta tipo generalista y no especifica durante dicha etapa, 

incluyendo animales ectotérmicos y endotérmicos. Por esto, tiene sentido que el veneno 

tenga diferentes tipos de proteínas, las cuales están dirigidas a todos los tipos de presas 

disponibles. Considerando que son serpientes rastreras de suelo, es lógico considerar que 

pueden encontrarse una variedad de animales en el suelo y entre la hojarasca (Sociedad 

Herpetológica Mexicana, 2019).  

 

Las serpientes juveniles poseen algunos tipos de proteínas en común con las adultas 

en su veneno, como las SVMPs PII y III, LAAOs y PLA2. Esto es otra evidencia de que 

las víboras juveniles M.occiduus comienzan la transición hacia veneno de adulta. Las 

juveniles comienzan a adquirir una dieta más generalista, dejando la especificidad por 

animales ectotérmicos como insectos y herpeto-fauna, e iniciar incluyendo mamíferos a su 

alimentación (Mackessy, et al., 2003). En ese sentido, pareciera que las proteínas del 

veneno entre juvenil y adulta no se pierden o cambian por completo, si no que se conservan 

algunas, al mismo tiempo que aparecen otras proteínas/ enzimas para los nuevos tipos de 

presa. Por otro lado, la razón por la cual para el veneno de juveniles la mortalidad a 1 hora 

pos-inoculación fue del 100% y en adultos del 80%, puede explicarse por el tamaño y peso 

de los grillos más que por el efecto del veneno en estos. Los 4 grillos que no murieron a la 

hora de ser inyectados pesaban entre 0.85- 0.98g y tenían un cuerpo robusto y grueso. En 

grillos de tamaño grande los efectos del veneno solían retrasarse unos minutos. Además, 

los cuatro individuos se encontraban en un estado completo de parálisis una hora después 

de ser inoculados, lo cual coincide con la alta toxicidad del veneno de adultas.   

 

Para confirmar los resultados de este estudio es necesario evaluar la DL50 en otros 

modelos animales como anfibios reptiles y mamíferos. Los valores obtenidos permitirán 
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determinar si existe especificidad hacia alguna presa en particular en las diferentes etapas 

de crecimiento de M.occiduus. De igual manera, se debe incluir el dato de la DL50 para 

neonatos de M.occiduus con el objetivo de tener un perfil completo del análisis del veneno 

de la especie en sus distintas etapas de desarrollo. (Guerico, et al., 2006; Zelanis, et al., 

2008; García, et al., 2020; Lang, et al., 2020). Se debe considerar la poca información sobre 

la dieta de M.occiduus en vida silvestre y cautiverio, por lo que deben aumentarse los 

esfuerzos de investigación y muestreo para tener un perfil informativo más completo.  

 

Se debe considerar que la DL50 de las víboras juveniles y adultas pudo estar influenciada 

por la dieta que se les daba a los ejemplares en cautiverio. El origen de las víboras adultas 

es desconocido, por lo que no se sabe si durante todos su crecimiento han sido alimentadas 

con animales ectotérmicos y/o endotérmicos. Por otro lado, a las víboras juveniles se les 

dejó de alimentar desde muy temprano con grillos, sustituyéndolos con crías de ratones y 

colas de ratones adultos (Mus musculus). Se ha comprobado que la dieta en cautiverio 

también puede influir sobre las características y la toxicidad del veneno en las serpientes 

(Oliveira, et al., 2021; Nie, et al., 2022). Por lo anterior, es posible que el veneno de las 

víboras juveniles haya desarrollado selectividad hacia mamíferos, ya que esa era su dieta 

principal en el zoológico. Esto también explicaría el valor de DL50 mayor en juveniles que 

en adultos para grillos.  

 

 En este sentido lo recomendable sería realizar la caracterización toxinológica del 

veneno de víboras M.occiduus silvestres, ya que la toxicidad secreción puede incluso ser 

mayor para sus presas naturales que el alimento proporcionado en cautiverio. Esto se 

reportó para Micrurus nigrocinctus, en donde se mostró que su veneno es más toxico para 

su alimento de vida silvestre como el colubrido Geophis godmani, que otro tipo de presas 

proporcionadas en cautiverio. También se comprobó que la composición del veneno era 

diferente entre ejemplares silvestres y de cautiverio (Urdaneta et al.,2004; Starkov, et al., 

2007). 
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3. Disecciones y efectos del veneno en el tejido. 

