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Actividad hemolítica, Crotalus molossus, veneno, serpiente

La serpiente de cascabel de cola negra Cro-
talus molossus presenta cuatro subespecies distribuidas 
en el territorio nacional, dos de ellas se distribuyen dentro 
del estado de Chihuahua. Pocos trabajos se han realizado 
sobre la composición de veneno de crotálidos. En este 
trabajo realizamos un estudio comparativo del veneno 
de las subespecies Crotalus m. molossus y Crotalus m. 
nigrescens tomado en cuanta el grado de concentración 
proteica del veneno y por medio de su actividad hemolítica 
sobre placas de agarosa-eritrocitos humanos. El análisis 
estadístico se realizó por la prueba no paramétrica Mann 
Whitney a un IC95. La concentración proteica de Crotalus 
m. nigrescens fue de 466 ± 35.0 mg mL-1 y para Crotalus 
m. molossus de 449 ± 90.0 mg mL-1, no hubo diferencias 
significativas a un IC95 (p>0.05). El perfil proteico del ve-
neno de C. m. nigrescens presentó dos bandas protei-
cas con masas moleculares elevadas de alrededor de 
230 kDa en comparación con Crotalus m. molossus, las 
cuales fueron de 160 kDa aproximadamente. A la primer 
hora de exposición del veneno Crotalus m. nigrescens fue 
18 % más hemolítico (156.7 ± 23.33 UHD) que Crotalus m. 
molossus (128 ± 23.32 UHD), a la siguiente hora presentó 
20 % de hemólisis con valores de UHD de 116.7 ± 12.3 y 
de 94 ± 9.8, respectivamente. El veneno de las dos sub-
especies no presentó diferencias estadísticas a un IC95 
(p>0.05 a una h y p>0.05 a las dos h). De esta manera se 
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Blacktailed rattlesnake (Crotalus molossus) 
has four subspecies distributed in México; two of them are 
distributed in Chihuahua.  Literature shows that few studies 
have been done in order to  analyze the composition of their 
venom.  Therefore, this study  was carried out to evaluate  
protein content and hemolytic damage by agarose-human 
erythrocyte substrate between the Crotalus molossus nigres-
cens and Crotalus molossus molossus subspecies. Mann 
Whitney’s nonparanteric test was used in order to get the 
statistics analysis at an IC95. Protein concentration of Crota-
lus m. nigrescens was 466 ± 35.0 mg mL-1 and Crotalus m. 
molossus of 449 ± 90.0 mg mL-1 there was no statistical di-
fference detected at IC95 (p>0.05). The protein profile of the 
venom of Crotalus m. nigrescens showed two protein bands 
with elevated masses approximately 230 kDa in comparison 
with Crotalus m. molossus that was of 16 kDa approxima-
tely. Crotalus m. nigrescens’s venom was 18 % more he-
molytic (156.7±23.33 UHD) than Crotalus m. molossus’s 
(128±23.32 UHD) at the first hour and 20 % more hemolytic 
at the second hour, with UHD values of 116.7 ± 12.3 and 
94 ± 9.8, respectively. The venom of the two subspecies 
did not show differences statistically at an IC95  at the first 

logra concluir que las dos muestras de las subespecies 
son proteómicamente iguales. Estas diferencias se pue-
den atribuir a los diferentes hábitos alimenticios debidos a 
la altitud, distribución geográfica y la época del año. Son 
necesarios más estudios del veneno de crotalidos.
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hour (p>0.05) and second hour (p>0.05). It could be conclu-
ded  that two subspecies samples  showed  iqual proteomic 
characteristics. These  differences can be attributed to the 
different eating habits due to the altitude, geographical dis-
tribution and the season. It can also be concluded that more 
investigation regarding venom of rattlesnakes is needed.

 K E Y   W O R D S

Hemolytic activity, Crotalus molosus, venom, snake.

