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Figura 1. Bothrops asper. Mapa físico de América Central y Norte de Sur 
América que muestra la distribución geográfica de B. asper (círculos cerrados) 
(Modificado de Alape et al. 2008).Recuadro inferior derecho: Ejemplar juvenil 
de la Reserva Natural de las Aves El Pangán, Barbacoas, Nariño, Colombia. 
Fotografía: Mora, D. 2006.  
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Figura 2. Distribución geográfica de la población de B. asper en el 
Departamento del Cauca. Izquierda: Cuencas hidrográficas del Departamento 
del Cauca con escala del rango altitudinal (msnm). Demarcación azul: Cuenca 
en la que se distribuye la población. Modificado de Ayerbe y Latorre (2009). 
Derecha: Bothrops asper (N° CIBUC-Se-000 004), 130 cm LT.  Cortesía 
CIBUC©, Popayán. Fotografía: Mora, D. 2008. 
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Figura 3. Distribución geográfica de la población de Bothrops asper de 
Barbacoas, Nariño. Izquierda: Cuencas hidrográficas del Departamento de 
Nariño. Modificado de Salazar (1996). Demarcación amarilla: Cuencas en las 
que se distribuye la población. Derecha: Bothrops asper Bothrops asper (N° 
CIBUC-Se-000 193), hembra de 38 cm LT. Cortesía Reserva Natural de las 
Aves el Pangán©, Nariño Fotografía: Mora, D. 2009. 
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Figura 4. Distribución geográfica de la población de Bothrops cf. asper del 
Valle del Patía, Cauca. Izquierda: Cuencas hidrográficas del Departamento 
del Cauca con escala del rango altitudinal (msnm). Demarcación amarilla: 
Cuenca en la que se distribuye la población. Modificado de Ayerbe y Latorre 
(2009). Derecha: Bothrops cf. asper (N° CIBUC-Se-000 064), 160 cm LT. 
Cortesía CIBUC©, Popayán. Fotografía: Mora, D. 2008.  
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Figura 5.  Veneno de Bothrops asper. Cortesía CIBUC©, Popayán. Fotografía: 
Mora, D. 2008. 
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Figura 6. (A) Edema en pierna izquierda encontrados en un accidente 
bothrópico moderado (Araújo 2003). (B) Flictenas a lo largo del miembro 
afectado. Cortesía Hospital Universitario San José, Popayán (Ayerbe 2008). 
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Figura 7. Reserva Natural de las Aves El Pangán, Municipio Barbacoas, 
Departamento Nariño (Fuente: este estudio). 
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Figura 9. Valle del Río Patía, Cauca- Nariño (Fuente: este estudio).  48 
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Bordes de bosque. Fotografía: Mora, D. 2009. 
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Figura 11. Microhábitats de la Reserva Natural de las Aves el Pangán. (A) 
Troncos. (B, C) Cabañas o estaciones abandonadas. (D) Cuevas. (C) 
Hojarasca. (F) Orillas de las quebradas. Fotografía: Mora, D. 2009. 
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Figura 12. Extracción de veneno de adultos de Bothrops asper. Técnica de 
inmovilización  y recepción en embudo y tubo eppendorf. Cortesía CIBUC©, 
Popayán. Fotografía: Mora, D. 2008. 
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Figura 13. Extracción de veneno de neonatos de B. asper. Bothrops asper (N° 
CIBUC – Se 000 193); hembra de 38 cm LT.  Ejemplar de la Reserva Natural 
de las Aves el Pangán, Corregimiento Junín, Municipio Barbacoas, Nariño.  
Cortesía  CIBUC © Fotografía: Mora, D. 2009. 
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Figura 14. Curva de calibración para cuantificación de proteínas de B. asper 
de El Tambo Cauca y B. cf. asper del Valle del Patía, Cauca. Seroalbúmina 
Bobina (BSA). La curva de calibración se modificó para cantidades pequeñas 
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Figura 15. Electroforesis de proteínas en gel de poliacrilamida de veneno de 
adultos y neonatos de las poblaciones de B. asper y B. cf. asper del 
suroccidente de Colombia y B. asper de la Costa Pacífica de Costa Rica. 
Margen superior del gel: veneno de adultos de B. asper de El Tambo, Cauca 
(BaT1-4); adultos de B. cf. asper del Valle del Patía (BaP5-8); pool de veneno 
de adultos de B. asper de la Costa Pacífica de Costa Rica (PCR13);  neonato 
de B. asper de El Tambo (BaT10); juvenil de  B. cf. asper del Valle del Patía 
(BaP9), neonatos de B. asper de Barbacoas, Nariño (BaN11-12); pool de 
veneno de neonatos de B. asper de la Costa Pacífica de Costa Rica (PCR15). 
Numeración al interior de la imagen: bandas proteicas. Margen izquierdo: 
marcador de masa molecular  Page Ruler SM0671 (MW) en kDa. Las 
proteínas fueron separadas en gel en gradiente (10-15%) bajo condiciones de 
reducción y teñidos con azul de coomassie.   
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Figura 16. Electroforesis de proteínas en gel de poliacrilamida de veneno de 
adultos y neonatos de las poblaciones de B. asper y B. cf. asper del 
suroccidente de Colombia, B. asper de la Costa Pacífica y del Caribe de 
Costa Rica. Margen superior del gel:  A. veneno de adultos de B. asper de El 
Tambo, Cauca (BaT1-4); adultos de B. cf. asper del Valle del Patía (BaP5-8); 
pool de veneno de adultos de B. asper de la Costa Pacífica de Costa Rica 
(PCR13);  neonato de B. asper de El Tambo (BaT10); juvenil de  B. cf. asper 
del Valle del Patía (BaP9), neonatos de B. asper de Barbacoas, Nariño 
(BaN11-12); pool de veneno de neonatos de B. asper de la Costa Pacífica de 
Costa Rica (PCR15). B. Pool de veneno de adultos del Caribe de Costa Rica 
(CCR14) y pool de neonatos (CCR16). Numeración al interior de la imagen: 
bandas proteicas. Margen izquierdo marcador de masa molecular Page Ruler 
SM0671 (MW) en kDa. Las proteínas fueron separadas en un gel al 12% bajo 
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Figura 17. Fenograma de similitud, construido en el programa NTSYS pc. 2.1, 
a partir de datos binarios extraídos de los perfiles electroforéticos. Numeración 
al margen derecho del fenograma: muestras de veneno de los ejemplares. Adultos 
(BaT1-4) y neonato (BaT10) de B. asper de El Tambo, Cauca; adultos (BaP5-
8) y juvenil (BaP9) de B. cf. asper del Valle del Patía, Cauca; neonatos de B. 
asper de Barbacoas, Nariño (BaN11-12); pool de veneno de adultos (PCR13) 
y pool de veneno de neonatos (PCR15) de B. asper de de la Costa Pacífica 
de Costa Rica; pool de veneno de adultos (CCR14) y pool de neonatos 
(CCR16) del Caribe de Costa Rica. Los números romanos (I y II) y las letras 
(a-f) al interior del fenograma muestran los grupos y subgrupos formados. El 
valor r, corresponde al coeficiente de correlación cofenética y expresa el 
grado de distorsión entre la matriz original y la matriz cofenética obtenida a 
partir de los valores del fenograma. El Coeficiente de Jaccard en una escala 
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de 0.10 a 1, donde los valores más cercanos a 1, tienden a expresar el grado 
de similitud máxima. 
Figura 18. Perfil cromatográfico de proteínas por HPLC, fase reversa. Pool de 
venenos de especímenes adultos de B. asper  de la Costa Pacífica de Costa 
Rica. Un miligramo de proteínas de veneno total fueron aplicados a una 
columna RP10 C18, bajo las siguientes condiciones de cromatográficas: (5% 
B) por 10 min, 5-10% B por 20 minutos, 10-20% B por 45 min, 20- 45% B por 
80 min, 45-70% B por 20 minutos y 70% B por 10 min. 
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Figura 19. Perfil cromatográfico de proteínas por HPLC, fase reversa. Pool de 
venenos de especímenes adultos de B. asper  de El Tambo, Cauca. Un 
miligramo de proteínas de veneno total fueron aplicados a una columna RP10 
C18, bajo las siguientes condiciones de cromatográficas: (5% B) por 10 min, 
5-10% B por 20 minutos, 10-20% B por 45 min, 20- 45% B por 80 min, 45-
70% B por 20 minutos y 70% B por 10 min.   
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Figura 20. Perfil cromatográfico de proteínas por HPLC, fase reversa. Pool de 
venenos de especímenes adultos de B. cf. asper  del Valle del Patía. Un 
miligramo de proteínas de veneno total fueron aplicados a una columna RP10 
C18, bajo las siguientes condiciones de cromatográficas: (5% B) por 10 min, 
5-10% B por 20 minutos, 10-20% B por 45 min, 20- 45% B por 80 min, 45-
70% B por 20 minutos y 70% B por 10 min.   
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Figura 21. Comparación de cromatogramas obtenidos por RP-HPLC, fase 
reversa de un pool de venenos de especímenes adultos de B. cf. asper  y B. 
asper del suroccidente de Colombia y de la Costa Pacífica de Costa Rica. A. 
Verde: B. asper de la Costa Pacífica de Costa Rica y azul: B. asper de El 
Tambo, Cauca. B. Verde: B. asper de la Costa Pacífica de Costa Rica y azul: 
B. cf. asper del Valle del Patía, Cauca. C. Azul: B. asper de El Tambo, Cauca 
y verde: B. cf. asper del Valle del Patía, Cauca.  
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Figura 22. Perfil cromatográfico de proteínas por HPLC, fase reversa de un 
pool de venenos de especímenes neonatos de B. asper  de la Reserva 
Natural de las Aves el Pangán, Barbacoas, Nariño. Un miligramo de proteínas 
de veneno total fueron aplicados a una licrosfera de RP10 C18, bajo las 
siguientes condiciones de cromatográficas: (5% B) por 10 min, 5-10% B por 
20 minutos, 10-20% B por 45 min, 20- 45% B por 80 min, 45-70% B por 20 
minutos y 70% B por 10 min. 
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Figura 23. Comparación de cromatogramas obtenidos por separación de 
proteínas por HPLC, fase reversa de un pool de venenos de especímenes 
neonatos de Barbacoas, Nariño versus adultos de B. asper de El Tambo, 
Cauca y de la Costa Pacífica de Costa Rica. A. Verde: B. asper neonatos de 
Barbacoas Nariño y azul: B. asper adultos de El Tambo, Cauca. B. Verde: B. 
asper adultos de la Costa Pacífica de Costa Rica y azul: B. asper neonatos de 
Barbacoas, Nariño. 
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Figura 24. Controles de Inmunoelectrotransferencia. Pool de veneno de 
adultos de B. asper de la Costa Pacífica de Costa Rica (PCR)  y B. asper de 
El Tambo, Cauca (CIBUC-000 020) (BaT4). A. Control con suero normal 
equino (SNE). B. Control con suero anticoral, producido por el Instituto 
Clodomiro Picado (Costa Rica). Marcadores de masa molecular en kDa, sobre 
las márgenes izquierda y derecha (MW). Las proteínas fueron separadas en 
gel de poliacrilamida (12 %) bajo condiciones de reducción. 
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Figura 25. Análisis de Inmunoelectrotransferencia de veneno de B. asper y B. 
cf. asper del suroccidente de Colombia y B. asper de la Costa Pacífica de 
Costa Rica, que muestra la inmunoreactividad del antiveneno monoespecífico 
anti-B. asper  Pacífico (Costa Rica). Cada carril contiene 20 µg de veneno. 
Adultos de Ba-T (1-4), adultos de Ba-P (5-8), pool de veneno de adultos de B. 
asper de la Costa Pacífica de Costa Rica (13), neonato de Ba-T (10), juvenil 
de Ba-P (9), neonatos de Ba-N (11 y 12) y pool de veneno de neonatos de B. 
asper de la Costa Pacífica de Costa Rica (14). Marcador de masa molecular 
Page Ruler SM0671 en kDa, al margen izquierdo (MW). Las proteínas fueron 
separadas en gel de poliacrilamida en gradiente (10-15%) bajo condiciones de 
reducción.  
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Figura 26. Análisis de Inmunoelectrotransferencia de veneno de B. asper y B. 
cf. asper del suroccidente de Colombia y B. asper de la Costa Pacífica de 
Costa Rica, que muestra la inmunoreactividad del antiveneno monoespecífico 
anti-B. asper  Caribe (Costa Rica). Cada carril contiene 20 µg de veneno. 
Adultos de  Ba-T (1-4), adultos de Ba-P (5-8), pool de veneno de adultos de B. 
asper de la Costa Pacífica de Costa Rica (13), neonato de Ba-T (10), juvenil 
de Ba-P (9), neonatos de Ba-N (11 y 12) y pool de veneno de neonatos de B. 
asper de la Costa Pacífica de Costa Rica (14). Marcador de masa molecular 
Page Ruler SM0671 en kDa (MW), al margen izquierdo. Las proteínas fueron 
separadas en gel de poliacrilamida en gradiente (10-15%) bajo condiciones de 
reducción. 
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Figura 27. Curvas de evaluación para anticuerpos específicos contra 
antígenos de B. asper y B. cf. asper  del suroccidente de Colombia. Los 
antivenenos fueron diluidos en factor 3 y testeados por ELISA contra veneno 
de A. Adultos de B. asper  de El Tambo, Cauca. B. Adultos de B. cf. asper de 
la Valle del Patía, Cauca. C. Neonatos de B. asper de Barbacoas, Nariño.  
LLMonoespecífico anti-B. asper  Caribe.  Monoespecífico anti-B. asper 
LLPacífico.   Polivalente. * Suero normal equino (SNE). Cada punto 
representa la media + SD de tres repeticiones.  
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Figura 28. Gráfico de medias. Muestra la variación intragrupos e intergrupos 
con base en las medias de absorbancia. A. Variación en el reconocimiento de 
los venenos de Ba-T (1.00), Ba-P (2,00) y Ba-N independientemente del tipo 
de suero. B. Variación del reconocimiento de los sueros monoespecífico anti-
B.asper Caribe (1.00), monoespecífico anti-B.asper Pacífico (2.00) y 
Polivalente (3.00) independientemente de la procedencia de los venenos. p < 
0,05, Programa SPSS v 12.0 (SPSS, Inc., Chicago, IL, USA). Sobre el margen 
derecho de cada gráfica, los valores de absorbancia (abs). Las líneas hacia 
arriba y hacia abajo de las cajas muestran la desviación estándar; la línea 
horizontal en las cajas representa la media de las  absorbancias.   
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Figura 29. Representación gráfica de los datos obtenidos para la 
determinación de la Dosis  Letal 50 de A. B. asper de El Tambo, Cauca. B. B. 
cf. asper del Valle del Patía, Cauca. Línea azul: línea de regresión, línea 
verde: puntos experimentales.                                                                        
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Figura 30. Actividad proteolítica. A. Venenos de B. asper de El Tambo, Cauca 
(Ba-T) y B. cf. asper del Valle Patía, Cauca (Ba-P). B. Venenos de B. asper de 
la Reserva Natural de las Aves el Pangán, Barbacoas, Nariño (Ba-N).                                                                                                                                 
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Figura 31. Curvas dosis – respuesta. Determinación de la Dosis Hemorrágica 
Mínima (DHM) para la población de B. cf. asper  del Valle del Patía, Cauca. 
Cada una de las curvas representa el número de ensayos. 
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Figura 32. Curvas dosis – respuesta. Determinación de la Dosis Hemorrágica 
Mínima (DHM) para la población de B. asper de El Tambo, Cauca. Cada una 
de las curvas representa el número de ensayos. 
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Figura 33. Curvas dosis – respuesta. Determinación de la Dosis Coagulante 
Mínima (DCM) para la población de B. asper  de El Tambo, Cauca Cada una 
de las curvas representa el número de ensayos. 
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Figura 34. Curvas dosis – respuesta. Determinación de la Dosis Coagulante 
Mínima (DCM) para la población de B. cf. asper del Valle del Patía, Cauca. 
Cada una de las curvas representa el número de ensayos. 
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Figura 35. Hemorragia gingival. Agente B. cf. asper. Cortesía: Hospital 
Universitario San José©, Popayán, Cauca. Fotografía: Ayerbe, S. 2008. 
 Figura 36. Efectos producidos por envenenamiento de B. asper. A. Gangrena, 
síndrome compartimental. B. Síndrome compartimental. Cortesía: Hospital 
Universitario San José ©, Popayán, Cauca. Fotografía: Ayerbe, S. 2008.  
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GLOSARIO 
 

ANAFILAXIS: conjunto de manifestaciones que ocurren en el sujeto sensibilizado 
minutos después de exponerse a un antígeno. 
ANTICUERPOS: proteínas del tipo inmunoglobulinas sintetizadas por el organismo 
en respuesta a un antígeno y capaces de reaccionar específicamente con el. 
ANTÍGENO: sustancia capaz de provocar una respuesta inmune.  
CORTICOESTEROIDES: grupo de compuestos químicamente relacionados con el 
colesterol y producidos por las glándulas suprarrenales; que reducen la inflamación y 
la alergia y suprimen las defensas inmunes del cuerpo. 
LIOFILIZADO: sustancia procesada por medio del frío y del vacío, con el fin de 
mantener durante largo tiempo sus propiedades.  
TOXINA: sustancia tóxica derivada del tejido de animales, plantas o microorganismos 
con efecto deletéreo sobre otros seres vivos, por contacto directo con la piel sana o 
superficies mucosas de los tractos digestivo o respiratorio. 
TOXINOLOGÍA: ciencias interdisciplinar de la biología, que se encarga del estudio de 
los productos metabólicos especiales conocidos como venenos y sus aplicaciones 
tecnológicas, producidos por bacterias, hongos, plantas y animales.  