Las disecciones en los grillos mostraron que para ambas muestras de veneno hubo un 

evidente daño sistémico y en el tejido, evidenciando la acción de las proteínas de las 

secreciones de M.occiduus. Esto se observó para 1 hora y 24 horas después post-

inoculación de veneno crudo. El daño más intenso en el tejido de los ejemplares fue 

observado tras 24 horas post-inoculación, debido a que estuvieron expuestos por más 

tiempo al veneno.  

 

El tejido de los grillos se tornó completamente blando después de las inyecciones, 

indicando la perdida de integridad de la quitina en su cuerpo. En este caso, las principales 

proteínas involucradas fueron los tipos PLA2 por su actividad en enzimas que hidrolizan 

los glicerofosfolípidosde las paredes celulares, lo cual provoca la desintegración del tejido 

en animales. Además, la acción de estas proteínas puede también asociarse con la necrosis 

observada en los individuos debido al daño celular que llegan a generar (Harris y Scott, 

2013). Debido a que las PLA2 también tienen una naturaleza que afecta la homeostasis, es 

lógico pensar que dicha enzima tuvo efecto sobre el sistema de coagulación de la “cascada 

activadora PPO” de los grillos. Se considera lo anterior ya que la cascada activadora PPO 

influye sobre la producción de proteínas para el endurecimiento de la quitina después de 

infecciones, daños mecánicos o ingreso de sustancias/agentes extraños (Theopold, et al., 

2002; Schmid, et al., 2019). En este sentido, el tejido extremadamente blando fue un 

indicador de que la cascada activadora PPO no estaba ejerciendo la función esperada de 

endurecer del exoesqueleto del insecto después de un daño mecánico y presencia la 

presencia de una sustancia extraña. Las PLA2 también tienen efectos en el tejido muscular 

de animales, por ello estas enzimas en conjunto con las miotoxinas generaron daño en el 

tejido muscular de los grillos, lo cual influyó sobre la rigidez sus extremidades o de su 

desprendimiento (Quintana, et al., 2017; Cedro, et al., 2018; Hiu y Khai, 2020).    

 

Por otro lado, el hecho que en el cuerpo de los grillos haya aparecido con un mayor 

nivel de necrosis y tejido más blando con la muestra de adulto, puede asociarse a la 

presencia de otras proteínas degradadoras de tejido/proteolíticas como las desintegrinas y 

miotoxinas no identificadas en el veneno de juvenil. Además, las adultas presentan mayor 
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proporción de SVMPs de tipo II y III, las cuales tienen una mayor actividad proteolítica y 

hemorrágica debido a la presencia de los dominios adicionales en esta última (dominios 

desintegrinasrico en cisteína) en comparación a las PI encontradas en juveniles (Van de 

Velde, 2017).  

 

Aunque las SVMPs y SVSPs son conocidas por afectar la cascada de coagulación 

de vertebrados que difiere en función y tipos de proteínas con la de invertebrados, los 

resultados mostraron una evidente acción biológica por parte de estas en el sistema de 

coagulación de los grillos. Lo anterior se determinó por el fluido viscoso y amarillento, 

junto con la película acuosa sobre el tejido de los grillos. El tejido amarillento, viscoso 

(juveniles) y/o acuoso (adultos) era la hemolinfa completamente desnaturalizada por el 

veneno. En la hemolinfa es donde toma lugar el sistema de coagulación en invertebrados, 

puesto a que tienen un sistema circulatorio abierto. En este fluido se encuentran proteínas 

como los hemocitos, enzima transglutaminas y lipoforinas que forman parte importante en 

inducir la formación de coágulos en insectos (Theopold, et al., 2002). Además, algunas 

SVMPs tienen la capacidad de degradar la membrana extracelular arredro de la sinapsis, al 

mismo tiempo que pueden metabolizar péptidos y proteínas reguladoras del sistema interno 

de los insectos (Zobel, et al. 2019).  Lo anterior también explicaría la consistencia tipo 

“licuada” en los grillos. La pérdida de líquidos estuvo influenciada por la acción de las 

SVMPs y SVSPs, pues estas inhibieron a las proteínas de coagulación que evitan que los 

fluidos salgan del cuerpo del insecto (Schmid, et al., 2019). La película liquida observada 

puede ser el agua restante de la hemolinfa luego de haber sido metabolizada por las 

proteínas del veneno. Esto tiene sentido considerando que el 20 a 50% de la hemolinfa está 

compuesta por agua (Kanost, 2009). 