Introducción

Entre los géneros de serpientes más venenosas en México 
se encuentran Micrurus, Bothrops, Crotalus, Bothriechis y 
Agkistrodon (Lion, 2004). Las serpientes de cascabel pre-
sentan una amplia distribución en el territorio mexicano, don-
de se cuenta con 24 especies, donde todas se encuentran 
en alguna categoría de riesgo con base la NOM-059-SE-
MARNAT-2010 (SEMARNAT, 2010), esto se debe a que 
las comunidades humanas donde ellas habitan, las cazan 
por temor a una mordedura, con fines de protección, como 
alimento, para remedios médicos, por las modificaciones 
antropogénicas del hábitat al construir barreras disminuyen-
do el movimiento de los animales (Fitzgerald et al., 2004; 
Campbell y Lamar, 2004). Al modificar el hábitat de los ani-
males, estos quedan sujetos a la adaptación por la selección 
natural, estos cambios pueden influir en sus componentes 
de defensa como son un aumento en la toxicidad de sus 
venenos (Sánchez et al., 2003). Las variaciones intraespecí-
ficas y semejanza del veneno están relacionadas a muchos 
factores ambientales, estacionales, geográficos, edad, sexo 
y régimen alimenticio (Forstner et al., 1997; Gómes, 2000; 
Dos-Santos et al., 2005; French et al., 2004; Jurado et al., 
2005). Bush y Siedenburg (1999) observaron que los híbri-
dos de C. viridis hellieri y C. scutulatus presentaron un ve-
neno de mayor toxicidad bajo condiciones en cautiverio. Se 
ha detectado que el veneno de todos los viperidos (Crotalus 
sp., Bothrops sp., Lachesis sp. entre otros) tienen en común 
proteínas y toxinas como lo son metaloproteinasas, serina 
proteasas y proteasas ricas en cisteínas (Mackessy, 2010). 

La actividad hemolítica del veneno de Crotalus durissus terrifi-
cus ha sido medida por métodos cuantitativos, la cual consistió 
en someter eritrocitos de humanos, de ovejas y caballos en una 
mezcla de veneno de 200 serpientes, observando que al in-
crementarse la concentración de veneno hubo mayor actividad 
hemolítica (De Hurtado y Layrisse, 1964). Al comparar el vene-
no dentro de las familias Viperide y Elapidea, encontraron que 

solo en los géneros de crotálidos se observó mayor actividad 
hemolítica en comparación con los de Elapidea, ello debido a 
sus actividades proteolítica y hemorrágica (Soto et al., 1988). 
Al caracterizar el veneno de Crotalus durissus ruruima y C. d. 
terrificus, se observaron dos patrones de coloración diferentes, 
entre el blanco y el amarillo, lo cual se atribuyó a la presencia de 
la enzima L-aminoácido oxidasa la que le confiere la coloración 
amarillenta. Sin embargo las actividades hemolíticas de ambos 
venenos si mostraron diferencias significativas (p>0.05) (Dos 
Santos et al., 1993). Al medir la actividad hemolítica del vene-
no contenido en la serpiente Bothrops hyoprorus, se observó 
que no causó una hemolisis directa, sino de tipo fosfolipasa A2 
(Bonilla y Zavaleta, 1997). Biardi y Coss (2011) midieron la acti-
vidad hemolítica y proteolítica del veneno de tres depredadores 
de la ardilla de las rocas, que son la serpiente del Pacífico Cro-
talus oreganus hellieri, la serpiente diamante del oeste Crotalus 
atrox y la serpiente de las praderas Crotalus v. viridis, donde 
observaron que el suero producido por las ardillas es menos 
susceptibles al veneno de estos dos últimos depredadores en 
comparación con la serpiente del Pacífico, a la cual la ardilla 
tiene más resistencia al veneno.

La serpiente Crotalus molossus presenta cuatro subespe-
cies distribuidas en el territorio nacional (Lemos-Espinal y 
Smith, 2007), en el norte de Chihuahua se encuentran dos: 
Crotalus molossus molossus y Crotalus molossus nigres-
cens, estas subespecies se caracterizan por presentar la 
parte posterior de la cola de color negro, por lo cual reciben 
el nombre común de cascabel de cola negra. La caracterís-
tica que diferencia a Crotalus m. nigrescens es el tono más 
oscuro por todo el cuerpo en comparación al de Crotalus 
m. molossus el cual es más claro. El veneno que contiene 
Crotalus molossus es una mezcla compleja de componentes 
tóxico-enzimáticos que están formados por proteínas y por 
péptidos muy activos (López-Lozano et al., 2006). La mezcla 
de estos componentes cuando actúan sobre la presa puede 
llegar a producir trastornos digestivos, neurotóxicos, miolíti-
cos, hemostáticos, cardiotóxicos y anticoagulantes (Gómes, 
2000). El objetivo de este estudio es determinar las diferen-
cias entre dos subespecies de crotálidos por medio del pa-
trón proteico de sus venenos y la actividad hemolítica.