RESUMEN 
 
Se comparó la variación proteica del veneno de cinco poblaciones, cuatro de la 
especie Bothrops asper, dos de ellas al suroccidente de Colombia, una de la Costa 
Pacífica del Departamento de Nariño y otra del Departamento del Cauca, las otras 
dos poblaciones una de la Costa Pacífica y la otra del Caribe de Costa Rica y la 
quinta población de Bothrops cf. asper del Valle del Río Patía en el Departamento del 
Cauca también. La composición proteica de los venenos de B. asper de El Tambo, 
Cauca y Barbacoas, Nariño, sugiere que las poblaciones son similares; pero difieren 
de los venenos de B. cf. asper del Valle del Patía y de B. asper de Costa Rica, 
siendo  la población del Caribe de Costa Rica la que mostró menor grado de similitud 
frente a todas las anteriores. En general, durante el cambio de estado neonato a 
adulto, la variación ontogénica se reflejó principalmente en el incremento de 
concentración y / o disminución en abundancia de proteínas que posiblemente 
corresponden a metaloproteinasas y fosfolipasas en los adultos. Todos los 
ejemplares adultos presentaron una elevada concentración de proteínas de masa 
molecular entre 11 -  48.4 kDa; por su parte los neonatos presentaron mayor número 
de proteínas de masa molecular entre 30 y 60 kDa. Los perfiles cromatográficos 
mostraron mayor complejidad del veneno de B. asper de la Costa Pacífica de Costa 
Rica con relación a los perfiles de las poblaciones del suroccidente Colombiano; sin 
embargo, estas últimas se caracterizaron por presentar altas concentraciones de lo 
que probablemente serían metaloproteinasas, aspecto que explicaría la fuerte 
actividad hemorrágica encontrada tanto en la población del Valle del Patía como en 
la de El Tambo. Con respecto a los efectos biológicos evaluados, la letalidad del 
veneno de la población B. cf. asper del Valle del Patía duplicó a la de B. asper de El 
Tambo. De igual forma la actividad proteolítica del veneno fue mayor en la población 
del Valle del Patía (0.31 µg + 0.2) que en la de El Tambo (0.22 µg + 0.1) y Barbacoas 
(0.12 µg + 0.02); mientras que la actividad coagulante fue mayor en la población de 
El Tambo (0.378  µg  + 0.05) que en la del Valle del Patía (0.962 µg + 0.1). En 
términos de inmunoreactividad, aunque se refleja reactividad cruzada del antiveneno 
monoespecífico anti-B. asper tanto del Pacífico como del Caribe de Costa Rica frente 
a las tres poblaciones del suroccidente Colombiano, el suero polivalente mostró 
mayor reconocimiento de los antígenos. 
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ABSTRACT  
 

We compared the venom protein variation of five populations, four populations of the 
specie Bothrops asper, two of them from the southwestern Colombia, one from the 
Pacific Coast of Nariño department, and other from the Pacific Coast of Cauca 
department; for the other two populations, one is from the Pacific slope and the other 
one is from the Caribbean slope of Costa Rica, and the fifth population of Bothrops cf. 
asper from the Valle del Río Patía in the Cauca department. The venom protein 
composition of B. asper from El Tambo, Cauca and Barbacoas, Nariño, suggests that 
populations are similar, but these differ from the venoms of B. cf. asper in Valle del 
Río Patía and B. asper from Costa Rica, the population from the Caribbean slope of 
Costa Rica was different than all previous ones. In general, during the change of 
newborn to adult state, ontogenetic variation was reflected mainly in increase on 
concentration and / or decrease in abundance of proteins that may correspond to 
metalloproteinases and phospholipases in the adults. All adult specimens showed a 
high protein concentration with molecular mass between 11 - 48.4 kDa; on the other 
hand, newborns had the highest number of proteins with molecular mass between 30 
and 60 kDa. The chromatographic profiles of B. asper from the Pacific slope of Costa 
Rica showed greater complexity of the venom than the profiles of the populations 
from southwestern Colombia; however, the last ones were characterized by high 
concentrations of metalloproteinases probably, that would explain the strong 
hemorrhagic activity found in the populations from the Valle del Patía and El Tambo, 
Cauca. Regarding the biological effects assessed, the venom lethality of the 
population B. cf. asper from the Valle del Patía doubled the lethality of B. asper from 
El Tambo. Similarly, venom proteolytic activity was higher in the population from Valle 
del Patía (0.31 mg + 0.2) than from El Tambo (0.22 mg + 0.1) and from Barbacoas 
(0.12 g + 0.02); whereas the clotting activity was higher in the population from El 
Tambo (0378 g + 0.05) than from Valle del Patía (0.962 mg + 0.1). Although the 
immunoreactivity results showed cross-reactivity of monospecific antivenom anti-B. 
asper from Pacific and the Caribbean slope of Costa Rica against the three 
populations of the Colombian southwestern, the polyvalent serum showed the 
greatest antigens recognition. 



1. INTRODUCCIÓN 
 

El ofidismo es un problema de salud pública en muchos países del mundo y alcanza 
un promedio entre 4000 a 5000 casos al año en Colombia. Estas cifras pueden estar 
subestimadas, puesto que la deficiencia de los sistemas estadísticos regionales, y la 
carencia completa de registros de accidentes por mordedura de serpientes en los 
centros hospitalarios, han generado ambigüedad en las dimensiones de las cifras 
(Ayerbe et al. 1979, Charry 2003, Ruiz de Torrent et al. 2004).  
 
En Colombia se han descrito cerca de 380 especies de ofidios, de los cuales el 10 a 
15% son venenosos y se distribuyen en las familias Viperidae y Elapidae (Ángel 
1987, Pérez y Moreno 1989). Dentro de la familia Viperidae, el género Bothrops está 
conformado por 37 especies de Centro y Suramérica, las cuales son variables tanto 
ecológica como geográficamente (Campbell y Lamar 2004, Ayerbe 2008, Fenwick et 
al. 2009). Aunque todas estas especies representan peligro para el hombre, Bothrops 
asper  muestra la más alta incidencia de mordeduras en América del Sur (80-90%), 
resultado de su amplio rango de distribución, abundancia relativa y hábitats crípticos 
o con cierto grado de intervención (Bolaños 1982, Otero 2009, Sasa et al. 2009).  
 
La región suroccidental de Colombia presenta accidentes orográficos como el Macizo 
Colombiano y el Nudo de los Pastos, los nacimientos de las cuencas del Río Cauca, 
Magdalena y Patía, está atravesada por la Cordillera de los Andes y forma parte de 
uno los centros de endemismo del Chocó Biogeográfico. Por lo tanto, los 
Departamentos de Nariño y Cauca, los cuales se encuentran en esta región, se 
caracterizan por presentar una alta biodiversidad y variedad de ecosistemas; además 
se convierte en un área favorable para la especiación, desarrollo y reproducción de 
especies (Salaman 1994, Navia 2005).  
 
Cerca del 80% del total de las especies de serpientes reportadas para Colombia, se 
encuentran en el suroccidente Colombiano (Ayerbe y Latorre 2009). Pese a la gran 
diversidad de ofidios, B. asper [Garman, 1884] y B. cf. asper son responsables de la 
mayor tasa de morbilidad en esta región (Ayerbe 2000 y 2001, Navia 2005, Ayerbe y 
Latorre 2009). Poblaciones de B. asper se encuentran sobre la vertiente oeste de la 
Cordillera Occidental, hacia la Costa Pacífica de Cauca y Nariño (Pérez y Moreno 
1989, Castro et al. 2005, Ayerbe 2008), y poblaciones de B. cf. asper entre el 
sudoeste de la Cordillera Central y el sudeste de la Occidental en el Valle del Patía 
(Ayerbe et al. 2007). Por lo tanto las diferencias geográficas entre los dos 
Departamentos y la distribución de las poblaciones, podrían reflejar diferencias 
proteicas del veneno.   
 
Se ha documentado que la interacción de factores geográficos, genéticos y 
ecológicos, juega un papel importante en la variación intraespecífica de los venenos 
(Chippaux et al. 1991, Quintana et al. 2000, Málaga et al. 2000, Alape et al. 2008). 
Así, el aislamiento geográfico puede favorecer tanto la diferenciación ecosistémica 
del ambiente, como el aislamiento reproductivo. Esto, a su vez facilita o dificulta el
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intercambio genético entre las poblaciones, y consecuentemente los cambios en su 
estructura y diversidad genética, podrían repercutir sobre aspectos autoecológicos y 
fisiológicos, como la eficacia biológica y la síntesis proteica (Klug y Cummings 1999, 
Griffiths et al. 2005).  
 
Esta variación en la composición de los venenos produce efectos locales y 
sistémicos particulares,  que requieren un tratamiento clínico propio para cada caso 
(Quevedo et al. 2000, Ruiz de Torrent et al. 2000, Alvarado et al. 2004, Pirela et al. 
2006), pues en la seroterapia antiofídica la variabilidad intraespecífica de los venenos 
resulta en una variación terapéutica del envenenamiento (Chippaux et al. 1991; 
Núñez et al. 2009). Además, muchos de los accidentes bothrópicos son difíciles de 
manejar dados los efectos fisiopatológicos y las diferentes complicaciones clínicas 
que pueden tener sobre los pacientes (Gutiérrez y Lomonte 1989, Pineda y Renjifo 
2000, Ayerbe 2008, Otero 2009).  
 
Por otra parte, actualmente la toxinología se ha convertido en un área de 
investigación activa, debido a la necesidad de mejorar la terapia del accidente ofídico 
y al interés por encontrar herramientas bioquímicas, diagnósticas y terapéuticas a 
partir de las enzimas presentes en los venenos (Ayerbe et al. 2003, Quevedo et al. 
2000). Sin embargo, a pesar de que en el Departamento del Cauca existen estudios 
sobre epidemiología y toxinología de ofidios, no se han realizado estudios 
relacionados con la variación proteica en el veneno de las serpientes, teniendo en 
cuenta las diferencias geográficas bajo las que se encuentran las poblaciones al sur 
de Colombia; hecho que debe ser considerado para su manejo diferencial y como 
fundamento para la producción de sueros antiofídicos más efectivos y específicos 
para el país.  
 
Con base en lo anterior se hace prioritario analizar la variación proteica y los efectos 
biológicos de los venenos de B. asper del suroccidente Colombiano, y compararlos a 
su vez con los venenos de la especie en Costa Rica, donde ha sido bien estudiado 
(Alape et al. 2008, Alape et al. 2009), a fin de realizar comparaciones apropiadas con 
los venenos de nuestra región. La suma de estos componentes puede resultar en 
una diferenciación de la letalidad del veneno, donde es posible ver como el conjunto 
y abundancia relativa de las proteínas, constituyen una de las secreciones biológicas 
que representa no solo la innovación critica de la evolución de los ofidios, sino 
también un rol importante en la diversificación de las serpientes (Alape et al. 2008). 
 
Este estudio mostró variación intraespecífica, geográfica y ontogénica del veneno de 
las poblaciones del suroccidente Colombiano y de Costa Rica. A partir de perfiles 
electroforéticos, cromatográficos, de inmunoreactividad y de la determinación de 
algunas actividades biológicas, se contribuyó a la caracterización proteica del veneno 
de las poblaciones de B. asper de El Tambo (Cauca), Barbacoas (Nariño) y de B. cf. 
asper del Valle del Patía (Cauca). Por lo tanto, ésta investigación aportó y dio 
continuidad a los estudios realizados sobre la especie en Centroamérica (Alape et al. 
2008), norte (Otero et al. 2002a, 2002b; Otero 2009) y suroccidente de Colombia 
(Ayerbe 2008, Ayerbe y Latorre 2009).  
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2. OBJETIVOS  
 
 
2.1 OBJETIVO GENERAL 
 
Evaluar la variación de las proteínas de los venenos de cuatro poblaciones de B. 
asper procedentes de la Reserva Natural de las Aves el Pangan, Barbacoas (Nariño); 
El Tambo (Cauca); de la Costa Pacífica y del Caribe de Costa Rica, y una población 
de Bothrops cf. asper del Valle del Patía (Cauca). 
 
 
2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS  
 
• Caracterizar a nivel proteico los venenos de las poblaciones de B. asper de 
Cauca, Nariño y Costa Rica, y de B. cf. asper del Valle del Patía.  
 
• Analizar intra e interpoblacionalmente la composición proteica de los venenos de 
B. asper de Cauca, Nariño y Costa Rica, y de B. cf. asper del Valle del Patía. 
 
• Comparar a nivel interpoblacional la variación de las DL50 de B. asper y B. cf. 
asper.    
 
• Determinar las actividades proteolítica, hemorrágica y coagulante del veneno de 
las tres poblaciones del suroccidente Colombiano.  
 
• Determinar la inmunoreactividad de los venenos de B. asper y B. cf. asper del 
suroccidente de Colombia.  
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3. ANTECEDENTES  
 
Los estudios toxinológicos se han desarrollado desde los años setenta (Rodríguez 
2001). Institutos como el Clodomiro Picado (Costa Rica), Bioclon (México), Butantan 
(Brasil) y de Biomedicina de Valencia (España), entre otros, han investigado sobre 
variación proteica, letalidad, actividad biológica de los venenos, epidemiología y 
tratamiento de accidentes ofídicos de especies Bothrópicas. En Colombia, el Instituto 
Nacional de Salud (Bogotá) y los grupos investigación: Ofidismo y Escorpionismo 
(Medellín) y de investigaciones Herpetológicas y Toxinológicas (Popayán), han 
desarrollado estudios que incluyen purificación de proteínas, caracterizaciones 
bioquímicas e inmunoquímicas, estudios epidemiológicos y de citotoxicidad (Otero et 
al. 2002b, Yasnó 2005, Navia 2005, Ayerbe y Latorre 2009).  
 
3.1 Estudios de variación proteica. Alagón et al. (1980) en México, determinaron la 
composición enzimática del veneno de B. asper por medio de electroforesis en gel, 
identificando cinco enzimas, a saber, fosfolipasas, hialuronidasas, N-benzoil-L-
arginina y N-benzoil-L-tirosina etil hidrolasas, y fosfodiesterasas. Además, purificaron 
y caracterizaron parcialmente tres fosfolipasas tipo A2 por cromatografía de 
exclusión; concluyendo que  tienen 97, 96 y 266 aminoácidos respectivamente, y 
todas se caracterizan por presentar residuos de Glutamina y Asparagina en alta 
proporción.    
 
Una diferenciación bioquímica y biológica de los venenos de Bothrops atrox, 
Bothrops asper, Bothrops marajoensis y Bothrops moojeni realizada por Assakura et 
al. (1992) en Brasil, mostró que estas especies pueden ser distinguidas y 
reconocidas tanto por la composición de su veneno como por sus patrones 
electroforéticos proteínicos característicos.  
 
Málaga et al. (2000) en el Perú determinaron la existencia de variaciones en la 
composición, concentración proteica y actividad del veneno de Bothrops atrox con 
base en la ontogenia. Encontraron que los venenos de juveniles presentan mayor 
concentración proteica y mayor número de bandas proteicas que los adultos, algunas 
actividades enzimáticas como la amidolítica, fosfolipásica y L-aminoácido oxidasa 
también fueron más altas en los juveniles; mientras que las actividades coagulante y 
proteolítica incrementaron con la edad de los ejemplares.  
 
Quevedo et al. (2000) a partir del veneno de Bothrops atrox de Colombia obtuvieron 
cinco fracciones, una de las cuales presentó actividad fosfolipásica; ésta fue 
purificada encontrando 8 isoenzimas de tipo PA2, cuyos pesos moleculares variaban 
entre 16.000 y 18.000 Da; de esta manera afirmaron que el número de isoenzimas 
puede estar relacionado con el alto contenido de la enzima en el veneno, y que 
además varía teniendo en cuenta el proceso de purificación y la localidad de 
procedencia de la especie. 
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Lerma et al. (2004), mediante análisis cromatográfico de los venenos de Bothrops 
pictus, B. rodengheri y Bothriopsis oligolepis, encontraron diferencias significativas 
con respecto a su composición y actividad enzimática, y concluyen que los venenos 
de las serpientes peruanas de la región amazónica y de la costa ó selvas tropicales 
presentan variaciones en cinco actividades enzimáticas, siendo notable la ausencia 
de hialuronidasa en el veneno de B. rodengheri. 
 