 

El color amarillo intenso y café en la hemolinfa pudo ser adquirido por la acción de 

las LAAOs en los venenos que catalizan la desaminación oxidativa estereo-específica de 

los L-aminoácidos libres en la hemolinfa de los grillos (Oliveira, et al., 2019). Asimismo, 

su acción pudo influir sobre la degradación de los pigmentos B-caroteno, riboflavina y/o 

biliverdina que le dan el característico color natural a la hemolinfa, tornándola a un color 

café, naranja o amarillo oscuro (Kanost, 2009). 
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Considerando que el sistema circulatorio de los insectos es abierto, es lógico esperar 

que, a diferencia de vertebrados, los efectos del veneno no serán locales si no sistémicos, 

pues el veneno viajará por toda la hemolinfa que circulará por todo el cuerpo del grillo, 

bañando a los órganos y tejidos (Kanost, 2009). Es por ello por lo que pudo observarse una 

evidente perdida de la integridad de los órganos de los grillos, así como de todo el cuerpo 

en general por la acción en conjunto de las PLA2, LAAOs, desintegrinas, miotoxinas y 

SVSPs y SVMPs. Por lo anterior, el tejido de los grillos estaba completamente desintegrado 

después de la inoculación de los dos venenos de serpiente, lo cual podría significar que el 

veneno de M.occiduus ejerce una función pre-digestiva en los grillos en vez de tener un 

objetivo depredatorio. Esto coincide con lo observado en B.insularis, en donde su veneno 

no solo presentó una función depredatoria si no también pre-digestiva en insectos y aves 

para evitar la putrefacción del alimento, así como acelerar su metabolización (Zelanis, et 

al., 2008). Es por ello que las proteínas más abundantes en el veneno de B. insularis eran 

las proteasas (SVMPs, SVSPs y PLA2), cuestión que coincide con lo obtenido para 

M.occiduus. Estas proteínas junto con CRSP (en juveniles) también concuerdan con las 

reportadas para el veneno de serpientes del género Vipera que se alimentan de ortópteros 

como parte de su dieta (Lang, et al., 2020). 

 

Entre el veneno de adulta y juvenil se observaron algunas diferencias en el daño 

generado en los grillos, especialmente en la consistencia y coloración del tejido y 

hemolinfa, las zonas de necrosis, y la coloración y/o cantidad de fluido presente. Esto 

demuestra que las proteínas presentes en ambos venenos, aunque pertenecen a familias 

similares son de distinto tipo, y por lo tanto las zonas de selectividad también son diferentes 

entre sí en los tejidos de invertebrados.  La selectividad de las proteínas a nivel local 

también podría observarse en otras presas como vertebrados. Esto evidencia nuevamente 

que si existe un cambio ontológico en el veneno de M.occiduus adulta y juvenil dirigido 

por la dieta. 

 

En cuanto a las disecciones de las diluciones, para la 0.1 y 0.01 se observaron de 

manera más clara las diferencias entre el tejido inoculado con veneno de adulta en contraste 

con el veneno de juvenil. El veneno de adulta siguió mostrando un mayor daño en el tejido, 
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la integridad de los órganos y una consistencia acuosa de la hemolinfa. Esto denotó que, a 

menores dosis del veneno, la secreción seguía ejerciendo efectos digestivos y enzimáticos 

sobre los grillos, demostrando nuevamente que el veneno de M.occiduus es muy toxico 

para estos invertebrados. Asimismo, se observó una “relación proporcional” entre las 

concentraciones de veneno en las diluciones respecto a los efectos en el tejido de los grillos, 

de manera que los efectos en el tejido disminuían a medida que la concentración del veneno 

bajaba en las diluciones. Sin embargo, en ninguna dilución se observó algun grillo que 

tuviera la totalidad de sus órganos, tejidos y hemolinfa iguales a lo de un grillo sano, pues 

incluso a concentraciones muy bajas de veneno, este seguía ejerciendo efectos sobre los 

individuos. 
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IX. CONCLUSIONES 

 

• Se determinó que si existe un cambio ontológico en el veneno de adultas y juveniles de 

M.occiduus, debido a la diferencia en proteínas identificadas en SDS-PAGE y los 

distintos valores de DL50 entre ambas muestras de veneno.  