Materiales y métodos

Veneno y serpientes

Las muestras de veneno crudo fueron obtenías 
de siete ejemplares que se encuentran en el Laboratorio 
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de Ecología y Biodiversidad Animal (LEBA) de la Uni-
versidad Autónoma de Ciudad Juárez, el cual cuenta 
con cinco ejemplares de Crotalus molossus molossus 
y dos ejemplares utilizados como control Crotalus atrox 
y Crotalus tigris. Las muestras de veneno de Crotalus 
molossus nigrescens fueron obtenidas de cinco ejem-
plares del Herpetario de la Universidad Autónoma de 
Querétaro Campus JurIquilla. El veneno fue obtenido 
por extracción manual y mantenido a temperatura de 
-20 ˚C hasta su utilización. Todos los ejemplares fueron 
tratados bajo el menor estrés.

Caracterización del color del veneno

La caracterización del veneno de cada serpien-
te fue analizada por la coloración presente en cada extrac-
ción,  la cual fue de un color amarillo que varió su tonalidad: 
claro (+), leve (++), intenso (+++) e incoloro  (-). 

Determinación de concentración proteica

El contenido proteico de 12 muestras de vene-
no: cinco muestras de Crotalus m. molossus, cinco de Cro-
talus m. nigrescens, una de Crotalus atrox y una de Crota-
lus tigris se determinó por el método de Lowry et al., (1951) 
usando albumina sérica bovina (BSA) como curva patrón. 

Visualización del contenido proteico

Las 12 muestras de veneno se sometieron a 
electroforesis en condiciones desnaturalizantes de acuer-
do al método de Laemmli (1970) en un sistema Mini-Pro-
tean III Bio-Rad (USA). Se emplearon geles al 10 % (p/v) a 
un voltaje de 120 durante aproximadamente 45 min. Como 
marcadores de masa molecular media se utilizaron las 
siguientes proteínas: miosina (215 kDa), fosforilasa b 
(120 kDa), albúmina de suero bovino (84 kDa), albúmina 
de huevo (60 kDa), anhidrasa carbónica (39.2 kDa), inhi-
bidor de tripsina (28 kDa) y lisozima (18.3 kDa).

Actividad hemolítica

La actividad hemolítica (hemólisis) fue me-
dida en placas de Petri de agarosa-eritrocitos huma-
nos de manera directa según el método de Bonilla y 
Zavaleta (1997). El sustrato en placa se preparó mez-
clando agarosa de alta electroendosmosis al 1 % (p/v) 

y agarosa de baja electroendosmosis al 1 % (p/v) en 
amortiguador de acetato de sodio 0.05 M a un pH 7.5, la 
mezcla fue calentada hasta diluir la agarosa, se esperó 
a que enfriara, adicionando 2 mL de eritrocitos lavados 
previamente en solución salina glicina-NaCl (Glicina 
0.1 M en Cloruro de sodio al 0.6 % (p/v) a pH 5.8) y 
posteriormente vaciado con cuidado a las cajas de Pe-
tri. Una vez solidificado el medio se realizaron orificios 
utilizando como molde las puntas delgadas de las pipe-
tas Pasteur. Las placas de agarosa-eritrocitos fueron 
incubadas a 37 °C por 30 min y la reacción de hemolisis 
general fue iniciada por la adición del veneno crudo de 
la serpiente (0.05 mg) usando como control negativo 
solución salina 0.9 % (p/v). El grado de hemolisis fue vi-
sualizado mediante el halo formado por la reacción del 
veneno sobre los eritrocitos. El diámetro de hemolisis 
directa fue medido a un intervalo de 1, 2, 3 y 14 h mante-
nidas a la temperatura antes mencionada. La hemolisis 
se determinó con la siguiente fórmula:

UHD =  Diámetro de hemólisis directa (mm)
        h x mg de proteína

             Análisis estadístico de la variabilidad protei-
ca y actividad hemolítica

Los datos obtenidos de la concentración protei-
ca y la actividad hemolítica entre las dos subespecies fueron 
analizados por medio de la prueba no paramétrica Mann 
Whitney, manejando un intervalo de confianza del 95% 
(IC95). Todos los experimentos se realizaron por triplicado.