En Costa Rica Alape et al. (2008) estudiaron el veneno de dos poblaciones de B. 
asper procedentes del Caribe y de la Costa Pacífica de Costa Rica. Encontraron 
entre 27 y 30 proteínas diferentes, distribuidas en 8 grupos de toxinas: 
metaloproteinasas, fosfolipasas A2, serina proteinasas, L-amino acido oxidasas, 
desintegrinas, fragmentos ricos en desintegrina/ cisteína, lectinas tipo C y 
secreciones proteicas ricas en cisteína. Su estudio, mostró variación ontogénica, 
individual y geográfica; y explica que factores genéticos, ecológicos y geográficos 
influyen sobre la expresión proteica en los venenos de las serpientes.   
 
Núñez et al. (2009), caracterizaron el proteoma de B. atrox de Colombia, Brasil, 
Ecuador y Perú,  por medio de estudios de venómica y antivenómica. Manifiestan la 
existencia de dos fenotipos geográficamente diferenciados, y sugieren el 
pedomorfismo como respuesta a una tendencia selectiva durante la expansión de la 
especie hacia el sur trans – amazónico, a través del corredor de los Andes. Además, 
encontraron una alta reactividad cruzada del suero polivalente producido en Costa 
Rica frente a los venenos analizados.  
 
Los estudios que existen sobre variación proteica de venenos de serpientes en 
Colombia son escasos y ninguno en Nariño y Cauca. La mayoría de los estudios 
relacionados con serpientes en la región se basan en estudios morfológicos o 
ecológicos con implicaciones sistemáticas y geográficas (Castro et al. 1995, 
Campbell y Lamar 2004, Anganoy et al. 2009).  
 
3.2 Estudios de actividad biológica y letalidad de los venenos. En Perú, Bonilla y 
Zabaleta (1997) a partir del veneno de Bothrops hyoprorus purificaron parcialmente 
la enzima fosfolipasa A y caracterizaron sus actividades hemolítica, fosfolipásica y 
citotóxica; encontraron que la actividad citotóxica fue evidente a altas 
concentraciones y sugieren que las moléculas diferentes a fosfolipasas A serían las 
responsables del efecto citotóxico del veneno. 
 
Maruñak et al. (2006), investigaron la acción del veneno de Bothrops jararacussu de 
Argentina sobre la coagulación sanguínea, por medio de métodos in vivo e in vitro, 
que permitieron determinar la actividad coagulante, fibrinolítica, defibrinante y la 
letalidad del veneno, encontrando que sus resultados se diferenciaban de los 
realizados para otras especies de Bothrops, incluso dentro de la misma especie, con 
distribución en otras regiones sudamericanas.  
 
Quintana et al. (2000) estudiaron la variabilidad del veneno de dos poblaciones de 
Bothriechis schlegelii del suroeste y norte de Antioquia (Colombia); encontraron que 
las variaciones en los efectos farmacológicos, enzimáticos y en las propiedades 
inmunoquímicas del veneno están relacionadas con el aislamiento geográfico. 
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Adicionalmente, correlacionaron sus hallazgos con las variaciones morfométricas de 
las poblaciones.  
 
Saldarriaga et al. (2003), compararon ontogénicamente las actividades 
farmacológicas e inmunoquímicas de los venenos de ejemplares de B. asper y B. 
atrox procedentes de Antioquia y Meta respectivamente. Encontraron que los 
venenos de los neonatos y los juveniles muestran alta actividad letal, hemorrágica, 
coagulante y edemática, mientras que los adultos presentan una alta actividad 
hemolítica; y observaron que los sueros polivalentes producidos en Costa Rica 
muestran reactividad cruzada frente a los venenos de todos los especímenes. 
 
Yasnó (2005), evaluó la citotoxicidad eritropoyética en ratones y el efecto genotóxico 
del veneno de B. asper de El Tambo (Cauca, Colombia) en eritrocitos de sangre 
periférica de ratones, mostrando que el veneno contiene compuestos citotóxicos 
capaces de producir muerte celular y bloquear el sitio normal de la división, de 
manera inversa a la concentración del veneno; por otro lado, mostró que el veneno 
presenta compuestos genotóxicos que inducen a quiebres en el ADN, efecto 
reflejado en el incremento proporcional de micronúcleos en los eritrocitos a mayores 
concentraciones del veneno.     
 
Navia (2005) determinó las dosis letales 50 para tres poblaciones de B. asper del 
Departamento del Cauca procedentes de las Cuencas del Pacífico, del Río Patía  y 
del Río Cauca respectivamente. Evaluó la incidencia epidemiológica para la región a 
partir de historias clínicas del Hospital Universitario Nivel III “San José” de Popayán. 
Aunque las diferencias encontradas entre las tres poblaciones de B. asper, no son 
significativas, la que presentó mayor letalidad también representó el mayor número 
de registros (51), de un total de 82 accidentes ofídicos durante un período de 6 años 
(1998 a 2003) en 20 Municipios de los 42 existentes en el Departamento.  
 
Alape et al. (2009) en su estudio sobre el proteoma de B. asper, con base en los 
hallazgos ontogénicos y geográficos, concluyen que los neonatos tanto del Caribe 
como del Pacífico de Costa Rica son más letales e inducen hemorragia y proteólisis, 
mientras que los adultos presentan una alta actividad miotóxica. Además, afirman 
que dada la variación de los componentes del veneno, existe la necesidad de usar 
pools en la producción de antiveneno y proporcionar mezclas inmunogénicas 
adecuadas para tratamientos terapéuticos más efectivos.  
 
3.3 Estudios de epidemiología y tratamiento del accidente ofídico. Castro et al. (1999) 
analizaron extractos de plantas tropicales para el manejo clínico de los accidentes y 
la neutralización de algunos de sus efectos a través de la seroterapia. Otero et al. 
(2002b) mediante características bioquímicas y diferentes pruebas toxinológicas, 
determinaron la capacidad neutralizante de cuatro antivenenos polivalentes frente a 
los efectos farmacológicos y enzimáticos del veneno de B. asper y Porthidium 
nasutum de Antioquia y Chocó y afirman que el suero procedente del Instituto 
Nacional de Salud (Colombia) fue el de mayor potencia neutralizante. Por otra parte,  
Duque et al. (2007) investigaron sobre diferentes sustancias activas en animales, 
útiles para el tratamiento de los accidentes ofídicos.  
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En el Departamento del Cauca Ayerbe et al. 1977 y 1979, Ayerbe (2001) y Ayerbe y 
Latorre (2009) han desarrollado estudios sobre epidemiología y prevención del 
accidente ofídico. Entre los años 2000 y 2008 se reportaron 382 casos por accidente 
ofídico, sin contar los que por diversas razones no llegan a los centros hospitalarios 
por lo que es posible que la cifra sea superior; concluyen que el accidente ofídico 
afecta principalmente al sector rural y productivo, generando un impacto social y 
económico importante.  Para Nariño no se cuenta con este tipo de información ya 
que no se han realizado estudios retrospectivos ó de epidemiología que indiquen la 
incidencia y morbilidad por ofidismo en la región. 
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4. MARCO TEÓRICO  
 
4.1 Bothrops asper (Garman 1884) 
 
4.1.1 Posición taxonómica  
 
Reino: Animal  
Filum: Chordata  
Clase: Reptilia 
Orden: Squamata 
Suborden: Serpentes u Ophidia 
Familia: Viperidae 
Subfamilia: Crotalinae 
Género: Bothrops  
Especie: Bothrops asper 
 
4.1.2 Distribución y hábitat. B. asper ocupa las tierras bajas de México, América 
Central y el Noreste de América del Sur, se encuentran poblaciones insulares en la 
Isla Violines (Costa Rica), Gorgona (Colombia) y Trinidad (Sasa et al. 2009); en 
Colombia la especie se distribuye sobre la vertiente oeste de la Cordillera Occidental 
a lo largo de la Costa Pacífica hasta el Ecuador y hacia el norte hasta Venezuela 
(Figura 1) (Pérez y Moreno 1989, Campbell y Lamar 2004, Ayerbe 2008, Otero 
2009). Habita desde nivel del mar hasta los 2500 metros de altitud, aunque la 
mayoría se encuentran por debajo de los 1800 metros, entre los 0 y los 600 m 
(Vargas 1970, Moreno 2005, Sasa et al. 2009); es conocida vulgarmente como taya 
equis, terciopelo, barba amarilla, mapaná, boquidorá, damá, cuatronarices y 
“Western Lancehead” (Otero 2009, Campbell and Lamar 2004). 
 
B. asper es de hábitos crepusculares y nocturnos, refugiándose durante el día en 
huecos naturales de troncos y raíces, a lo largo de quebradas; además es una 
especie ampliamente adaptable que habita bosques húmedos tropicales, bosques 
premontanos, vegetación riparia y suele encontrarse cerca a cultivos, rastrojos, 
potreros, cuerpos de agua y asentamientos humanos (Charry 2003, Sasa et al. 
2009).  
 
4.1.2.1. Distribución de B. asper en el Departamento del Cauca. Se distribuye en la 
cuenca del Pacífico (Figura 2), ocupando alturas que oscilan de 0 a 2000 msnm. De 
acuerdo con Navia (2005) limita al norte con el Departamento del Valle del Cauca, al 
oriente con la cima de la Cordillera Occidental, al oeste con el Océano Pacífico, las 
Islas de Gorgona, Gorgonilla y al sur con el Departamento de Nariño. También existe 
una población insular en la isla Gorgona (Sasa et al 2009, Ayerbe y Latorre 2009).
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Figura 1. Bothrops asper. Mapa físico de América Central y Norte de Sur América 
que muestra la distribución geográfica de B. asper (círculos cerrados) (Modificado de 
Alape et al. 2008). Recuadro inferior derecho: Ejemplar juvenil de la Reserva Natural 
de las Aves El Pangán, Barbacoas, Nariño, Colombia. Fotografía: Mora, D. 2006.  

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
Figura 2. Distribución geográfica de la población de B. asper en el Departamento del 
Cauca. Izquierda: Cuencas hidrográficas del Departamento del Cauca con escala del 
rango altitudinal (msnm). Demarcación azul: Cuenca en la que se distribuye la 
población. Modificado de Ayerbe y Latorre (2009). Derecha: Bothrops asper (N° 
CIBUC-Se-000 004), 130 cm LT.  Cortesía CIBUC©, Popayán. Fotografía: Mora, D. 
2008.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.2.1.2. Distribución de B. asper en el Departamento de Nariño. Se distribuye en la 
cuenca del Río Iscuande-Micay, en la cuenca del Río Mira y en parte de la cuenca 
del Río Patía, sobre la vertiente oeste de la Cordillera Occidental, hacia la Costa 
Pacífica del Departamento de Nariño. De acuerdo con la revisión realizada en la 
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Colección Zoológica de la Universidad de Nariño PSO-CZ (Anexo A) se registraron 
un total de seis ejemplares de la especie provenientes de diferentes Reservas (La 
Planada y la Reserva Natural Río Ñambí) ubicadas en el municipio de Ricaurte, el 
cual limita con el municipio de Barbacoas de donde provienen los ejemplares 
capturados para el estudio (Figura 3).  
 
Figura 3. Distribución geográfica de la población de Bothrops asper de Barbacoas, 
Nariño. Izquierda: Cuencas hidrográficas del Departamento de Nariño. Modificado de 
Salazar (1996). Demarcación amarilla: Cuencas en las que se distribuye la población. 
Derecha: Bothrops asper (N° CIBUC-Se-000 193), hembra de 38 cm LT. Cortesía  
Reserva Natural de las Aves el Pangán©, Nariño Fotografía: Mora, D. 2009. 
 
 
 
 
 
 
   
 
 
 
 
 
 
 

 
 

4.1.3 Características morfológicas y hábitos alimenticios. Los adultos presentan una 
longitud que varía entre los 110-223 cm en hembras y 99.5-193 cm en machos 
respectivamente (Solórzano y Cerdas 1989). Sus colmillos retráctiles ubicados en la 
parte anterior de la maxila dotados de un conducto central cerrado (dentición 
solenoglifa) pueden alcanzar hasta 2.8 cm; su cabeza es de forma triangular con 
escamas supracefálicas pequeñas y carenadas al igual que el resto del cuerpo; es 
considerada eurífaga pues su dieta es variada, se alimenta principalmente de 
mamíferos como ratones y conejos pequeños, reptiles como lagartos y serpientes, 
aves de las familias Thraupidae y Troglodytidae, y anuros de especies como 
Pristimantis achatinus, Leptodactylus savagei y Rhinella marina (Charry 2003, Hoyos 
et al. 2003, Sasa et al. 2009). 
 
Se caracteriza por presentar una alta variación morfológica, con patrones de 
coloración que van desde café claro o habano hasta gris claro u oscuro, y sobre el 
dorso con manchas características en forma de equis café oscuras o negras en 
contraste con el color total del cuerpo; presenta una franja postorbital oscura del 
ancho de 1 a 2 escamas, que se extiende desde detrás del ojo al ángulo de la boca; 
ventralmente es de color crema uniforme o con manchas oscuras (Charry 2003, 
Campbell y Lamar 2004, Boada et al. 2005, Sasa et al. 2009, Saldarriaga et al. 
2009).  
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         MIRA  
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4.2 Bothrops cf. asper. 
 
4.2.1 Posición taxonómica  
 
Reino: Animal  
Filum: Chordata  
Clase: Reptilia 
Orden: Squamata 
Suborden: Serpentes u Ophidia 
Familia: Viperidae 
Subfamilia: Crotalinae 
Género: Bothrops  
Morfoespecie: Bothrops cf. asper 
 
4.2.2 Distribución y hábitat. Conocida como equis patiana o cacica (Figura 4). Su 
población se distribuye entre el sudoeste de la Cordillera Central y el sudeste de la 
Cordillera Occidental, en la cuenca alta del Río Patía (Ayerbe 2008), la cual 
comprende desde el Corregimiento El Hoyo, donde se unen los ríos Quilcacé y 
Timbío para dar origen al Río Patía, hasta el punto donde se unen los ríos San Jorge 
y Guachicono con el Río Patía propiamente dicho (Las Juntas) (Lobo 1993). Limita al 
norte con la cuenca del Río Cauca, al este con la cima de la Cordillera Central y el 
Macizo Colombiano, al Oeste con la cima de la Cordillera Occidental y su pie de 
monte Oriental, y al sur con el Departamento de Nariño (Navia 2005).  
 
4.2.3 Características morfológicas y hábitos alimenticios. Se sospecha que puede ser 
una especie distinta para el género Bothrops (Ayerbe et al. 1990). Actualmente sus 
características morfológicas y morfométricas se están describiendo. Los hábitos 
alimenticios de la especie aún son desconocidos ya que no se han realizado estudios 
relacionados con la dieta de estos ejemplares. 
 
Figura 4. Distribución geográfica de la población de Bothrops cf. asper del Valle del 
Patía, Cauca. Izquierda: Cuencas hidrográficas del Departamento del Cauca con 
escala del rango altitudinal (msnm). Demarcación amarilla: Cuenca en la que se 
distribuye la población. Modificado de Ayerbe y Latorre (2009). Derecha: Bothrops cf. 
asper (N° CIBUC-Se-000 064), 160 cm LT. Cortesía CIBUC ©, Popayán. Fotografía: 
Mora, D. 2008.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



34 
 

4.3 EL VENENO DE LAS SERPIENTES 
 
El sistema venenoso de las serpientes como estructura de depredación y defensa, 
cuya función primaria es debilitar, inmovilizar o matar presas antes de ser ingeridas 
(Ayerbe et al. 2003) ha tenido grandes implicaciones en diversos campos de la 
ciencia, principalmente en la medicina, por la alta incidencia de accidentes ofídicos 
sobre la población humana y la elaboración de sueros antiofídicos a partir de los 
venenos de Vipéridos y Elápidos (Gutiérrez and León 2009). 
 
Los venenos de las serpientes son compuestos de alta complejidad, producto de 
miles de años de evolución, de los cuales aún se desconoce las funciones o 
acciones farmacológicas de algunos de sus componentes (Charry 2003, Duque et al. 
2007). Se caracterizan por ser líquidos turbios, viscosos, de color variable, desde 
verde o amarillo hasta incoloro; están conformados por cantidades variables de agua 
(aproximadamente el 90%), sales, lípidos, carbohidratos, un gran número de 
péptidos de masa molecular baja, proteínas y toxinas con o sin actividad enzimática, 
y en general contienen aproximadamente un 25% de sólidos totales, los cuales 
confieren a los venenos dicha viscosidad (Castro et al. 1999, Ruiz de Torrent et al. 
2000). 
 
Las toxinas que componen el veneno de las serpientes son proteínas de masa 
molecular generalmente menor a 30 kDa; y todas las toxinas de los venenos de las 
serpientes del género Micrurus tienen masas moleculares < a 10 kDa (Chippaux et 
al. 1991, Pastrana et al. 2003). Entre las proteínas que los conforman están las 
fosfolipasas, fosfomonoesterasas, alfa-aminoacidooxidasas, acetilcolinesterasas, 
metaloproteinasas, NAD nucleosidasas, hialuronidasas, quinasas, proteasas, toxinas 
poliproteicas, cardiotoxinas, neurotoxinas, las cuales tienen receptores específicos 
que actúan sobre las membranas celulares (Lakhotia et al. 2002, Maruñak et al. 
2006).  
 