• Contrario a la hipótesis propuesta del estudio, la DL50 de las víboras adultas es menor 

que el de las juveniles, indicando que durante esta etapa siguen consumiendo animales 

ectotérmicos o invertebrados.  

• La mayor toxicidad del veneno en ejemplares adultos hacia los grillos en comparación a 

las víboras juveniles puede atribuirse a la variedad y complejidad del coctel proteico 

presente en su veneno. 

• Las proteínas identificadas en los geles SDS-PAGE denotaron que ambos venenos son 

principalmente de tipo hemotóxicos.  

• El veneno de adulta tiene familias de proteínas selectivas tanto para animales 

ectotérmicos como endotérmicos, mostrando una posible dieta variada y generalista 

durante esta etapa. 

• El comportamiento de los grillos post-inoculación mostró evidentes efectos sistémicos 

causados por las proteínas CRISPs, Inhibidores de Kunitz y SVSPs y algunas 

metaloproteasas análogas a las de Physocyclus mexicanus, indicando cierto grado de 

selectividad de ambos venenos hacia invertebrados, parecido a lo reportado en víboras 

entomófagas del género Vipera.  

• Los tipos de parálisis y mortalidad en los grillos indicaron que los efectos del veneno 

eran causados por el conjunto de proteínas que potencia los efectos sistémicos, más que 

un efecto individual por proteína/enzima. 

• Las pautas etológicas de los grillos post-inoculación de veneno mostraron que el veneno 

si cumple con la función de someter a la presa y evitar su fuga (parálisis excitatoria, 

flácida y rígida), nuevamente indicando una potencial selectividad de los venenos a 

invertebrados.  

• El estado y los efectos del tejido de los grillos post-inoculación de veneno denotó que las 

proteínas hacia invertebrados también tienen una función pre-digestiva.  
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• Las diferencias en los efectos del tejido de los grillos post-inoculaciones de veneno, 

mostraron una evidente diferencia en el tipo de proteínas en ambas muestras.  

• Las diferencias en los efectos del tejido en los grillos por el veneno fueron más evidentes 

con las diluciones 0.1 y 0.01, indicando que el volumen de veneno inyectado pudo influir 

sobre los grillos.  

• El solvente más efectivo fue el agua UP, ya que el Buffer PBS tuvo una mortalidad del 

30% a causa de los cambios de osmolaridad en las células de los grillos por algunos 

componentes del buffer. 
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X. RECOMENDACIONES 

 

A. Continuar la investigación del veneno de M.occiduus con el objetivo de establecer un 

perfil completo de las características de la secreción, en cuanto a proporciones 

proteicas, tipos específicos de proteínas, síntomas de mordeduras, etc. Lo anterior 

debe hacerse tomando en cuenta que los estudios para esta especie son muy limitados 

a pesar de que es una especie relativamente común, de importancia médica y con 

incidencia en zonas antropogénicas reportada. 

B. Incluir a individuos de la especie M. occiduus en la etapa de neonatos dentro del 

estudio para determinar con mejor precisión si existe un cambio ontológico en el 

veneno de las tres etapas de crecimiento del reptil.  

C. Incluir otros modelos vivos para los bioensayos de letalidad y determinación de DL50 

en M. occiduus como mamíferos y aves. Esto permitirá establecer comparaciones 

concretas para evaluar si el veneno de las diferentes etapas de la serpiente tiene efectos 

diferentes o similares en los sujetos experimentales.  

D. Para pruebas de letalidad, tomar el tiempo de “inicio de parálisis”, “parálisis casi 

completa”, “parálisis completa” y “muerte” a los ejemplares experimentales de 

manera individual, para sacar un promedio de los valores y obtener datos más precisos. 