Resultados y Discusión

Caracterización del veneno de Crotalus m. 
molossus y  Crotalus m. nigrescens

Las serpientes presentaron diferente cantidad 
volumétrica y tonalidad de los venenos obtenidos por sub-
especie, siendo para Crotalus m. molossus entre amarillo 
intenso al amarillo leve 60 y 40 % respectivamente y Cro-
talus m. nigrescens  amarillo leve 100 % (Tabla 1). 

Dos Santos et al., (1993) caracterizaron el veneno de las 
serpientes Crotalus durissus ruruima y C. d. terrificus de 
color amarillo y blanco, respectivamente, siendo estas 
serpientes importantes por el alto grado de accidentes 
en la frontera de Venezuela y Brasil. El veneno amarillo toma 
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esa coloración por la presencia de la L-aminoácido oxi-
dasa (LAO). De acuerdo con Galán et al., (2004) entre 
mas amarrillo se encuentre el veneno es más tóxico, 
este estudio fue realizado con la serpiente del Pacifico 
Crotalus helleri. El veneno que presenta Crotalus mo-
lossus es de color amarillo por la presencia de la LAO, 
como lo menciona Mackessy, (2010). Lourenço et al., 
(2013) al caracterizar el veneno de Crotalus durissus 
terrificus identificaron una proteína llamada crotamina, 
la cual es la que proporciona el color amarillo, esta pue-
de ser considerada como la LAO.

La concentración proteica del veneno de Crotalus m. mo-
lossus de 449±90.0 mg mL-1 fue menor en comparación 
a la de Crotalus m. nigrescens de 466±35.0 mg mL-1. Por 
medio de la prueba de Mann-Whitney (*) no se encontra-
ron diferencias estadísticamente significativas (p>0.05). 
Los controles Crotalus atrox (414±3.0 mg mL-1) y Crotalus 
tigris (414±2.0 mg mL-1) tampoco presentaron diferencias 
significativas (*) a un IC95 (p=1.0>0.5) (Figura 1).

El contenido proteico de C. m. molossus fue lige-
ramente menor que C. m. nigrescens, el primero presentó una 

Tabla 1. 
Volumen y tonalidad del veneno de las serpientes. 

La tonalidad de color amarillo corresponde a: (++) leve, (+++) intenso e incoloro (-). 

Figura 1.   Concentración de proteínas del veneno de las subespecies -
                  Crotalus m. molossus, Crotalus m. nigrescens y controles.
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tonalidad de amarillo leve (++) e intensa, mientras que Crota-
lus m. nigrescens presentó una tonalidad amarillo leve (++).
Galán et al., (2004) quienes observaron que el veneno de C. 
helleri presentó los colores amarillo y blanco, siendo el de co-
lor amarillo cuatro veces más concentrado en una cantidad de 
549 mg mL-1 en comparación con el veneno de color blanco 
que presentó una concentración de 135 mg mL-1. Dos Santos 
et al., (1993) mencionan que el veneno de color amarillo de 
C. durissus terrificus y blanco de C. d. ruruima presentan una 
gran diferencia tanto en su concentración proteica como en 
su actividad enzimática siendo más toxico el veneno de color 
amarillo. No solo hay una relación entre concentración protei-
ca y el color, también pueden ser factores como la localidad 
de muestreo,  la estacionalidad y condición (vida silvestre y 
cautiverio) como lo documenta Macias (2008) siendo el vene-
no de un individuo capturado en la estación de invierno (mar-
zo) en vida silvestre mayor que en cautiverio, y el veneno de 
otoño en cautiverio mayor que en vida silvestre. Esto puede 
deberse a la disposición de la alimentación en vida silvestre. 