Los venenos pueden ser de tres tipos vasculotóxicos, miotóxicos y neurotóxicos; los 
venenos vasculotóxicos producidos fundamentalmente por los géneros Bothriechis, 
Bothrocophias, Bothriopis, Bothrops, Lachesis y Porthidium actúan directamente 
sobre las proteínas celulares, destruyéndolas de forma casi inmediata; mientras que 
los neurotóxicos producidos por los géneros Crotalus, Micrurus y Pelamis, ocasionan 
parálisis corporal, falla pulmonar y cardiaca al actuar sobre los  neuroreceptores 
(Ayerbe 2008, Ministerio de Salud 2005, Vázquez 1994); los géneros Crotalus y 
Pelamis también presentan efecto miotóxico afectando directamente a los miocitos y 
generando insuficiencia renal aguda por mioglobinuria (Pineda y Renjifo 2002; 
Ayerbe 2008).  
 
Particularmente, el veneno de las serpientes del género Bothrops, es una mezcla 
compleja de proteínas y enzimas farmacológicamente activas (Lerma et al. 2004) que 
actúan como moléculas esenciales en el cumplimiento de diferentes funciones 
fisiológicas, de predación y defensa (Harvey et al. 2004, Ruiz de Torrent et al. 2005, 
Pérez et al. 2008). Pueden inducir de la aglutinación celular y de glóbulos rojos, a 
través de una glicoproteína llamada hemoaglutinina o lecitina, caracterizada por 
presentar sitios de unión a receptores de azúcar en la membrana celular. Muchos de 
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estos componentes, por medio de diferentes mecanismos de transporte, traspasan la 
membrana celular y ocasionan diversos efectos fisiopatológicos y  grados de 
envenenamiento bothrópico, como resultado de la variación en la concentración y 
composición del veneno (Koscinczuk et al. 2002, Alvarado et al. 2004). 
 
4.3.1 Variación intraespecífica del veneno. La especificidad de las proteínas y los 
efectos farmacológicos de los venenos, no solo dependen de la distribución 
anatómica de los receptores, la cantidad de receptores disponibles o de la cantidad 
de toxina introducida, sino también del lugar de procedencia del espécimen, su 
estado de crecimiento, la estación del año y el tiempo transcurrido desde la anterior 
inoculación de veneno (Chippaux et al. 1991, Pastrana et al. 2003). Con base en lo 
anterior Chippaux et al. (1991) propone diferentes tipos de variación intraespecífica 
del veneno, a saber, variación geográfica, individual, estacional, variación ontogénica 
y sexual. De allí que muchos de los estudios sobre venenos, tanto intra como 
interespecie, tengan en cuenta estos tipos de variación (Quintana et al. 2000, 
Saldarriaga et al. 2003, Alape et al. 2008).  
 
Desde la década de los 80 se ha reportado la variación geográfica del veneno de B. 
asper (Aragón –Ortiz y Gubensek 1981). Recientemente, Alape et al. (2008) y  
Assakura et al. (1992) también documentaron la variación intraespecífica del veneno 
de B.asper. De acuerdo con sus estudios, el veneno de esta especie varía 
dependiendo de su distribución geográfica y consecuentemente presenta actividades 
enzimáticas y patrones electroforéticos distintos; incluso se presentan diferencias a 
nivel de las abundancias relativas de las familias proteicas tal como también lo indica 
Juárez (2007) al comparar la composición proteica de los venenos de B. asper de la 
Costa Pacífica y del Caribe de Costa Rica. 
 
La variación intraespecífica de los venenos es un factor determinante en los cuadros 
clínicos presentados por los pacientes víctimas de accidentes ofídicos; y por lo tanto, 
el análisis de dicha variación  puede permitir un manejo terapeútico más adecuado, 
desde el punto de vista diagnóstico y de la producción de antivenenos más efectivos 
(Chippaux et al. 1991, Quintana et al. 2000).  
 
4.3.1.1 Veneno de Bothrops asper. B. asper presenta un tipo de veneno 
vasculotóxico y proteolítico (Figura 5), cuyas enzimas son las responsables de las 
alteraciones locales manifestadas generalmente en los accidentes bothrópicos (Dunn 
1944, Ángel 1987).  
 
Figura 5. Veneno de Bothrops asper. Cortesía CIBUC©, Popayán. Fotografía: Mora, 
D. 2008.  
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4.3.1.1.1 Proteínas del veneno de B. asper. El veneno de B. asper contiene proteínas 
de alta masa molecular;  enzimas, como hialuronidasas, fosfolipasas, hidrolasas y 
fosfodiesterasas, pero predominan las enzimas hidrolíticas (Alagón et al. 1980); 
además de hemorraginas (metaloproteinasas), las cuales son polipéptidos, 
caracterizadas por su acción vascular directa que ocasiona separación de las 
uniones endoteliales (Rodríguez 2001).  
 
A partir del fraccionamiento de venenos de la familia Viperidae han sido separadas y 
purificadas diferentes proteínas con o sin actividad enzimática, como la fosfolipasa 
A2, isoenzima presente en el veneno de B. asper, que cataliza la hidrólisis específica 
de los enlaces éster en la posición del carbono 2 de 1, 2 –diacil-fosfoglicéridos. Esta 
enzima ácida desempeña un papel importante en el metabolismo de lípidos y como 
anticoagulante, además ha sido ampliamente usada para estudiar la estructura de 
lipoproteínas o membranas biológicas y como modelo de interacciones proteína – 
lípido (Alagón et al. 1980, Quevedo et al. 2000; Salcedo 2005).  
 
Igualmente en el veneno de la especie se han encontrado proteínas de alta masa 
molecular, miotoxinas algunas con actividad fosfolipásica (Gutiérrez y Lomonte 1989, 
Rodríguez 2001, Huatuco et al. 2004), desintegrinas, serina proteinasas, lectinas tipo 
C y L- amino acido oxidasas (Alape et al. 2008). 
 
Las miotoxinas bothrópicas son de naturaleza básica, y constituyen un grupo de 
proteínas estructural y antigénicamente relacionadas con las fosfolipasas. Se 
caracterizan por producir daño al sarcolema y aunque se afirma que algunos 
componentes pueden estar involucrados en la unión específica al sarcolema, el 
punto de unión a la membrana muscular, aún es desconocido (Huatuco et al. 2004).  
 
Todos estos compuestos generan una acción farmacológica particular, incluyendo 
efectos como la acción proteolítica y sobre la coagulación sanguínea, entre otras 
actividades y efectos biológicos que se discutirán más adelante.  
 
4.3.1.2  Actividad biológica del veneno de B. asper. La complejidad del veneno de la 
especie como consecuencia de la presencia de toxinas, proteínas enzimáticas y no 
enzimáticas, desencadena un complicado cuadro de alteraciones fisiopatológicas  
que incluyen efectos locales y sistémicos (Castro et al. 1999, Otero 2009). Además, 
muchos de estos compuestos, al igual que en diferentes especies del género 
Bothrops, destruyen la cubierta endotelial de los vasos sanguíneos, las proteasas 
desencadenan la producción de histamina y bradiquinina y afectan el mecanismo de 
conducción del miocardio (Vargas 1970, Rodríguez 2001, De Roodt et al. 2004, 
Maruñak et al. 2006). 
 
Entre las actividades y efectos biológicos del veneno de B. asper la formación de 
edema es generada por: a). La acción directa de los componentes del veneno sobre 
la microvasculatura, incrementando la permeabilidad de los capilares y las vénulas y 
b). La presencia de miotoxinas en el veneno, las cuales generan infiltración de 
leucocitos e incremento de IL-6 y a su vez desencadenan procesos inflamatorios que 
terminan en la actividad edemática del veneno. Esta actividad también puede 
generar graves alteraciones por la pérdida de fluidos, e incluso ocasionar la 
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compresión de los tejidos, necrosis, isquemia y consecuentemente síndrome 
compartimental, como resultado del daño vascular ocasionado por la liberación de 
mediadores endógenos de la histamina, las cianinas y las prostaglandinas (Gutiérrez 
et al. 1986, Gutiérrez y Lomonte 1989, Lomonte et al. 1993).  
 
Las enzimas proteolíticas se constituyen en componentes importantes de los 
venenos de la familia Viperidae, actúan degradando los componentes proteicos de la 
membrana basal de la microvasculatura, y posteriormente producen disrupción de 
células endoteliales por lo que se relaciona con la actividad hemorrágica. Se ha 
documentado que los venenos de B. asper de diferentes áreas geográficas 
presentan variación intraespecífica respecto a la actividad proteolítica. Así, B. asper 
de la Costa Pacífica de Costa Rica muestra una actividad de 87 + 5 U/mg, mientras 
que B. asper del Caribe tiene una actividad proteolítica de 76 + 5 U/mg (Lomonte y 
Gutiérrez 1983).  
 
El mecanismo de acción sobre la coagulación se produce por agregación plaquetaria 
consecutiva a la lesión vascular, potenciada por la endopeptidasa del veneno, que 
provoca activación de los factores plaquetarios, por la activación del paso de 
protrombina a trombina, de fibrinógeno a fibrina y la inactivación del factor XIII, 
generando finalmente una coagulopatía (Pineda y Renjifo 2002, Araujo 2003, 
Pastrana et al. 2003).  
 
Las metaloproteinasas, son uno de los componentes principales que  desencadenan 
la actividad hemorrágica del veneno de B. asper, causada por la degradación de 
proteínas de la membrana basal en la pared de los vasos sanguíneos, acción que 
genera la pérdida de la integridad de los capilares, la extravasación y los efectos 
hematotóxicos del veneno (Gutiérrez y Lomonte 1989, Rodríguez 2001). Las 
manifestaciones hemorrágicas generadas por B. asper ocurren en varios órganos y 
pueden ser responsables de hipovolemia, hipotensión, hipoperfusión tisular, choque 
cardiovascular y severos accidentes cerebrovasculares en los pacientes (Gutiérrez et 
al. 2009).  
 
El efecto hemolítico se produce directamente por acción de la fosfolipasa A sobre la 
membrana del hematíe o a través de la transformación de la lecitina en lisolecitina, 
que actúa como sustancia hemolítica (Pastrana et al. 2003), esta enzima también 
puede inducir acción cardiotóxica, miotoxicidad, efecto anticoagulante y actividad 
inductora de edema (Lazo et al. 1998), y conducir a una serie de drásticos eventos 
degenerativos que culminen con necrosis selectiva de las células de los tejidos 
blanco (Yasnó 2005). 
 
El efecto mionecrótico se caracteriza porque las fibras necróticas presentan masas 
de miofribrillas amorfas alternando con espacios vacíos; este efecto ocurre como 
respuesta directa a la acción de las miotoxinas las cuales afectan la integridad de la 
membrana plasmática del músculo esquelético o como consecuencia indirecta de la 
isquemia que se desarrolla en el músculo esquelético por acción directa del veneno 
sobre la microvasculatura (Gutiérrez y Lomonte 1989).  
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4.3.1.3 Dosis Letal 50 (DL50) del veneno de B. asper. La dosis letal es la cantidad en 
miligramos, en este caso de veneno, que al ser aplicado a una población 
experimental, ocasiona en un período determinado de tiempo y en función de su 
naturaleza química, la muerte del 50% de la población (Instituto Clodomiro Picado 
2010). Los resultados se expresan en términos de miligramos de veneno por gramo 
de peso, o en microgramos por peso total en gramos del animal. Además el valor de 
la DL50 es inversamente proporcional a su poder de letalidad, así, cuanto menor es 
la DL50 de una sustancia, mayor es su grado de toxicidad (Yasnó 2005, Instituto 
Clodomiro Picado 2010).  
 
Existen diferentes variables que influyen sobre la determinación de la dosis letal 50, 
como la ruta de inoculación (Kococholaty et al. 1968), los  factores de dilución y los 
niveles (número de concentraciones)  utilizados; así, a mayor distancia en el factor 
de dilución mayor será la varianza asociada al sistema. De igual manera el número 
de ratones (n) utilizados por cada nivel de veneno y el n total de la prueba, e incluso 
variables de carácter biológico como las cepas de ratones (reproducibilidad en las 
cepas usadas) y el peso de los mismos se convierten en factores críticos durante la 
estimación de la dosis (Solano et al. In prep).  
 
La dosis mínima letal 50 del veneno de B. asper reportada por Assakura et al. (1992) 
está entre 70 a 77 µg/ratón; sin embargo la DL50 obtenida en diferentes poblaciones 
de B. asper  particularmente del Departamento del Cauca está entre 95.2-119.5 
µg/ratón según Navia (2005) y entre 105.9-116.1 µg/ratón según Yasnó (2005), lo 
que indica la variación interpoblacional del veneno de la especie. Es necesario tener 
en cuenta que la vía de inoculación fue la misma (intraperitoneal); la variación entre 
las dosis letales de las poblaciones del Cauca puede atribuirse al tamaño de muestra 
de ratones utilizados por nivel y en total, a la diferencia en peso de los mismos y su 
cepa de procedencia.  
 
4.4 EL ACCIDENTE OFÍDICO 
 
Conocido también como ofidiotoxicosis, ofitoxemia ó simplemente mordedura de 
serpiente. Es el cuadro clínico que comprende un conjunto de síntomas y signos 
como resultado de la inoculación de sustancias venenosas o no, producto de la 
mordedura de una serpiente venenosa o no y que pueden ocasionar severos daños a 
tejidos y órganos e incluso llegar hasta la muerte (Lévano y Fernández 2004, Ayerbe 
2008).  
 
Se presentan diferentes grados de envenenamiento, leves, moderados y graves, los 
cuales están determinados por el tamaño del ofidio, la especie, la cantidad de 
veneno inoculado, la vía de inoculación, la profundidad de la mordedura, la edad, 
susceptibilidad y salud del paciente y el período de tiempo antes de la aplicación del 
tratamiento (Aguirre 2004).  
 
Estudios sobre ofidismo en el Departamento del Cauca durante los períodos 
comprendidos entre 1993 - 1997 y 2000 – 2008, concluyen  que El Tambo presenta 
el mayor número de accidentes  ofídicos, principalmente por la alta densidad de 
serpientes en este municipio (Ayerbe 2000, Ayerbe 2009). 
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4.4.1 Accidente bothrópico. Este envenenamiento es causado por las serpientes de 
los géneros Bothriechis, Bothrocophias, Bothriopsis, Bothrops, Porthidium y 
corresponde a los accidentes ofídicos de mayor importancia epidemiológica en el 
país. El cuadro clínico se caracteriza por manifestaciones locales importantes como 
dolor intenso, edema de carácter precoz y progresivo; frecuentemente se presentan 
equimosis, sangrado por los sitios de inoculación del veneno, linfadenitis regional, 
parestesias, hipotermia y con menor frecuencia necrosis de tejidos, formación de 
abscesos o desenvolvimiento de síndrome compartimental, dejando como 
consecuencia la pérdida funcional o anatómica del miembro afectado (Ayerbe 1995 y 
2008).  

Las manifestaciones sistémicas incluyen coagulopatías, hemorragias como 
gingivorragias, hematuria, hematochesis y hematemesis, epistasis, hipotensión 
arterial, shock mixto, convulsiones, ictericia, septicemia, coagulación intravascular 
diseminada, nauseas, vómitos, sudor, oliguria o anuria, síntomas neurológicos 
secundarios a causa de hemorragia intracraneal; muerte por insuficiencia renal 
aguda, hemorragia en el sistema nervioso central y a nivel de los pulmones, 
microtrombosis capilar pulmonar masiva, trombosis coronaria ó taponamiento 
cardiaco e incluso aborto en las mujeres embarazadas (Ayerbe 1995, Castro et al. 
1999, Araujo 2003, Pinho y Pereira 2001, Otero 2009) 

Particularmente B. asper desencadena edema (Figura 6 A) en el 95% de los casos, 
hemorragia local (34%), hemorragias y equimosis durante los primeros 5 a 30 
minutos, ampollas y flictenas (12%) (Figura 6 B), dermonecrosis y mionecrosis (10%) 
entre las seis u ocho horas después de la mordedura, defibrinogenación en el 60 a 
70% de los casos, la cual suele presentarse entre los 30 a 60 minutos de ocurrido el 
accidente (Otero 2009). Entre los hallazgos paraclínicos están, elevación de los 
indicadores de fase aguda (proteína C reactiva), paracoagulación por efecto de 
enzimas similares a la trombina con síndrome de coagulación intravascular 
diseminada (CID); trombocitopenia, prolongación de los tiempos de coagulación (TC) 
y aumento de los productos de degradación del fibrinógeno (PDF) (Ayerbe 2008). 