E. Realizar otro grupo de bionesayos como espectrofotometría de gases, Western Blot, 

DNA bar-coding de muestras de heces, secuenciación de proteínas y/o transcriptómica 

para poder identificar con mapas precisión los componentes específicos del veneno de 

serpiente.  

F. Correr geles SDS-PAGE XL al menos por 120 minutos para una mejor formación y 

desplazamiento de las bandas proteicas de las muestras de veneno.  

G. En pruebas de letalidad se debe inyectar un volumen menor de los 50 µL de veneno 

inoculados en los individuos. Esto permitirá observar si el volumen de veneno 

inyectado influyó sobre la aparición de síntomas.  

H. Realizar el presente estudio con individuos en cautiverio y ejemplares de vida 

silvestre, para comparar si las diferentes presiones ambientales pueden influir sobre la 

selectividad y características del veneno.  
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Etogramas para bioensayo de letalidad. 

 

Cuadro 11. Etograma 1 para registro de comportamiento individual de cada grillo post-inoculación del bioensayo de letalidad y 

pruebas de solvente. 

# Grillo Tiempo de inoculación Sobrevivencia (Si/No) Comportamiento Anotaciones 

1     

2     

3     

4     

5     

6     

7     

8     

9     

10     

11     

12     

13     

14     

15     

16     

17     

18     

19     

20     

XII. ANEXOS 
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Cuadro 12. Etograma 2 para el resumen y registro del comportamiento de grillos post-inoculación del Etograma 1 (Cuadro 11). 

    
Tiempo de inoculación (d.i.)  # de sobrevivientes Comportamiento Anotaciones 

Inmediatamente     

1 Hrs.      

24 Hrs.     
Nota: “d.i.” indica “después de inoculación”.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 42.  Código de registro para el comportamiento de los grillos post-inoculación de tratamientos: veneno crudo (Juvenil y 

Adulto) y prueba de solventes (Agua UP y buffer PBS). El código se utilizó para el etograma (Cuadro 11 y 12). 
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En el Etograma 1 se registraron los comportamientos observados después de la inoculación de los grillos para los bioensayos de 

letalidad y las pruebas de la determinación del solvente (agua UP y buffer PBS). El Etograma 1 es una ejemplificación del diagrama 

original realizado en Microsoft Excel ®, pues los datos se tomaron de manera individual para cada grillo. Estos datos fueron resumidos 

en un solo etograma (Etograma 2) con la finalidad de resaltar los patrones etológicos más constantes para todos los grillos después de 

ser inyectados. Para llenar la columna de comportamiento en los dos etogramas, se utilizó el código de la Figura 46. En la sección de 

anotaciones se escribió tal cual lo que se observaba. Los individuos que no sobrevivieron una (1) hora después de ser inoculados, fueron 

marcados de color amarillo. Si el individuo moría a las doce (12) o veinticuatro (24) horas se marcó de color verde. Esto se ejemplifica 

en el Etograma 1.  Se realizó un etograma para cada tipo de muestra: Muestra 1: veneno de adultos; Muestra 2: veneno de juveniles; 

Solventes: Buffer PBS y agua UP.  

 

Etograma para bioensayo de DL50. 
 

Cuadro 13. Etograma 3 para el registro de datos de la post-inoculación de dilución de veneno para bioensayo de DL50 a las 24 horas.  
 

No. de grillo Peso (g) Sobrevivencia (Si/No) 24H. después.  

1   

2   

3   

4   

5   

6   

7   
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8   

9   

10   

Promedio del peso (g) /total de sobrevivencia 
  

 

 

Cuadro 14. Etograma 4 para el registro de datos de la post-inoculación de dilución de veneno para bioensayo de DL50 inmediatamente 
y una (1) hora después. 

 

 

 

 

 

 

 

No. de grillo Peso (g) Sobrevivencia inmediatamente  Sobrevivencia 1 Hra.  

1    

2    

3    

4    

5    

6    

7    

8    

9    

10    
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Cuadro 15. Etograma 5 para el resumen y registro del comportamiento de grillos post-inoculación del Etograma 3 y 4 (Cuadro 13 y 14).  