Visualización de contenido proteico del veneno 

En Figura 2 se observa el patrón de bandas de los 
venenos de: Crotalus m. nigrescens (A), Crotalus m. molossus, 
Crotalus atrox y Crotalus tigris (B), en los recuadros con línea 
azul se indican las proteínas que presentan en común, como 
lo son las de  aproximadamente de 160 KDa, 90 KDa, 79 KDa, 
29 KDa y 14.5 KDa, las cuales pueden ser las reportadas por 

Mackessy (2010) (metaloproteinasas PIII, Serin-Protea-
sas, Metaloproteinasas P I, y las PLA2). En el recuadro 
negro de la Figura 2, se muestran las proteínas que pre-
senta Crotalus m. nigrescens, las cuales presentan una 
masa molecular similar a las de Crotalus atrox las cuales 
pueden ser las mismas proteínas. Por otra parte, el vene-
no control de Crotalus tigris se diferenció claramente por 
su patrón de bandeo y en la nitidez de bandas similares 
del resto de especies estudiadas. Se evidencian múltiples 
bandas de proteínas de los venenos de las serpientes, en 
donde se detectaron proteínas que se pudieron discriminar 
entre los ejemplares de estudio, dado que en el veneno 
de Crotalus m. nigrescens se observan dos proteínas de 
aproximadamente 230 y 260 KDa que no se logran obser-
var en Crotalus m. molossus, excepto en la especie control 
Crotalus atrox, lo cual se estima que pudo deberse a la 
concentración de la proteínas del veneno más alta, debido 
al tipo de hábitat que presentan, su distribución geográfica 
y las condiciones estacionales (Gregory-Dwyer, 1986; Gó-
mes, 2000 y Macias 2008). En los geles de poliacrilamida al 
10 %, se observó que entre las propias subespecies presen-
taron un patrón de proteínas que se puede diferenciar entre 
las mismas. Mackessy (2010) en su análisis de la variación 
proteica de los venenos de las familias de serpientes vene-
nosas, caracterizó el contenido proteico, en donde menciona 
que las metaloproteinasas de tipo 1 tienen una masa mole-
cular de 21 y 50 kDa, las cuales también estuvieron presen-
tes en el veneno de Crotalus molossus molossus (Figura 2).

Figura 2.   Visualización del contenido proteico del veneno de las serpientes en estudio por medio de electroforesis 
                    en gel al 10 % (p/v). Patrón de bandas proteicas de los venenos:  (A) Crotalus m. nigrescens;  (B) Crotalus 
                   m. molossus, Crotalus atrox.    
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Conforme a los resultados obtenidos de los venenos 
de las serpientes se pudo observar que entre las dos 
subespecies Crotalus molossus molossus y Crotalus 
molossus nigrescens se presentó una variación de pro-
teínas. Estos resultados de la diversidad de patrón de 
bandas de proteínas son de importancia médica como 
una estimación de la toxicidad del veneno. Algunos au-
tores como Gregory-Dwyer et al., (1986) observaron 
que dependiendo de la época del año el incremento en 
la producción de veneno de las serpientes, muestran 
mayor concentración de proteínas en los meses de julio 
a octubre, de acuerdo a la distribución que presentan 
las serpientes, las propiedades del contenido proteico 

serán diferentes (Rael et al., 1997). Macias (2008) ob-
servó que de acuerdo a la época estacional así como 
de su distribución, si se presenta una diversidad protei-
ca variada de algunas proteínas como las metaloprotei-
nasas con una masa de 29 kDa, que fue de mayor masa 
molecular comparado con las de otras localidades. 

Actividad hemolítica del veneno

Las mediciones del diámetro en mm de la 
actividad de hemólisis por cada hora de los halos he-
molíticos formados, donde se colocó la concentración 
de 0.05 mg mL-1 de veneno de cada serpiente (Tabla 2).

Tabla 2. 
Actividad hemolítica por mg de veneno en 1, 2, 3 y 14 ho-
ras (h) a una concentración de 0.05 mg mL-1 de proteína.

Los diámetros de los halos hemolíticos (Fi-
gura 3A) y las actividades hemolíticas (Figura 3B), en-
tre Crotalus m. molossus y Crotalus m. nigrescens a 1, 
2, 3 y 14 h por medio de la prueba no paramétrica de 
Mann Whitney no son significativamente diferentes a un 
IC del 95 % (p>0.05). 
        