Figura 6. (A) Edema en pierna izquierda encontrados en un accidente bothrópico 
moderado (Araújo 2003). (B) Flictenas a lo largo del miembro afectado. Cortesía 
Hospital Universitario San José, Popayán (Ayerbe 2008). 
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4.4.2 Sueros antiofídicos o antivenenos. Son el tratamiento específico y efectivo para 
este tipo de lesiones, siendo la vía intravenosa la ideal (98%); pueden ser mono o 
polivalentes; los monovalentes actúan para un género específico de serpientes, 
mientras que los polivalentes sirven para el tratamiento de diferentes géneros de la 
misma familia (Lévano y Fernández 2004). Sin embargo, como se obtienen a partir 
de la inmunización de equinos, pueden desencadenar alteraciones alérgicas llegando 
incluso a ocasionar la muerte del paciente, y por lo tanto estas reacciones deben ser 
bloqueadas con adrinalina, antihistamínicos y corticoides (Aguirre 2004).  
 
En Colombia circulan sueros producidos en Costa Rica, Brasil, Venezuela y México, 
a partir de venenos de poblaciones de serpientes de dichos países y 
consecuentemente la eficacia del tratamiento para los accidentes nacionales no es la 
misma (Otero et al. 1992). Alape (2002) también afirma que los sueros antiofídicos 
preparados con venenos de una región neutralizan eficazmente solo los venenos de 
esa región y por lo tanto se deben producir sueros antiofídicos con venenos de 
ejemplares procedentes de la misma región donde se usan.  
 
4.5 IMPORTANCIA DE LAS SERPIENTES 
 
La protección de las serpientes en nuestro entorno es relativamente nula, y hablar de 
conservación de las serpientes para muchos podría sonar absurdo. Al privarlas de su 
hábitat se interrumpe la cadena trófica de varios animales que las incluyen en su 
dieta alimenticia, y al mismo tiempo se genera el crecimiento de poblaciones 
(roedores) que pueden ocasionar graves pérdidas en el sector agrícola y perjuicios 
sobre la salud humana (Vélez 2006).   
 
Serpientes no venenosas como Clelia clelia, la llamada cazadora negra, es ofiófaga, 
pues se alimenta de serpientes venenosas como Bothrops asper, lo cual hace de ella 
una serpiente de gran utilidad para el control de las mismas poblaciones de ofidios. 
No obstante, el hombre debido a su concepción sobre las serpientes como animales 
mortales, ha ocasionado la muerte indiscriminada e indiferente de todas las 
serpientes (Ángel 1987).  
 
Además, a pesar de su importancia en el mantenimiento del equilibrio de los 
ecosistemas, las serpientes también son víctimas de la persecución humana, con el 
fin de adquirirlas como mascotas, para elaborar accesorios o platos de cocina (Ángel 
1987). No todos los ejemplares provienen de zoocriaderos, sino que son extraídos 
directamente de su hábitat natural, y las autoridades ignorantes de su protección 
toleran este comercio; como por ejemplo en Medellín la venta de carne de boa es 
relativamente alta (Vélez 2006).  
 
4.6 METODOS PARA EVALUAR LA VARIACIÓN PROTÉICA 
 
4.6.1 Electroforesis. Es una técnica que detecta cambios en las propiedades físicas 
de las proteínas cuando un aminoácido es sustituido por otro (Griffiths et al. 2005). 
Se caracteriza por sus propiedades uniformes, es de fácil preparación, reproducible y 
permite medir la tasa de migración de moléculas en un medio que contiene líquido 
cuando se le aplica un campo eléctrico (García 2000). El proceso inicia cuando se 
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aplican las muestras en los pozos y la corriente eléctrica pasa por el sistema durante 
un tiempo apropiado, haciendo migrar las moléculas; finalmente el papel o el gel 
puede tratarse con colorantes selectivos para visualizar los componentes separados 
(Klug y Cummings 1999).  
 
Factores como la potencia del campo eléctrico, la acción del tamiz molecular del 
medio (papel, almidón, gel) en que se realiza la migración, el pH, la fuerza iónica, la 
homogeneidad de la muestra, el gradiente de potencial, el tiempo de corrido y la 
concentración de la poliacrilamida afectan la tasa de migración de las moléculas 
(García 2000, Lecca 2003).  
 
Esta técnica ha sido utilizada para separar diferentes moléculas, un ejemplo son las 
proteínas, las cuales son separadas en función de las diferencias en tamaño y en 
carga eléctrica. Las variaciones nucleotídicas en un gen estructural generan la 
sustitución de un aminoácido cargado, alterando la carga eléctrica total de la 
proteína, y esta diferencia en la carga se puede detectar como un cambio en la tasa 
de migración de la proteína en un campo electroforético (Klug y Cummings 1999). 
 
4.6.1.1 Electroforesis en gel de poliacrilamida. La electroforesis de proteínas en gel 
con una matriz de poliacrilamida, se conoce como electroforesis en poliacrilamida 
(PAGE, “polyacrilamide gel electrophoresis”);  es una de las técnicas más usadas 
para caracterizar mezclas complejas de proteínas, además es un método rápido y 
económico a nivel de muestra, puesto que se requieren pequeñas cantidades de 
proteína. Los geles de poliacrilamida son un excelente medio de soporte para 
separaciones electroforéticas ya que presentan una serie de propiedades idóneas 
como: son químicamente inertes, transparentes y estables en un rango amplio de 
pHs, temperatura, fuerza iónica, elasticidad, porosidad controlable y compatibilidad 
con una gran variedad de compuestos químicos (Bollag y Edelstein 1991, Lomonte 
2005). 
 
Assakura et al. (1992), afirma que esta técnica ha permitido reconocer y distinguir 
especies de serpientes de la familia Viperidae, gracias a la particularidad de los 
patrones electroforéticos proteínicos, siendo posible visualizar bandas polipeptídicas 
con su respectiva masa molecular, tal como lo muestra Alagón et al. (1980) con el 
veneno de Bothrops asper. 
 
4.6.2 Cromatografía líquida de alta resolución (HPLC). La técnica se fundamenta en 
el uso de una presión alta sobre la sustancia a analizar (fase móvil), la cual permite el 
paso de dicha sustancia a través de la fase estacionaria con mayor poder de 
retención, puesto que sus componentes son del tamaño de micrones para aumentar 
la eficiencia en la separación de las biomoléculas (Palma et al. 2006, Bussi 2007).  
 
Esta técnica es indispensable para la purificación de biomoléculas, de péptidos u 
oligonucleótidos sintetizados químicamente y de compuestos orgánicos de baja 
masa molecular (Palma et al. 2006). Entre las ventajas que tiene la técnica se 
encuentran: gran sensibilidad, determinaciones cuantitativas exactas, determinación 
de compuestos no volátiles, reducción en los tiempos de purificación y como 
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resultado se incrementa el porcentaje y rendimiento de la separación de las 
sustancias analizadas (Bussi 2007).  
 
4.6.3 Inmunoelectrotransferencia o Western Blotting. Esta técnica puede acoplarse 
con la electroforesis en gel de poliacrilamida; se fundamenta en el marcaje de 
anticuerpos con enzimas para la detección de cantidades muy bajas de antígenos o 
anticuerpos. La técnica es de gran utilidad en el análisis de mezclas antigénicas y 
provee información relacionada con la masa molecular de los antígenos que 
reaccionan (Lomonte 2005). 
 
Los perfiles electroforéticos son transferidos a una membrana de nitrocelulosa 
mediante un campo eléctrico, quedan inmovilizados sobre su superficie por uniones 
no covalentes y son accesibles a la interacción con anticuerpos; inicialmente los 
anticuerpos reconocen al antígeno, luego un conjugado anti-inmunoglobulina/enzima 
detecta los anticuerpos unidos al antígeno y le confiere un coloreado precipitable 
(Lomonte 2005).     
 
4.6.4 Métodos inmunoenzimáticos: ELISA para cuantificación de anticuerpos. Es una 
técnica inmunoenzimática heterogénea, simple y versátil, donde la actividad de la 
enzima no es afectada por la reacción antígeno- anticuerpo, siendo importante contar 
con una fase de separación entre reactivos unidos y reactivos libres. Se basa en el 
marcaje de anticuerpos con enzimas, permitiendo su cuantificación; consiste en unir 
el antígeno a la fase solida, el cual es reconocido por los anticuerpos presentes en la 
mezcla (sueros antiofídicos) y los anticuerpos a su vez son detectados mediante un 
conjugado anti-inmunoglobulina/enzima. Esta metodología complementa el análisis 
de inmunoelectrotransferencia, pues es de carácter cuantitativo (Lomonte 2005).     

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



43 
 

5. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
 
5.1 ÁREAS DE ESTUDIO  
 
5.1.1 Reserva Natural de las Aves El Pangán, Nariño. Ubicada en el  municipio de 
Barbacoas, Departamento de Nariño, al suroccidente de Colombia sobre la vertiente 
Oeste de Cordillera Occidental de los Andes, entre 01º21’N y 78º04’W (Figura 7). 
Hace parte de las tierras bajas del Pacífico Colombiano, reconocidas como parte del 
Chocó biogeográfico (Conservación Internacional 2006), comprende las zonas de 
vida de bosque pluvial tropical y bosque pluvial premontano, con una altitud entre 
550 y 1.900 m. Presenta una temperatura promedio de 24ºC, una precipitación media 
anual de 6512 mm, con régimen bimodal de fuertes lluvias entre los meses de Abril, 
Mayo, Septiembre, Octubre y Noviembre y una humedad del 90% (ProAves 2005).  
 
Figura 7. Reserva Natural de las Aves El Pangán, Municipio Barbacoas, 
Departamento Nariño (Fuente: este estudio).  
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Los dos ejemplares que representaron la población de B. asper de Nariño (Ba-N), 
fueron colectados uno en el punto conocido como la Manzana y el otro a pocos 
metros del sendero la Sabaleta. Ambos puntos se encuentran en un perímetro 
cercano a la cabaña de la Reserva.  
 
5.1.2 Municipio de El Tambo, Cauca. Está  localizado hacia el occidente,  a 33 
kilómetros de la ciudad de Popayán (Figura 8), con una ubicación geográfica 
2°27`15” N y 76°40’04” W y una altitud de 1745 m.s. n.m. Presenta una temperatura 
media de 18° C, está dividido en tres regiones: la región del alto Cauca, región de la 
cuenca alta del Río Patía y región del Río Micay. Su relieve es montañoso, incluye 
pie de montaña, colinas y superficie aluvial; cuenta con importantes elevaciones: los 
cerros de Altamira, Don Alfonso, Mechengue, Napi, Pan de Azúcar, Santana y 
Munchique; y hoyas como la del río Cauca que drena a la vertiente del Atlántico y las 
de los ríos Patía y Huisitó en el Pacífico (http://eltambo-cauca.gov.co).  
 
La muestra de la población de B. asper de Cauca, correspondió a la vertiente oeste 
de la Cordillera Occidental en el Municipio El Tambo (Ba-T), en los corregimientos de 
Huisitó, Playa Rica y Nueva Granada. 
 
Figura 8. Municipio El Tambo, Departamento Cauca (Fuente: este estudio). 
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5.1.3 Valle del Río Patía. El Valle del Río Patía comprende la zona de influencia del 
curso alto del Río Patía (0 º 14’ N) en el Departamento del Cauca y en el extremo 
norte del Departamento de Nariño (Figura 9). Su clima es altamente estacional, la 
precipitación anual es menor a 900 mm y tiene una altitud entre 600 y 900 m. Está 
rodeado por bosque nublado y bosque húmedo premontano de las Cordilleras 
Central y Occidental, este valle presenta una biota única propia de las zonas áridas y 
ha permanecido aislado de hábitats similares un tiempo suficiente para que la 
especiación ocurra en su flora y fauna (Lobo 1993, Díaz et al. 2006).  
 
El Río Patía, que fluye desde el Macizo Colombiano hacia el occidente, al entrar en 
territorio de Nariño pierde la amplitud de su valle y forma la fosa Patiana, que separa 
la Cordillera Centro-Oriental de la Cordillera Occidental en la Hoz de Minamá, una 
elevación de 400 m, el cual es un imponente cañón de más de 1 km de profundidad y 
sesenta km de largo; luego gira en dirección Noroeste para salir a la Llanura del 
Pacífico, donde su cauce forma amplios meandros en zona selvática (Lobo 1993, 
Díaz et al. 2006).  

Figura 9. Valle del Río Patía, Cauca- Nariño (Fuente: este estudio).   
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La muestra de la población de B. cf. asper del Valle del Patía (Ba-P), corresponde al 
suroriente del Municipio de El Tambo, corregimiento San Joaquín, Veredas 
Pomorroso y Versalles, y al Municipio la Sierra, vereda Frontino bajo en el 
Departamento del Cauca 
 
5.2 TRABAJO DE CAMPO 
 
Se realizó una salida de campo de 17 días a la Reserva Natural de las Aves el 
Pangán, con búsquedas diurnas y nocturnas empleando ganchos de sujeción, de 
presión y bolsas de tela (Scrocchi y Kretzschmar 1996). Con el fin de corroborar e 
identificar la especie, en campo se realizaron las respectivas observaciones físicas y 
morfológicas tal y como las describe Castro et al. (2005). Una vez capturados los 
ejemplares, fueron colocados en recipientes plásticos para su transporte hasta el 
serpentario del Centro de Investigaciones Biomédicas de la Universidad del Cauca 
(CIBUC). 
 
Entre los hábitats revisados en la Reserva Natural de las Aves el Pangán se 
incluyen: zonas abiertas o claros (Figura 10 A y B), plataneras (Figura 10 C) y bordes 
de bosque (Figura 10 D). Entre los microhábitats donde se realizaron las búsquedas 
están: troncos (Figura 11 A), construcciones de pequeñas cabañas abandonadas 
(Figura 11 B y C) donde se observó crecimiento sucesional temprano, cuevas 
formadas entre las raíces de los árboles o las rocas (Figura 11 D), hojarasca (Figura 
11 E), y a lo largo de las quebradas o alrededor de la formación de estanques o 
lagunetas, (Figura 11 F). El Anexo B muestra  los lugares de muestreo y el esfuerzo 
horas/hombre en la Reserva Natural de las Aves el Pangán.  

 
Figura 10. Hábitats de la Reserva Natural de las Aves el Pangán donde se 
efectuaron las búsquedas. (A, B)   Zonas abiertas o claros. (C) Plataneras. (D) 
Bordes de bosque. Fotografía: Mora, D. 2009. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 11. Microhábitats de la Reserva Natural de las Aves el Pangán. (A) Troncos. 
(B, C) Cabañas o estaciones abandonadas. (D) Cuevas. (C) Hojarasca. (F) Orillas de 
las quebradas. Fotografía: Mora, D. 2009. 
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5.3 TRABAJO DE LABORATORIO 
 
5.3.1 Tamaño de muestra. Los venenos de 4 ejemplares adultos y de un juvenil 
menor de un año de Bothrops cf. asper de la Cuenca alta del Río Patía (Cauca) y de 
4 individuos adultos y de un neonato de B. asper de El Tambo (Cauca) fueron 
extraídos y facilitados por el serpentario del CIBUC. En la Reserva Natural de las 
Aves el Pangán (Nariño) se capturaron dos individuos neonatos. El estado de 
crecimiento fue definido con base en la longitud del cuerpo así: Neonatos < 40 cm, 
jóvenes menores de un año < 60 cm, juveniles 60-98 cm en machos y 60-110 cm en 
hembras, adultos > 98 cm y 110cm en machos y hembras, respectivamente 
(Solórzano y Cerdas 1989, Sasa 2002). 
 
5.3.2 Extracción del veneno. Se realizó manualmente bajo condiciones de asepsia, 
mediante la técnica de inmovilización y recepción en embudo y tubo eppendorf, esta 
técnica consistió en inmovilizar a la serpiente con ayuda de ganchos sencillos y 
ganchos de presión; después de que la serpiente mordiera el parafilm dispuesto 
sobre un embudo de vidrio unido a un tubo eppendorf, se masajeo la región de las 
glándulas del veneno para estimular su producción (Figura 12); una vez obtenido se 
congeló a una temperatura mínima de -20° C (Guerrer o-Vargas 2002).  
 

A B C 

D E F 
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Figura 12. Extracción de veneno de adultos de Bothrops asper. Técnica de 
inmovilización  y recepción en embudo y tubo eppendorf. Cortesía CIBUC©, Popayán. 
Fotografía: Mora, D. 2008. 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
Para los neonatos de B. asper de la Reserva Natural de las Aves el Pangán fueron 
necesarias dos extracciones más, por la baja cantidad de veneno obtenido durante la 
primer extracción (cada una con un espacio de tiempo de 30 días con el fin de que la 
serpiente recuperara la tasa de producción del veneno oportunamente), para ello se 
implementó el uso de dos tubos eppendorf unidos con el fin de facilitar el manejo del 
veneno y evitar la mínima perdida del mismo (Figura 13).   
 
Durante la extracción del veneno se registraron diferentes datos, relacionados con el 
volumen de veneno, datos que fueron complementados con la talla y el peso de cada 
uno de los individuos, tal como se indica en el Anexo C.  
 