No. de dosis Dilución #Grillos 

inyectados 

Peso de los 

grillos 

(promedio) 

No. de sobrevivientes 

inmediato. d.i. 

No. de 

sobrevivientes 1 

Hra. 

No. de 

sobrevivientes 

24 Hrs. 

1 1      

2 0.1      

3 0.01      

4 0.001      

5 0.0001      

Nota: “d.i.” indica “después de inoculación”.  

 

El Etograma 3 fue utilizado para registrar los datos obtenidos posterior a la inoculación de tratamiento para el bioensayo de la 

DL50. Este etograma fue realizado para las dos muestras de veneno, y se realizó un Etograma 3 para cada dilución preparada (crudo, 

1/10, 1/100, 1/1,000, 1/10,000: 4 etogramas en total). El registro de los datos para este etograma se hizo veinticuatro (24) horas después 

de la inoculación de las diferentes disoluciones. El Etograma 4 siguió la misma lógica que el Etograma 3, pero en esa tabla se registraron 

los datos para “inmediatamente” y “una (1) hora” después de la inoculación de disoluciones. Finalmente, en el Etograma 5 se anotó el 

resumen y promedios de los datos obtenidos del Etograma 3 y 4. Los datos del Etograma 5 fueron utilizados para el análisis estadístico 

de la DL50 en la plataforma R Studio ®. 
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Valores y cálculos para veneno de juvenil:  

 

Cuantificación proteica BRADFORD: 125.82 µg/mL 

A. Determinación de la concentración de veneno inoculada en grillos por dilución. 

• 1: 10; 0.1 → 125.58 mg/mL /10 = 12.58 µg/mL 

• 1: 100; 0.01 → 125.82 mg/mL /100 = 1.2558 µg/ mL 

• 1:1,1000; 0.001 → 125.82 mg/mL/1,000 =0.1258 µg/mL 

• 1:10,000; 0.0001 → 125.83 mg/mL/10,000 = 0.012558 µg/mL  

•  

Anexo 1. Cálculo para obtención de concentración de veneno inoculado en grillo por 

diluciones.  

 

B. Multiplicación por el volumen inoculado (50 µL).  

0.1 = 12.58 mg/mL * 50 µL =629.1133 µg 

0.01= 1.2558 mg/mL * 50 µL = 62.91133 µg 

0.001 = 0.12558 mg/mL * 50 µL = 6.291133 µg 

0.000 1 = 0-012558 mg/mL * 50 µL = 0.6291133 µg 

 

Anexo 2. Cálculo para determinar concentración de veneno inoculado en tratamientos de 

diluciones por el volumen de inyección (50 µL). 

 

C. Determinación de dosis inoculada por peso de grillo (g).  

Los valores del Anexo 2 – Sección B, fueron multiplicados por el peso individual de cada 

grillo (g). Al final, se calculó un promedio para cada dilución (marcado en color amarillo). 

Los valores marcados en amarillo, junto con el número de muertes (Sobrevivencia si/no), 

fueron ingresados a la base de datos de R Studio para calcular la DL50.  
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Cuadro 16. Cálculos para determinar la dosis exacta inoculada en los grillos. 

Dilución 1::10    

No. de grillo Peso (g) Sobrevivencia (Si/No) 

Valor de concentración de 

veneno (Anexo 2) * peso del 

grillo (g) 

1 0.57 No 1103.707544 

2 0.44 No 1429.802955 

3 0.35 No 1797.466571 

4 0.92 No 683.8188043 

5 0.27 No 2330.049259 

6 0.46 No 1367.637609 

7 0.45 No 1398.029556 

8 0.48 No 1310.652708 

9 0.2 No 3145.5665 

10 0.42 No 1497.88881 

 0.456 0 1606.462032 

    

Dilución 1::100    

No. de grillo Peso (g) Sobrevivencia (Si/No)  

1 0.54 No 116.502463 

2 0.4 No 157.278325 

3 0.84 Sí 74.89444048 

4 0.34 Sí 185.0333235 

5 0.45 Sí 139.8029556 

6 0.31 No 202.9397742 

7 0.37 No 170.0306216 

8 0.36 No 174.7536944 

9 0.24 No 262.1305417 

10 0.27 No 233.0049259 

 0.412 3 171.6371065 

Dilución 1.:1000    

No. de grillo Peso (g) Sobrevivencia (Si/No)  