En Crotalus m. nigrescens se  evidenció el mayor daño hemo-
lítico a las dos primeras h con una medida de 11.7 mm (Figura 
3A 2h B) en comparación con el de Crotalus m. molossus 
de 9.6 mm (Figura 3A 2h A), el cual siguió incrementando 
pero disminuyendo las UHD. A las 14 h se logró observar 
que el veneno de Crotalus molossus molossus presentó 
mayor halo hemolítico en comparación con el de C. m. ni-
grescens, en donde los controles fueron mucho menores. 
Dentro de la actividad hemolítica se logró observar que 
entre las dos subespecies no se encuentran diferencias, 
donde el veneno de Crotalus m. molossus fue menos he-

molítico que el de C. m. nigrescens. Pero aun así, mayor 
que las dos especies de cascabel control. 
 
El veneno crudo de las subespecies de Crotalus molossus 
presentaron actividad hemolítica sobre eritrocitos humanos, 
debido a que su veneno es mayormente hemolítico en compa-
ración con las demás de su género (Sánchez et al., 2001), sin 
embargo el veneno de los controles Crotalus atrox y Crotalus 
tigris, no presentó hemolisis en las primeras tres horas debido 
a que su veneno es mayormente neurotóxico (Gómez, 2000).

Dos Santos et al., (1993) mencionan que el veneno de Cro-
talus durissus terrificus el cual es de color amarillo por la 
presencia de la enzima L-aminoácido oxidasa (LAO), es 
menos hemolítico en comparación a los de color blanco y 
amarillo que presenta Crotalus durissus ruruima, dado a 
que este último convierte más rápido la lecitina en lisoleciti-
na, lisando más rápido a los glóbulos rojos (Dos Santos et 
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Figura 3.  A)  Las imágenes  muestran el  análisis  comparativo  de  halo hemolítico a la de exposición al veneno 
                        Crotalus m. molossus (A), Crotalus m. nigrescens (B), Crotalus atrox (C) y Crotalus tigris (D), a dife-
                           rentes horas, B) Las graficas expresan los valores de la actividad hemolítica, en diámetro de hemóli-
                       sis (mm) y las unidades de hemólisis directa (UHD) por especie.

al., 1988). Lourenço et al., (2013) al caracterizar el veneno 
de Crotalus durissus terrificus identificaron una proteína lla-
mada crotamina, la cual es la que proporciona el color ama-
rillo, esta puede ser considerada como la LAO a la presencia 
en la coloración del veneno. El veneno que presenta Crota-
lus molossus es de color amarillo por la presencia de la LAO, 
como lo menciona Mackessy, (2010), siendo en este estudio 
mas hemolítico en comparación con el del control Crotalus 
tigris el cual es de color transparente. Por su parte Bonilla y 
Zavaleta (1997) no observaron actividad hemolítica en eritro-
citos humanos del veneno de Bothrops hyoprorus ni en las 
fracciones obtenidas del veneno, como con el veneno crudo, 
pero si observaron actividad de la fosfolipasa atacando direc-
tamente sobre la lecitina de yema de huevo. 

De Hurtado y Layrisse (1964) demostraron que al aumentar 
la concentración del veneno sobre los eritrocitos de caballo 
y oveja al dejarlas dos h en incubación a 37 ˚C, incremen-
taba el porcentaje de la actividad hemolítica hasta un 80%, 
y mencionan que mientras la concentración sea baja, la 
hemolisis es menos pronunciada. Por su parte, Soto et al., 
(1988) obtuvieron una actividad hemolítica de 85 % des-
pués de dos h de incubación a 37 ˚C en todos los venenos 
sobre los sistemas de eritrocitos de conejo con yema de 
huevo y solo dos venenos no presentaron hemolisis, el diá-
metro promedio de hemolisis obtenido fue de 10 mm en un 
75 % de los venenos analizados, y solo un veneno de Tri-
meresurus albolaris presentó un halo hemolítico de 16 mm.

Conclusiones

De las muestras de veneno de Crotalus mo-
lossus nigrescens se observaron dos proteínas de entre 
230-260 kDa que no se lograron observar en las mues-
tras de Crotalus molossus molossus. 

Con respecto a la actividad hemolítica, se observó que 
el veneno de Crotalus molossus nigrescens presentó un 
mayor daño hemolítico en comparación con Crotalus mo-
lossus molossus, pero su actividad continua evidente a 
las 14 h con respecto al de C. m. nigrescens el cual es 
menor. Lo cual sugiere que se necesitan realizar más es-
tudios sobre el veneno de estas subespecies, tales como 
geles electroforéticos en segunda dimensión y genómica.
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