Figura 13. Extracción de veneno de neonatos de B. asper. Bothrops asper (N° 
CIBUC – Se 000 193); hembra de 38 cm LT.  Ejemplar de la Reserva Natural de las 
Aves el Pangán, Corregimiento Junín, Municipio Barbacoas, Nariño.  Cortesía  

CIBUC © Fotografía: Mora, D. 2009. 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
5.3.3 Caracterización proteica del veneno 
 
5.3.3.1 Cuantificación de proteínas por el método de Biuret. Inicialmente se realizó la 
limpieza del veneno, para ello las muestras previamente descongeladas se diluyeron 

A 
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con agua destilada en tubos eppendorf, posteriormente todas las muestras fueron 
vorterizadas y centrifugadas en una centrifuga marca Labnet a 21.38 x g durante 15 
minutos a 8°C, con el fin de separar los componente s inactivos del veneno y obtener 
la concentración de proteínas a partir del sobrenadante, el pellet fue desechado.  
 
La cuantificación de proteínas se realizó mediante el método de Biuret (Anexo D, 
muestra las condiciones originales del método) bajo algunas modificaciones (Tabla 
1), con el objetivo de trabajar con volúmenes menores (3ml) teniendo en cuenta las 
bajas cantidades de veneno obtenidas a partir de los ejemplares. La curva de 
calibración (Figura 14) se realizó con la concentración de BSA (3 mg/ml) requerida 
por el método, partiendo desde 0 µg hasta 4500 µg. Una vez obtenida la curva de 
calibración, a partir de los sobrenadantes de cada muestra se tomaron 100 µl, los 
cuales se llevaron con volúmenes iguales de agua (1400 µl)  y de reactivo de Biuret 
(1500 µl) hasta un volumen de 3000 µl. 
 
Tabla 1. Factores de carga modificados para la curva de calibración BSA. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Posteriormente los tubos se dejaron en reposo a temperatura ambiente durante 30 
minutos, se observó una gama de colores entre azul y púrpura debido a los enlaces 
peptídicos en la proteína con el cobre en medio alcalino, y después se realizaron las 
respectivas lecturas espectrofotométricas a una absorbancia de 540 nm como lo 
sugiere el método; el espectrofotómetro fue calibrado con todos los reactivos 
excluyendo el veneno. Es importante tener en cuenta que el color es estable por dos 
horas, después de ese tiempo el color se torna menos intenso. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tubo  
Patrón 
BSA 
(µg) 

Patrón 
BSA 

(3mg/ml) 

Agua 
(µl) 

Reactivo de 
Biuret (µl) 

0 
1 
2 
3 
4 
5 
6 

 
 
 
 
 
 
 

___ 
300 
1050 
1950 
3000 
3600 
4500 

__ 
100 µl 
350  µl 
650  µl 

1000  µl 
1200  µl 
1500  µl 

1500 
1400 
1150 
850 
500 
300 
__ 

1500 
1500 
1500 
1500 
1500 
1500 
1500 
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Figura 14. Curva de calibración para cuantificación de proteínas de B. asper de El 
Tambo Cauca y B. cf. asper del Valle del Patía, Cauca. Seroalbúmina Bobina (BSA). 
La curva de calibración se modificó para cantidades pequeñas de reactivo y de 
veneno, por ser un método desnaturalizante.  
 
 

  
Los venenos se repartieron en pequeñas alícuotas en tubos eppendorf y fueron 
liofilizados en un equipo marca Labconco, con el fin de facilitar la manipulación de las 
muestras en cada una de las pruebas posteriores (electroforesis, cromatografía, 
inmunoreactividad y actividades biológicas) y para evitar etapas de 
descongelamiento o congelamiento drásticos que ocasionarían un eventual deterioro 
de las moléculas (Lecca 2003). Los venenos de los individuos neonatos y del juvenil 
menor de un año no fueron cuantificados proteicamente y por lo tanto, éste veneno 
fue extraído y liofilizado directamente.  
 
Se realizó una prueba de t-Student con respecto al promedio (Microsoft Office Excel 
2007), con el fin de determinar si la cuantificación proteica de los venenos del 
suroccidente Colombiano se ajustaba al promedio reportado para la especie en 
Costa Rica).  
 
5.3.3.2 Electroforesis en gel de poliacrilamida. Se realizaron geles de poliacrilamida 
al 12% y geles en gradiente de 10% a 15%, buffer compactador: 3.0 g Tris, pH 8.8, 
buffer separador: 18.15 g Tris, pH 6.8 (Laemmli 1970); para la preparación de las 
soluciones stock, el veneno fue pesado en una microbalanza marca CAHN C-33 con 
precisión en miligramos y llevado con agua estéril a una concentración de 4 µg/µl 
(Lomonte 2005).  
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Para el gel al 12% se tomaron de cada muestra 5 µl (20 µg de proteína) y se adicionó 
2.5 µl de amortiguador de muestras reductor (solución concentrada 2x) a cada una; 
bajo las mismas proporciones se cargó el marcador Page Ruler SM0671 (4-20% Tris-
glicina SDS-PAGE); el gel fue corrido durante una hora y media a 150 v. Para los 
geles en gradiente, se tomaron 7.5 µl (30 µg de proteína) de muestra, con excepción 
de dos muestras; dada la limitación del veneno de los neonatos de El Tambo se 
tomaron 6 µl (24 µg de proteína), mientras que de los neonatos del Pacífico de Costa 
Rica por la baja señal de su patrón electroforético, se tomaron 10 µl (40 µg de 
proteína); tanto el marcador como el voltaje de corrida fueron los mismos que en el 
gel anterior. Todos los geles fueron teñidos con azul de Coomassie (Lomonte 2005). 
 
Como patrones de comparación se cargaron: un pool de venenos de 11 adultos y 
uno de 20 neonatos de B. asper de la Costa Pacífica de Costa Rica (Distrito de 
Sabanillas, Acosta) y un pool de venenos de 15 adultos y uno de 20 neonatos de B. 
asper del Caribe de Costa Rica (Distrito Quesada, San Carlos). Tanto los venenos de 
los individuos del suroccidente de Colombia, como los de la Costa Pacífica de Costa 
Rica se colocaron en el mismo gel, organizados por estado de crecimiento y 
procedencia.  
 
La detección de las bandas y la masa molecular de las mismas fueron determinadas 
por medio del Software de análisis de imagen ImageQuant TL versión 2005. A partir 
de la masa molecular de las bandas presentes en dos o más individuos se obtuvo un 
valor promedio, el cual reflejó la masa molecular para la banda específica + la 
desviación estándar (SD); mientras que la masa molecular para las bandas únicas, 
no incluyó SD. Con base en  el porcentaje  estimado de concentración para cada 
banda que proporciona el programa se hicieron las comparaciones respectivas. A 
cada banda se le asignó una posible actividad farmacológica, comparando las masas 
moleculares con las de los grupos proteicos encontrados por Alape et al. (2008).  
 
Se expresaron porcentajes de comparación intra e interpoblacional. Los porcentajes 
de variación ontogénica intrapoblacional se obtuvieron del número de bandas 
proteicas compartidas entre adultos y neonatos o juveniles, respecto al número total 
de bandas proteicas para toda la población. Los porcentajes de comparación 
interpoblacional se obtuvieron del número de bandas proteicas compartidas entre las 
poblaciones frente al número total de bandas para las poblaciones comparadas.  
 
Se elaboró una matriz de presencias y ausencias (1 y 0, respectivamente) de las 
bandas proteicas detectadas para todos los individuos, teniendo en cuenta el lugar 
de procedencia de los especímenes y su estado de crecimiento. Dicha matriz fue 
cargada en el programa NTSYS pc. 2.1, el cual permitió comparar los patrones 
electroforéticos intra e interpoblacionalmente por medio de un fenograma, utilizando 
el coeficiente de Jaccard (J). Este coeficiente muestra la similaridad entre los OTUS 
(individuos de B. asper y B. cf. asper) en una escala de 0 a 1, donde 1 es el valor 
máximo de similitud.  
 
5.3.3.3 Cromatografía. Se realizaron cromatografías a partir de un pool de 
ejemplares adultos de la población de B. asper de El Tambo, Cauca y de B. cf. asper 
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del Valle del Patía, Cauca; la separación se realizó por cromatografía líquida de alta 
resolución (HPLC) de fase reversa, 1 miligramo de veneno fue disuelto en 250 µl de 
solución A, la muestra fue centrifugada a 13000 x g durante 5 minutos a temperatura 
ambiente, a fin de limpiar el veneno y remover el material insoluble.  
 
Para la separación de las proteínas se usó el sistema AGILENT TM 1100 series y una 
columna RP10 C18 de 2.6 x 200 mm y 10 µm tamaño de partícula, eluido a 1.25 
ml/min con un gradiente de 0.1% TFA, 5% acetonitrilo (solución A) y de 0.1%, 95% 
acetonitrilo (solución B) (5% B por 10 min, seguido de 5-10% B por 20 min, 10-20% B 
por 45 min, 20-45% B por 80 min, 45-70% B por 20 min,  y 70% B por 10 min). La 
detección de las proteínas fue a 215 nm.  Con el fin de tener un patrón comparativo, 
también se realizó la separación de las proteínas de un pool de venenos de 
especímenes adultos de la Costa Pacífica de Costa Rica.  
 
Los picos de cada cromatograma fueron numerados y comparados con los 
resultados mostrados por Alape et al. (2008), lo que permitió asignarle a cada pico 
una posible actividad farmacológica.  
 
5.3.3.4 Inmunoelectroforesis o Western blotting. A partir de la separación 
electroforética de los antígenos (veneno), se realizó una transferencia a un medio de 
soporte en forma de membrana (nitrocelulosa); para ello se ensambló el “cassette” 
de transferencia, se colocó junto con un bloque de enfriamiento y una barra 
magnética en la cámara, sobre un agitador magnético a baja velocidad; la 
transferencia se realizó a 50 mAmp durante toda la noche (Lomonte 2005).  
 
Las membranas fueron bloqueadas con caseína (2%) durante 30 minutos, y los 
antígenos fueron inmunodetectados con suero monoespecífico anti-B. asper Pacífico 
y monoespecífico anti-B. asper Caribe, manufacturados en el Instituto Clodomiro 
Picado (Universidad de Costa Rica); como control se utilizó suero normal equino 
(SNE) y suero anticoral; los cuales fueron diluidos 1/150 con caseína al 1% 
preparada en PBS (salina bufferizada en fosfatos 0.12 M NaCl pH 7.2 + 0.2).  
 
Después de incubación durante hora y media con los sueros y los lavados 
respectivos (Tween 20 al 0.05%), se agregó Anti IgG-Equino conjugado con 
peroxidasa (1/8000) durante hora y media. Para los controles con suero normal 
equino también se utilizó conjugado con peroxidasa, pero para el control con suero 
anticoral se utilizó conjugado con fosfatasa alcalina (1/10000), después de los 
lavados se revelaron con sustrato precipitable para peroxidasa (30 mg de 4-Cl naftol 
en 10 ml de metanol, 50 ml de amortiguador Tris pH 7.5 y 30 µl de peróxido de 
hidrógeno) y para fosfatasa alcalina (SIGMA). 
 
5.3.3.5 ELISA para cuantificación de anticuerpos. Esta metodología fue desarrollada 
siguiendo el protocolo propuesto por Lomonte (2005); 144 Pozos se recubrieron 
durante toda la noche, 48 de ellos con 0.5 µg de proteína/pozo (cantidad mínima de 
antígeno capaz de proporcionar la máxima señal) de veneno de B. asper de El 
Tambo Cauca, 48 con veneno de B. cf. asper del Valle del Patía, Cauca y 48 con 
veneno de B. asper de Barbacoas, Nariño, diluidos en 100 µl de buffer 0.1 M Tris, 
0.15 M NaCl, pH 9.0; posteriormente las placas fueron decantadas y bloqueadas con 
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caseína (2%) en PBS. Después de realizar los respectivos lavados (PBS-Tween 
0.05%, pH 7.2), se hicieron diluciones seriadas de los sueros a testear (factor 3), 
suero monoespecífico anti-B. asper del Pacífico, Caribe, suero polivalente 
(constituido por veneno de Lachesis stenophrys, Crotalus simus, Bothrops asper), en 
caseína preparada al 2% en PBS y se agregaron 100 µl a los pozos por triplicado.  
 
Las placas fueron lavadas seis veces con citrato de sodio 0.1 M pH 5 (amortiguador), 
se procedió a agregar Anti-IgG conjugado con fosfolipasa, diluido 1:20000 con PBS y 
se incubó durante una hora. Las placas fueron lavadas nuevamente, se adicionó p-
nitrofenilfosfato a buffer de dietanolamina (0.001 M  MgCl2, 0.09 M dietanolamina, pH 
9.8) y se añadieron 100 µl/ pozo del sustrato correspondiente a la enzima, finalmente 
se incubó a temperatura ambiente hasta obtener un color adecuado (señal de fondo 
< 0.1 - 0.2 y señales máximas cercanas a 1.5 - 2.0). Las absorbancias fueron leídas 
a 405 nm en un lector de microplacas (Multiskan Labsystems). 
 
A partir de las absorbancias se elaboraron curvas de dilución vs absorbancia; para 
determinar el grado de reconocimiento de los sueros frente a los venenos de las 
poblaciones. Cada punto de la gráfica representó la media + SD de las tres 
repeticiones. Posteriormente, se construyó una matriz con las variables: venenos y 
sueros antiofídicos, las cuales fueron testeadas con un análisis de varianza (ANOVA) 
de dos vías, con el fin de determinar si se presentaban o no diferencias significativas 
intra e intergrupalmente. Luego, se realizó una prueba tipo Tukey para la variable de 
los sueros, a fin de identificar cual de los sueros reconocía más las poblaciones del 
suroccidente de Colombia. Estas pruebas estadísticas se hicieron en el programa 
SPSS v 12.0 (SPSS, Inc., Chicago, IL, USA). 
 
5.3.4 Actividades biológicas 
 
5.3.4.1 Dosis letal 50 por el método de Finney. Éste es un método paramétrico, 
aceptado por la Organización Mundial de la Salud, el cual consiste en inyectar por 
vía intraperitoneal (I.P) un volumen de 0.5 ml de diluciones seriadas de veneno 
cercanas a la dilución de trabajo encontrada en ensayos preliminares. La vía de 
inoculación fue la intraperitoneal, ya que es una vía de inoculación de absorción 
rápida, evidencia mayor susceptibilidad del animal y del veneno inoculado, también al 
ser una vía de inoculación frecuente entre las investigaciones se convierte en un 
punto comparable.  
 
Se preparó un pool de veneno de individuos adultos de la población de B. asper de 
El Tambo, Cauca y de B. cf. asper  Valle del Patía, Cauca (los neonatos de la 
población del B. asper de Nariño no se tuvieron en cuenta para la determinación de 
la dosis letal por la baja cantidad de veneno disponible); de cada adulto se pesaron 6 
mg de veneno y se diluyeron en 6 ml de PBS con una concentración final de 1mg/ml 
(solución de trabajo).  
 
A partir del promedio de las DL50 de B. asper de El Tambo, reportadas por Navia 
(2005) 6.06 µg/g y por Yasnó (2005) 6.52 µg/g, se preparó la solución madre para 
esta población, utilizando PBS como diluyente; para la población de B. cf. asper se 
tomó como referencia la DL50 reportada por Navia (2005) 5.96 µg/g. Para cada 
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población se evaluaron diez y nueve concentraciones respectivamente (sigma 1.2) y 
por cada dosis se inyectaron lotes de seis ratones.  
 
Para la prueba se utilizaron ratones albinos Mus musculus, sin distinción de sexo, de 
la Cepa CD-1 (16 a 18 gr de peso corporal) suministrados por el Bioterio del Instituto 
Clodomiro Picado de Costa Rica, los animales fueron alimentados con dieta para 
ratones en iguales condiciones (ad limitum) y con acceso constante al agua (ad 
líbitum). Terminado el tiempo máximo de observación (24 y 48 horas) se realizó la 
eutanasia de los animales sobrevivientes mediante inhalación de dióxido de carbono. 
 
La DL50 fue calculada utilizando el paquete estadístico de Probitos (Finney 1971), el 
cual suministra el valor de la DL50 expresada como µg de veneno por ratón de 16-18 
gramos y los límites de confianza. La validez de la prueba radica en tener animales 
durante toda la prueba bajo condiciones experimentales constantes de temperatura y 
alimentación (Monje 2007).  
 
5.3.4.2 Determinación de la actividad proteolítica. Se realizó de acuerdo a las 
condiciones experimentales de Gutiérrez et al (2008) con algunas modificaciones. 
Inicialmente se preparó un sustrato de azocaseína de 10 mg/ml en buffer Tris-HCl 50 
Mm, NaCl 0.15 M y Ca Cl2 5 Mm, pH 8.0 y tres soluciones de trabajo diluidas en el 
mismo buffer, de 2 mg/ml para las dos poblaciones del Cauca (pool de veneno de 
individuos adultos) y de 0.2 mg/ml para los neonatos de Nariño; a partir de las cuales 
se evaluaron por triplicado cuatro concentraciones, 2000 µg, 500 µg, 10 µg y 5µg.  
 