1 0.85 Sí 7.401332941 

2 0.35 Sí 17.97466571 

3 0.65 No 9.678666154 

4 0.34 No 18.50333235 

5 0.48 No 13.10652708 

6 0.55 Sí 11.43842364 

7 0.39 Sí 16.13111026 

8 0.46 Sí 13.67637609 

9 0.82 Sí 7.672113415 

10 0.69 Sí 9.117584058 

  0.558 7 12.47001317 
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Dilución 

1.:10,000    

No. de grillo Peso (g) Sobrevivencia (Si/No)  

1 0.2 Sí 3.1455665 

2 0.38 Sí 1.655561316 

3 0.35 Sí 1.797466571 

4 0.54 Sí 1.16502463 

5 0.43 Sí 1.463054186 

6 0.3 No 2.097044333 

7 0.56 Sí 1.123416607 

8 0.47 Sí 1.338538936 

9 0.43 No 1.463054186 

10 0.54 Sí 1.16502463 

 0.42 8 1.64137519 

 

Se realizaron los mismos cálculos (Anexo 1-2) para determinar las dosis exactas inoculadas 

por peso de los grillos (g) para la muestra de veneno de serpientes adultas.  

 

Cuadro 17. Dosis de veneno inyectadas en grillos y número de muertes según la dilución 

para veneno de serpientes adultas. 

Diluciones Dosis µg/g Número de grillos muertos 

0.1 1399.843648 9 

0.01 190.4627299 8 

0.001 13.60484664 7 

0.0001 1.440358362 4 

 

Cuadro 18. Dosis de veneno inyectadas en grillos y número de muertes según la dilución 

para veneno de serpientes juveniles. 

Diluciones (x) Dosis µg/g Número de grillos muertos  

0.1 1606.462032 10 

0.01 171.6371065 7 

0.001 12.47001317 3 

0.0001 1.64137519 2 
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Anexo 3. Script utilizado para la obtención de la DL50 en veneno de juveniles. Se utilizó el 

paquete “HelpersMG” y el modelo “logistic”. Se usó el mismo Script para calcular la DL50 

en el veneno de serpientes adultas.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 43. Bioensayo de cuantificación de proteínas Bradford. “A.” Equipo y material para bioensayo. “B.” 

Preparación de solución madre a partir de BSA para soluciones estándar. “C.” Preparación de diluciones de 

veneno: 1:100 y 1:200. “D.” Mezcla de diluciones (60 µL) con reactivo de Bradford (940 µL) previo a 

lectura en espectrofotómetro. 
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Figura 44. Metodología y trabajo de laboratorio para el bioensayo de SDS-PAGE. “A.” Preparación de 

Sample Buffer. “B.” Preparación de soluciones Tris-HCl pH 6.8 y 8.8. “C.” Manipulación de muestra de 

veneno de M. occiduus juvenil.  “D.” y “E.” Preparación de diluciones de muestras de veneno. “F.” Ajuste 

de pH de las soluciones Tris-HCl. “G.” Material de trabajo para ejecución de bioensayo SDS-PAGE. “H.” 

Carga de muestras y de Running Buffer en la cámara de corrida. “I.” Muestras de veneno corriendo en la 

cámara de SDS-PAGE. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 45. Provisiones para los grillos durante la etapa experimental. “A.” Avena, manzana y naranja como 

parte del alimento de los grillos. “B.” Algodones mojados como recurso de agua. “C.” Grillo alimentándose 

de naranja. “D.” Limpieza y cambio de material del recinto de los grillos. 
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Figura 46. Método de descarte para los materiales desechables con contacto al veneno o diluciones. “A.” 

Bolsa de Ecotermo® donde fueron descartados todos los materiales. “B.” Material contaminado tratado con 

etanol 90% y desechado en sus respectivos envases. Todo descarte estuvo rotulado con el tipo de 

contaminante, tipo de desecho, tratamiento y el contacto en caso de dudas del desecho 

(riv18403@uvg.edu.gt – Mariana Rivas Gálvez). 