Posteriormente se mezclaron 90 µl de azocaseina con 20 µl de la solución de veneno 
respectiva; las muestras se incubaron a 37° C duran te noventa minutos, la reacción 
fue detenida adicionando 200 µl de ácido tricloroacético al 5% y terminado el tiempo 
de incubación, se centrifugó a 1830 x g durante cinco minutos. Se tomaron 150 µl de 
sobrenadante y se mezclaron con 150 µl de NaOH 0.5 M, la absorbancia se 
determinó en un lector de placas ELISA (Labsystems Multiskan RC) a una longitud 
de onda de 450 nm; el blanco estuvo conformado por  todos los reactivos 
exceptuando el veneno.  
 
La actividad proteolítica se expresó en Unidades/mg; para ello a partir de la relación 
entre el promedio de las absorbancias corregidas (de cada valor de absorbancia se 
sustrajo el valor basal de la lectura del blanco) y el tiempo total de incubación, se 
obtuvo la variación  de la absorbancia por minuto; y con base en la variación 
reportada por Gutiérrez et al. (2008) donde una unidad proteolítica es definida como 
un cambio de 0.2 en absorbancia por minuto, se obtuvo la actividad proteolítica para 
cada población.  
 
5.3.4.3 Determinación de la actividad hemorrágica. Se realizó esta actividad 
biológica, ya que resulta en gran parte de la acción de metaloproteinasas 
ocasionando la ruptura de la integridad de los microvasos sanguíneos y posterior 
extravasación (Instituto Clodomiro Picado 2010). Se prepararon soluciones con 
diferentes concentraciones (2 µg, 1 µg, 0.5 µg, 0.25 µg, 0.125 µg y 0.0625 µg) para el 
pool de veneno de Ba-P y (8 µg, 4 µg, 2 µg, 1 µg, 0.5 µg, 0.25 µg, 0.125 µg) para Ba-
T, empleando PBS como diluyente. La dosis fue determinada en piel de ratones de la 
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Cepa CD-1; se inyectaron grupos de 4 y 5 ratones con soluciones de veneno (0.1 ml) 
por la vía intradérmica, en la región abdominal. 
 
Dos horas después los ratones fueron eutanizados mediante inhalación de dióxido de 
carbono, con el fin de remover la piel y medir el área hemorrágica en la superficie 
interna. El diámetro de la lesión hemorrágica fue determinado mediante el siguiente 
cálculo:  
 

( )∏⋅= /2 ahemorrágicáreaXDiámetro  

 
Finalmente se construyó una curva dosis- respuesta (µg de veneno: eje de las 
abscisas vs. mm diámetro de lesión hemorrágica, en el eje de las ordenadas) con el 
programa Microsoft Office Excel 2007, empleando una escala logarítmica para la 
dosis de veneno y una escala milimétrica para el diámetro de la lesión. La dosis de 
veneno que corresponde a un diámetro de 10 mm, corresponde a la dosis 
hemorrágica mínima (Instituto Clodomiro Picado  2010).  

 
5.3.4.4 Determinación de la actividad coagulante. Esta actividad fue determinada 
sobre plasma humano; para ello se extrajeron aproximadamente 15 ml de sangre, a 
los cuales se les añadió 1.6 ml de citrato de sodio y se centrifugaron a 2000 x g. Se 
colocaron 200 µl de plasma citrado en tubos de vidrio y se procedió a incubar durante 
3 a 5 minutos en baño maría a 37° C. Posteriormente  a cada tubo se le agregó 0.1 ml 
de soluciones con diferentes concentraciones de veneno (8, 4, 2, 1, 0.5 y 0.25 µg) las 
cuales fueron disueltas en PBS. Para cada concentración de veneno se trabajó por 
triplicado, como controles negativos se utilizó 0.1 ml de PBS en plasma y el tiempo 
de coagulación se midió con un cronómetro. 
 
A partir del promedio de los tiempos de coagulación, se construyó una curva dosis - 
respuesta (µg de veneno en el eje de las abscisas vs el tiempo de coagulación en el 
eje de las ordenadas) utilizando el programa Microsoft Office Excel 2007. Con base 
en la ecuación de la recta, obtenida del análisis de regresión, se determinó la dosis 
de veneno que indujo la coagulación del plasma en 60 segundos, tiempo que 
corresponde a la dosis coagulante mínima – plasma (DCM-P) (Instituto Clodomiro 
Picado 2010).   
 
5.4 ANÁLISIS ESTADÍSTICOS 
 
La significancia entre las medias de las muestras experimentales, tanto para la 
actividad coagulante como hemorrágica, fue determinada por pruebas U de Mann 
Whitney (muestras menores a 10 datos) con el programa PAST v 1.38 (Hammer et 
al. 2001). Cuando se compararon más de dos muestras, se realizaron análisis de 
varianza, seguidos de una prueba post hoc de Tukey para comparar pares de 
medias, utilizando el programa estadístico SPSS v 12.0 (SPSS, Inc., Chicago, IL, 
USA). Un valor de p menor a 0.05 fue considerado significante.  
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5.5 CONVENIOS INSTITUCIONALES  
 
La extracción de veneno y la cuantificación de proteínas fueron realizadas en el 
Centro de Investigaciones Biomédicas-Bioterio de la Universidad del Cauca (CIBUC) 
(Colombia), bajo el marco del Convenio Interinstitucional de colaboración académica, 
científica y cultural, establecido desde 1989 y vigente hasta la fecha entre la 
Universidad de Nariño y la Universidad del Cauca. Los perfiles electroforéticos y 
cromatográficos, al igual que los ensayos de inmunoreactividad y las actividades 
biológicas, fueron desarrolladas en el Instituto Clodomiro Picado, de la Universidad 
de Costa Rica (Costa Rica), bajo los términos de una pasantía (Anexo H).  
 
5.6. PERMISOS AMBIENTALES  
 
La investigación fue amparada por el Permiso de Investigación Científica en 
Diversidad Biológica No. 18 del 14 de Octubre de 2009, el Contrato de Acceso a 
Productos Derivados para Investigación Científica sin interés Comercial No. 32, 
firmado en la Ciudad de Bogotá el día 3 de Diciembre de 2009 (Expediente RGE 
0057 Radicado 4120-E184637 del 28 de Julio de 2009) y el Permiso para 
Exportación y/o Importación de especímenes de la Diversidad Biológica no listados 
en los apéndices de la convención CITES otorgados por la Dirección de Licencias, 
Permisos y Trámites Ambientales del Ministerio de Ambiente, Vivienda y Desarrollo 
Territorial, Colombia (Anexo H).    
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6. RESULTADOS 
 
 
6.1 CARACTERIZACIÓN PROTEICA DEL VENENO 
 
6.1.1 Cuantificación de proteínas. Se determinó la concentración proteica para el 
veneno de cada uno de los ejemplares adultos (Tabla 2). El promedio de 
cuantificación proteica para la población Ba-T (17.86 g/dl), se ajustó  tanto al 
promedio reportado por el Instituto Clodomiro Picado (23.3 + 0.9 g/dl, datos sin 
publicar) para B. asper de la Costa Pacífica  (t calculado= 0. 876 < t crítico = 3. 282; p > 
0.5), como al promedio de B. asper del Caribe de Costa Rica de 22.4 g/ dl (t calculado= 
0. 765 < t crítico = 3. 282; p > 0.5). Los valores fueron transformados en g/dl para 
términos de comparación.  
 
Tabla 2. Cuantificación proteica del veneno por el método de Biuret. Población B. 
asper de El Tambo, Cauca (Ba-T): individuos 1 – 4; población de B. cf. asper del 
Valle del Patía, Cauca (Ba- P): individuos 5 – 8.  
 
 

 
En el caso de la población Ba-P, el promedio de la cuantificación proteica (3.93 g/dl) 
no se ajusta con el reportado por el Instituto Clodomiro Picado para la población de la 
Costa Pacífica (t calculado= 31.04 > t crítico = 3.282; p < 0.5), ni con el promedio de la 
población del Caribe de Costa Rica (t calculado= 29.60 > t crítico = 3.282; p < 0.5).

Absorbancia 
Población Individuo Código Ejemplar 

1 lectura 2 lectura 3 
lectura 

Concentración de 
Proteínas (g/dl) 

 
Ba – T 1 B. asper CIBUC-Se-

000 004 
0,397 0,401 0,390 4,873 

 2 B. asper CIBUC-Se-
000 055 

0,413 0,363 0,365 4,673 

 3 B. asper CIBUC-Se-
000 102 

0,162 0,156 0,176 23,832 

 4 B. asper CIBUC-Se-
000 020 

0,267 0,252 0,261 38,084 

Ba – P 5 B. cf. asper CIBUC-
Se-000 133 

0,393 0,405 0,408 4,948 

 6 B. cf. asper CIBUC-
Se-000 147 

0,269 0,267 0,281 3,323 

 7 B. cf. asper CIBUC-
000 085 

0,201 0,190 0,220 2,473 

 8 B. cf. asper CIBUC-
Se-000 113 

0,406 0,400 0,413 4,998 
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6.1.2. Comparación de perfiles electroforéticos 
 
6.1.2.1. Variación intraespecífica. Los patrones electroforéticos (Figuras 15 y 16) 
muestran diferencias tanto a nivel intra como interpoblacional; siendo mayor la 
variación a nivel interpoblacional. En general, se observan bandas que se presentan 
en el 50% de los individuos, cuyas masas moleculares se encuentran entre 116.8 
kDa, 62  a 35 kDa y 33 a 9 kDa. Así, proteínas de alta masa molecular como la 1 
(116.8 kDa) se encuentran en la mayoría de los ejemplares adultos y algunos 
neonatos de Colombia y del Caribe de Costa Rica (CCR); sin embargo está ausente 
en ejemplares adultos y neonatos del Pacífico de Costa Rica (PCR) y adultos del 
CCR (Ver Tabla 3).  
 
Figura 15. Electroforesis de proteínas en gel de poliacrilamida de veneno de adultos 
y neonatos de las poblaciones de B. asper y B. cf. asper del suroccidente de 
Colombia y B. asper de la Costa Pacífica de Costa Rica.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Margen superior del gel: veneno de adultos de B. asper de El Tambo, Cauca (BaT1-4); 
adultos de B. cf. asper del Valle del Patía (BaP5-8); pool de veneno de adultos de B. asper 
de la Costa Pacífica de Costa Rica (PCR13);  neonato de B. asper de El Tambo (BaT10); 
juvenil de  B. cf. asper del Valle del Patía (BaP9), neonatos de B. asper de Barbacoas, 
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Nariño (BaN11-12); pool de veneno de neonatos de B. asper de la Costa Pacífica de Costa 
Rica (PCR15). Numeración al interior de la imagen: bandas proteicas. Margen izquierdo: 
marcador de masa molecular  Page Ruler SM0671 (MW) en kDa. Las proteínas fueron 
separadas en gel en gradiente (10-15%) bajo condiciones de reducción y teñidos con azul de 
coomassie.  
 
Proteínas de 10 a 15.7 kDa y 36.7 kDa se presentan en la mayoría de ejemplares 
adultos y neonatos de todas las poblaciones, aunque aquellas que están por debajo 
de los 25 kDa están ausentes tanto en adultos como en neonatos del CCR. La 
proteína correspondiente a la banda 5 (48.4 kDa) se presenta en individuos adultos 
del suroccidente de Colombia, de la PCR y en el juvenil de Ba-P, pero está ausente 
en los neonatos de todas las poblaciones y los adultos del CCR.  
 
Igualmente hay bandas que se presentan solamente en el 6.25% de los individuos, 
las cuales contribuyen a la diferenciación ontogénica del veneno. Así,  la banda 23 
(54.3 kDa) se encuentra solamente en los neonatos de la PCR, mientras que la 30 
(17.7 kDa) es propia de los adultos de esta misma población; algunas bandas entre 
42.2 y 209.4 kDa son propias de los neonatos del CCR, mientras que la banda 40 
(136.2 kDa) es característica de adultos de esta población. La  banda 45 (52 kDa) es 
propia de los neonatos de Ba-T, y la 46 (26.5 kDa) y 48 (13.4 kDa) solo se presentan 
en el juvenil de la población de Ba-P. Todas las demás bandas proteicas se 
presentan entre el 12 y 44 % de los individuos, y permiten explicar el grado de 
similitud entre las poblaciones. 
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Figura 16. Electroforesis de proteínas en gel de poliacrilamida de veneno de adultos y neonatos de las 
poblaciones de B. asper y B. cf. asper del suroccidente de Colombia, B. asper de la Costa Pacífica y del Caribe de 
Costa Rica.  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Margen superior del gel:  A. veneno de adultos de B. asper de El Tambo, Cauca (BaT1-4); adultos de B. cf. asper del Valle del 
Patía (BaP5-8); pool de veneno de adultos de B. asper de la Costa Pacífica de Costa Rica (PCR13);  neonato de B. asper de 
El Tambo (BaT10); juvenil de  B. cf. asper del Valle del Patía (BaP9), neonatos de B. asper de Barbacoas, Nariño (BaN11-12); 
pool de veneno de neonatos de B. asper de la Costa Pacífica de Costa Rica (PCR15). B. Pool de veneno de adultos del 
Caribe de Costa Rica (CCR14) y pool de neonatos (CCR16). Numeración al interior de la imagen: bandas proteicas. Margen 
izquierdo marcador de masa molecular Page Ruler SM0671 (MW) en kDa. Las proteínas fueron separadas en un gel al 12% 
bajo condiciones de reducción y teñidos con azul de coomassie.  
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Tabla 3. Comparación de bandas proteicas presentes y ausentes entre los 
ejemplares de B. asper y B. cf. asper, teniendo en cuenta la población de 
procedencia y su estado de crecimiento. Las bandas obtenidas de los perfiles 
electroforéticos, fueron detectadas y analizadas en el programa Image Quant TL 
versión 2005.  
 
 
 

 

Banda Suroccidente de Colombia Costa Rica 
Ba-T Ba-P Ba-N PCR CCR N° Masa 

molecular 
(kDa) 

Posible 
acción 

farmacológica  1 2 3 4 10 5 6 7 8 9 11 12 13 15 14 16 

1 116,8 + 5,1 SVMP - - + + - + + + + + + - - - - + 
2 88,2 + 6,9 SVMP - - - - - + - - + + - - - - - - 
3 62,5 + 3,0 SVMP + + + + - + + + - + - - - + - - 
4 52,9 + 1,1 SVMP + + + + - + + + + + - - - + - - 
5 48,4 + 2,0 SVMP + + + + - + + + + + - - + - - - 
6 40,0 + 0,9 SVMP + + + + + + + + + + - - + + - + 
7 37,6 + 0,2 SVMP - - - - - + + + + - - - - - - - 
8 36,7 + 0,5 Ser + + + + + + + + + + + + + + - + 
9 35,7 + 0,1 Ser + + + + - + + + + + - - + - - - 

10 34,8 + 0,1 Ser - - - + - + + + + + + - - - - - 
11 33,6 + 0,2 Ser - + - + + + + + + + + + - - + + 
12 31,5 + 0,3 Ser - - - - - + + + + - - - + + + + 
13 28,9 + 0,6 Ser - + - - + + + + + + + + - + - - 
14 27,1 + 0,3 Ser + + + + - + + + + + - - + + - - 
15 23,1 + 1,8 Ser + + + + - - - - - - - - + - - - 
16 15,7 + 0,5 PLA + + + + + + + + + + + - + - + + 
17 12,1 + 0,4 PLA + + + + - - - - - + - - + + - - 
18 11,0 + 0,3 PLA + + + + + + + + + + - - - + - - 
19 9,9 + 0,3 PLA + + + + + + + + + + + + + + - - 
20 34,1 + 0,1 Ser - - - - - - - - - - - - + + - - 
21 32,6 + 0,3 Ser + + + + + - - - - + - - + + + + 
22 30,4 + 0,7 Ser + + + + - - - - - - - - - - + + 
23 54,3 + 0,0 SVMP - - - - - - - - - - - - - + - - 
24 52,1 + 1,0 SVMP - - - - - - - - - - - - - - + + 
25 64,0 + 1,7 SVMP - - - - + - - - - - + + - - - - 
26 57,6 + 1,1 SVMP - - - - + - - - - + + + - - - - 
27 44,8 + 2,5 SVMP - - - - + - - - - - + + - + - - 
28 34,9 * Ser - - - - - - - - - - - - + + - - 
29 12,3 + 0,7 PLA - - - - + - - - - - + + - + - - 
30 17,7 * PLA - - - - - - - - - - - - + - - - 
31 209,4 * SVMP - - - - - - - - - - - - - - - + 
32 167,5* SVMP - - - - - - - - - - - - - - - + 
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La masa molecular + SD de las bandas no únicas resultó del promedio de la masa molecular 
de la banda para cada individuo. * La masa molecular no expresa el promedio + SD, ya que 
corresponden a bandas únicas (encontradas en solo uno del total de los individuos). Para 
definir su posible acción farmacológica se comparó las masas moleculares de las bandas 
del estudio con las de las familias proteicas presentadas por Alape et al. (2008). (SVMP: 
metaloproteinasas, Ser: Serina proteinasas, PLA: fosfolipasas, Des: desintegrinas). 
Ba-T (1, 2, 3, 4, 10): B. asper de El Tambo Cauca, Ba-P (5, 6, 7, 8, 9): B. cf. asper del Valle 
del Patía, Ba-N (11,12): B. asper de Nariño, PCR (13, 15): B. asper de la Costa Pacífica de 
Costa Rica, CCR (14, 16): B. asper del Caribe de Costa Rica. Color verde: adultos; Color 
naranja: neonatos; Color azul: juvenil.  