 

 

Figura 47. Metodología para pesar a los grillos en el bioensayo de DL50.  Se colocó un recipiente plástico 

sobre la pesa para evitar que el insecto escapara. El peso de cada individuo fue registrado en gramos (g) en 

la plataforma virtual Microsoft Excel®. Se usó una pesa marca Ohaus® modelo Scout-Pro de hasta 200 g. 

 



 

 

119 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 48. Grupo de grillos post-inoculación de tratamientos en cajas experimentales, rotuladas 

con el número de grillo y el tipo de tratamiento inyectado. Las cajas fueron colocadas en un lugar 

ventilado y fresco, de modo que quedaran descubiertas para la circulación del aire hacia dentro de 

las celdas por los hoyuelos de las tapaderas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 49. Visita al Zoológico la Aurora para la extracción de veneno de M. occiduus. 
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Anexo 4.  Carta de autorización para el presente trabajo del Comité de Bioética UVG para trabajar 

extracciones de veneno de M.occiduus. 
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Anexo 5. Recomendaciones para bioensayo de SDS-PAGE 

 

A. Para geles de SDS PAGE, es recomendable diluir más el veneno de M.occiduus 

juvenil para evitar que se formen manchas en el gel y no se aprecien las bandas de 

proteína. Se sugiere diluir la muestra 1:30 y/o 1:45, siendo el volumen mayor agua 

UP.  

B. Es posible aumentar la concentración de solución SDS para promover una mejor 

separación de las bandas proteicas en el gel.  

C. Si se necesita que el gel (Resolving o Stacking) polimerice de manera rápida, se puede 

aumentar la cantidad de TEMED hasta 20 µL. De igual manera, puede aumentarse la 

concentración de APS de 10% a 20%. Evitar aumentar los valores de ambos reactivos, 

escoger incrementar las medidas de uno solo. No se debe sobrepasar de dicho 

volumen (TEMED) y porcentaje (APS) para evitar que haya una “sobre-gelificación” 

y que las bandas ya no migren por el gel. 

D. Esperar el tiempo indicado por el protocolo para la polimerización del Resolving Gel. 

De lo contrario, al colocar el Stacking Gel, se mezclarán entre sí y las bandas no 

migrarán.   

E. Cargar los pozos del gel alternados, de manera que un pozo quede con muestra y otro 

no. Esto evitará que las muestras se mezclen entre sí y se pierda la pureza de esta.  

F. Debe evitarse cargar la escalera molecular en los pozos de la esquina. En ocasiones, 

esta tiende a doblarse o su contenido se pasa al siguiente espacio (pozo) y ya no se 

forman las bandas de esta.  

G. Si el Sample Buffer presenta un color amarillo, indica que el pH del reactivo no está 

ajustado. Agregar solución Tris-HCL pH 6.8 para llevar al pH adecuado, esto 

automáticamente cambiará el color a morado-purpura.  

H. Ajustar el pH del Running Buffer a 8 (básico).  

I. Si las bandas salen muy teñidas a pesar de haber diluido las muestras en más volumen 

de solvente, se debe disminuir la cantidad del reactivo de azul de Coomassie. También 

se puede optar por agregar menos cantidad de mercaptoetanol en el Sample Buffer 
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J. La solución de distinción debe estar compuesta por ácido acético glacial, metanol y 

agua. Con otros componentes, puede no alcanzarse una buena limpieza del exceso de 

colorante.  

K. No apagar, pausar o aumentar el tiempo de corrida continuamente la fuente de poder 

a la cual está conectada la cámara de gel SDS-PAGE (a menos que sea necesario). Es 

recomendable esperar a que esta termine el periodo de tiempo programado, y luego 

volver a correr el gel si las bandas no bajaron en su totalidad. De lo contrario, 

desconectar, pausar o apagar el proceso puede alterar la forma de las proteínas y 

doblar la dirección de estas.  

L. Tratar de mantener los periodos de 35 a 90 minutos de corrida y 100-190 volteos 

como máximo para que la integridad de las proteínas y las bandas se conserve y no 

salgan onduladas, alargadas, barridas, etc. 

M. Recordar que el voltaje y amperaje no pueden ajustarse al mismo tiempo, se debe 

escoger un parámetro para la corrida de geles. 

  

  

  

 