 
6.1.2.1.1. Variación ontogénica. Al comparar el veneno de ejemplares adultos con 
neonatos (Tabla 3), se encuentran con mayor frecuencia proteínas de baja masa 
molecular (9 a 12 kDa) en los adultos, mientras que proteínas entre 60 y 30 kDa son 
más frecuentes en neonatos. 
 
Adicionalmente, se muestra pérdida de proteínas de media y alta masa molecular y/o 
disminución de la concentración de las mismas, durante el proceso de crecimiento. 
Así, proteínas entre 44 y 67 kDa que comprenden el 10.7 % del total de las proteínas 
en los neonatos, son sustituidas por un menor número de proteínas de masa 
molecular entre 52 y 116.8 kDa en el estado adulto. 
 
La proteína que corresponde a la banda 13 presenta una alta concentración en los 
neonatos (44.10 a 53.97%); sin embargo en los adultos esta proteína presenta baja 
concentración (0.55 a 14.98%); por el contrario la banda 14 presente en adultos se 

Proteína Banda N° Suroccidente de Colombia Costa Rica 
Ba-T Ba-P Ba-N PCR CCR N° 

 
Masa 

molecular 
(kDa) 

Posible 
acción 

farmacológica  1 2 3 4 10 5 6 7 8 9 11 12 13 15 14 16 

33 48,5* 0,2 SVMP - - - - - - - - - - - - - - + + 
34 42,2* SVMP - - - - - - - - - - - - - - - + 
35 35,9 + 0,1 SVMP - - - - - - - - - - - - - - + + 
36 35,0 * Ser - - - - - - - - - - - - - - - + 
37 45,7 * SVMP - - - - - - - - - - - - - - - + 
38 53,9 + 1,9 SVMP - - - - + - - - - - + - - - - - 
39 31,9 + 1,2 Ser - - - - + - - - - - + + - - - - 
40 136,2 * SVMP - - - - - - - - - - - - - - + - 
41 76,5 + 7,0 SVMP - - - - - - - - - - - - + - + + 
42 57,6 + 2,6 SVMP - - - - - - - - - - - - + - + + 
43 21,4 + 0,9 Ser - - + - - + + + + - - - - - - - 
44 35,1 + 0,1 Ser - - - - - + + + + + - - - - - - 
45 52,0 * SVMP - - - - + - - - - - - - - - - - 
46 26,5 * Ser - - - - - - - - - + - - - - - - 
47 9,0 + 0,1 Des + + + + + - + + + + + - - - - - 
48 13,4 * PLA - - - - - - - - - + - - - - - - 
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encuentra más concentrada (22.43 a 38.77%) principalmente en las poblaciones del 
suroccidente Colombiano. Por su parte proteínas de 36.7 kDa (Banda 8, Figura 16) 
se conservan en ambos estados de crecimiento, aunque con mayor concentración en 
los neonatos. Además, hacia el estado adulto se incrementa la concentración y 
frecuencia de proteínas de masa molecular baja (9 - 11 kDa) duplicándose en 
concentración con respecto a los neonatos. 
 
6.1.2.1.2 Variación intrapoblacional. Se observa variación individual y ontogénica, 
relacionada también con la presencia y ausencia de algunas proteínas (Figuras 15 y 
16, Tabla 3), y con diferencias en la concentración proteica. Ba-T, presenta mayor 
variación intrapoblacional, puesto que los ejemplares que la conforman comparten 
cerca del 77% de sus componentes. La variación ontogénica es evidente, 
manifestando que el neonato comparte alrededor del 35% de las bandas con  los 
ejemplares adultos.  
 
La variación intrapoblacional de Ba-P es menor, ya que los ejemplares adultos 
comparten cerca del 89.4% de sus proteínas de masa molecular media. Por otra 
parte, la variación ontogénica no es marcada porque el ejemplar 9 es un juvenil, y por 
lo tanto se observó mayor porcentaje de proteínas compartidas entre los dos estados 
de crecimiento. El juvenil se caracterizó por presentar principalmente proteínas de 
masa molecular media (28.9 y 36.7 kDa) altamente concentradas y por la presencia 
de proteínas como la 46 (26.5 kDa), 26 (57.6 kDa) y 48 (13.4 kDa) las cuales no se 
observan en adultos. 
 
En cuanto a los neonatos provenientes de la población de Barbacoas, Nariño, 
aunque comparten aproximadamente cerca del 64% de sus proteínas; la presencia 
de las bandas 1, 10, 16, 38 y 47 en el individuo 11 (Figura 15 y 16), les confieren 
diferencias intrapoblacionales. 
 
6.1.2.1.3 Variación interpoblacional. A nivel interpoblacional (Figuras 15 y 16, Tabla 
3), los ejemplares adultos de la población de B. asper de El Tambo, Cauca 
comparten cerca del 66.6% de sus bandas proteicas con la población de B. cf. asper 
del Valle Patía. Comparten proteínas que oscilan entre 40 y 117 kDa, las proteínas 
de masa molecular media son más concentradas en Ba-P que en Ba-T, mientras que 
proteínas de masa molecular baja (15 a 10 kDa) son más concentradas en Ba-T. Ba-
T se diferencia por no presentar proteínas como la 7, la 12 y la 44, las cuales son 
características de los adultos y del juvenil de Ba-P. 
 
Al comparar Ba-T con la población de PCR, a pesar de que algunas proteínas se 
comparten (38.4%), es evidente la diferencia con respecto a la concentración de las 
mismas. Proteínas de masa molecular entre 55 y 40 kDa están más concentradas en 
Ba-T que en PCR, mientras que proteínas de masa molecular entre 27.1 y 9.9 kDa 
son más concentradas en PCR. Al contrastarla con la población de adultos de CCR, 
comparten el 22.5 % de las bandas, las diferencias son marcadas y aunque algunos 
de los individuos comparten proteínas de 15.7 kDa y de 30.4 a 32.6 kDa,  otras 
bandas proteicas de 209.4 kDa, 48.5 kDa, 35.9 kDa, 57.6 kDa y 76.5 kDa, son únicas 
de la población CCR. 
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Entre la población Ba-P y la población de PCR se comparte el 32% de las bandas 
proteicas, se observan proteínas comunes entre 9.9 kDa y 48.4 kDa, y se muestra 
una mayor frecuencia de proteínas de masa molecular media en Ba-P, pero de 
menor concentración que las de Costa Rica. Proteínas de masa molecular baja están 
más concentradas en la población de PCR que en Ba-P. Al contrastarla con la 
población del Caribe, comparten el 10.7% de sus proteínas; Ba-P se caracteriza por 
presentar mayor frecuencia de proteínas de masa molecular media, mientras que 
CCR presenta un mayor número de proteínas de masa molecular alta y media. 
Particularmente las bandas 7 y 44 están presentes en todos los adultos y el juvenil 
de Ba-P, pero no se encuentran ni en la población de Ba-T, ni Ba-N. 
 
Las poblaciones de adultos de la Costa Pacífica y del Caribe de Costa Rica 
comparten el 22.7% de sus bandas proteicas, lo que representa una marcada 
diferencia entre sus perfiles proteicos.  
 
Se observa similaridad entre los neonatos de Ba-N y el neonato de Ba-T en proteínas 
de masa molecular entre 28.9 y 44.8 kDa; con los neonatos de la Costa Pacífica de 
Costa Rica, Ba-N comparte proteínas principalmente de masa molecular media y 
baja; y al compararla con los neonatos del Caribe de Costa Rica, estos últimos 
presentan proteínas de mayor masa molecular y más concentración de proteínas de 
masa molecular media; sin embargo, los neonatos de Nariño presentan proteínas de 
masa molecular baja en mayor concentración que los neonatos del Caribe. Con 
respecto al juvenil aunque se comparten bandas proteicas entre 28.9 y 36.7 kDa, su 
concentración varía; al ser un ejemplar juvenil presenta una gran cantidad de 
proteínas similares a las de los adultos y proteínas de masa molecular media que lo 
diferencian completamente de los neonatos de Nariño.  
 
El análisis de similitud (Figura 17) con base en la matriz de datos cualitativos 
construida a partir de presencias y ausencia de bandas (Anexo E), confirma todos los 
tipos de variación descritos anteriormente.  
 
La variación interpoblacional fue mayor, ya que la separación de cada una de las 
poblaciones se presenta entre un rango de 0.14 y 0.55 (coeficiente de Jaccard), 
mientras que la separación a nivel intrapoblacional se presenta a distancias entre 0.4 
y 1, donde 1 es el valor máximo de similitud. Se observa la formación de dos grandes 
grupos a una distancia de 0.15, lo que denota la alta diferencia entre las poblaciones 
de B. asper del Caribe de Costa Rica (II) y las poblaciones de B. asper del Pacífico, 
tanto del suroccidente de Colombia como de Costa Rica y B. cf. asper del Valle del 
Patía (I). Asimismo, el grupo I se subdivide y separa a los neonatos del Cauca y 
Nariño (b) de los ejemplares adultos del Cauca, Patía y de la Costa Pacífica de Costa 
Rica (a).  
 
A su vez el subgrupo a está conformado por el c y d, el primero agrupa a todos los 
individuos adultos del suroccidente de Colombia, del cual (a la derecha de la línea de 
referencia) se forman dos subgrupos definidos (e y f); el subgrupo e formado por los 
adultos de Ba-T con una mayor variación intrapoblacional (promedio de similaridad 
0.84); el subgrupo f  formado por los adultos de Ba-P, los cuales manifiestan menor 
variación que los adultos de la población anterior, puesto que se agrupan a 
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distancias cercanas a uno y a pesar de que el ejemplar juvenil (9) también está 
agrupado en este subgrupo, muestra menor similitud con los ejemplares adultos de 
su población (promedio de similaridad 0.64). El subgrupo d está conformado por los 
ejemplares adultos y neonatos de la Costa Pacífica de Costa Rica, los cuales se 
separan entre sí a una distancia aproximada de 0.39. Finalmente el subgrupo b 
conformado por individuos neonatos de Ba-T y Ba-N, también muestra variación 
entre los neonatos de las respectivas poblaciones.  
 
Figura 17. Fenograma de similitud, construido en el programa NTSYS pc. 2.1, a partir 
de datos binarios extraídos de los perfiles electroforéticos.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Numeración al margen derecho del fenograma: muestras de veneno de los ejemplares. 
Adultos (BaT1-4) y neonato (BaT10) de B. asper de El Tambo, Cauca; adultos (BaP5-8) y 
juvenil (BaP9) de B. cf. asper del Valle del Patía, Cauca; neonatos de B. asper de 
Barbacoas, Nariño (BaN11-12); pool de veneno de adultos (PCR13) y pool de veneno de 
neonatos (PCR15) de B. asper de de la Costa Pacífica de Costa Rica; pool de veneno de 
adultos (CCR14) y pool de neonatos (CCR16) del Caribe de Costa Rica. Los números 
romanos (I y II) y las letras (a-f) al interior del fenograma muestran los grupos y subgrupos 
formados. El valor r, corresponde al coeficiente de correlación cofenética y expresa el grado 
de distorsión entre la matriz original y la matriz cofenética obtenida a partir de los valores del 
fenograma. El Coeficiente de Jaccard en una escala de 0.10 a 1, donde los valores más 
cercanos a 1, tienden a expresar el grado de similitud máxima. 
 
6.1.3 Comparación de perfiles cromatográficos  
 
6.1.3.1 Variación Interpoblacional. Se obtuvieron cromatogramas RP-HPLC de cuatro 
venenos, el de la población de la Costa Pacífica de Costa Rica fue empleado como 
patrón de comparación (Figura 18) y tres correspondientes a las poblaciones del 
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suroccidente Colombiano: las poblaciones de adultos de B. asper de El Tambo, 
Cauca (Figura 19) y de B. cf. asper del Valle del Patía, Cauca (Figura 20) y la 
población de neonatos de B. asper de Barbacoas, Nariño (Figura 22).  
 
Figura 18. Perfil cromatográfico de proteínas por HPLC, fase reversa. Pool de 
venenos de especímenes adultos de B. asper  de la Costa Pacífica de Costa Rica. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
Un miligramo de proteínas de veneno total fueron aplicados a una columna RP10 C18, bajo 
las siguientes condiciones de cromatográficas: (5% B) por 10 min, 5-10% B por 20 minutos, 
10-20% B por 45 min, 20- 45% B por 80 min, 45-70% B por 20 minutos y 70% B por 10 min.   
 
De acuerdo con estudios previos de proteómica para la especie en Costa Rica (Alape 
et al. 2008) y teniendo en cuenta los tiempos de retención y el porcentaje de B, es 
posible identificar aproximadamente la  familia proteica a la que pertenece cada 
fragmento, con el fin de realizar una analogía frente a los perfiles obtenidos y facilitar 
la descripción para las poblaciones del suroccidente de Colombia. Así, para la 
población de B. asper de PCR (Figura 19 A), se observan 38  picos, distribuidos en 
seis grupos de toxinas, 3 familias proteicas mayores (Metaloproteinasas (SVMPs por 
sus siglas en inglés), fosfolipasas A2 (PLA2) y serina proteinasas) y 3 menores 
(desintegrinas, fragmentos de metaloproteinasas tipo P-III ricos en 
desintegrina/cisteína (fragmentos DC), proteínas secretoras ricas en Cisteína 
(CRISP)). Alape et al. (2008) describen 4 familias proteicas mayores y 4 menores; no 
obstante dada la menor resolución de nuestros cromatogramas, una familia mayor L-
amino acido oxidasa (LAO) y una menor lectinas tipo-C, fueron difíciles de identificar.  
 
En el perfil cromatográfico de la población B. asper de PCR (Figura 18), 1-3, 5 y 7 
son picos cuyo material peptídico no ha sido identificado (n.p), el pico 4 posiblemente 
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corresponde a desintegrinas, los picos 8-10, 12-13 no se observan en el 
cromatograma propuesto por Alape et al. (2008), el pico 11 corresponde 
probablemente a fragmentos DC, 14-16 a fosfolipasas, el pico 17 correspondería a 
CRISP, 18 a 22 pueden ser serina proteinasas, y del 23 al 38 metaloproteinasas. 
Particularmente las fosfolipasas (14-15) representan una alta concentración, mientras 
que las desintegrinas y el fragmento DC son los componentes con menor 
concentración. La concentración entre las metaloproteinasas es variable y el pico 34 
es el que mayor representación muestra dentro de esta familia proteica. 
 
Con respecto a la abundancia de picos dentro de las familias proteicas, las 
metaloproteinasas representan alrededor del 42% y por el contrario las desintegrinas, 
CRISP y fragmentos DC representan el 2.6% aproximadamente.  
 
El perfil cromatográfico de la población Ba-T (Figura 19), a diferencia del anterior 
solamente presentó 22 picos, los cuales corresponden a seis grupos de toxinas, 
distribuidos en tres familias proteicas mayores (SVMPs, PLA2, serina proteinasas) y 
tres menores (desintegrinas, fragmentos DC y CRISP). Los picos 1 – 5 y 7 son 
material peptídico no identificado,  el pico 6 posiblemente son desintegrinas, los picos 
8 y 9 no presentan correspondencia con los del cromatograma de Costa Rica, el pico 
10 correspondería a fragmentos DC, 11 y 12 a fosfolipasas, el 13 pueden ser CRISP, 
los picos 14-16 serina proteinasas y finalmente desde el pico 17 al 22 
metaloproteinasas.  
 
Figura 19. Perfil cromatográfico de proteínas por HPLC, fase reversa. Pool de 
venenos de especímenes adultos de B. asper  de El Tambo, Cauca. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Un miligramo de proteínas de veneno total fueron aplicados a una columna RP10 C18, bajo 
las siguientes condiciones de cromatográficas: (5% B) por 10 min, 5-10% B por 20 minutos, 
10-20% B por 45 min, 20- 45% B por 80 min, 45-70% B por 20 minutos y 70% B por 10 min.   
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En Ba-T es importante resaltar la elevada concentración de algunas 
metaloproteinasas, y por el contrario la baja concentración de fosfolipasas frente a la 
población de la Costa Pacífica de Costa Rica. En relación a la abundancia de picos 
por familia, las metaloproteinasas también representan el mayor porcentaje con 27. 
27%, mientras que las desintegrinas, fragmentos DC y las CRISP representan el 
4.54%.  
 
La población Ba-P (Figura 20), presenta 24 picos, distribuidos en cinco grupos de 
toxinas, dos familias proteicas principales (SVMPs, serina proteinasas) y tres familias 
proteicas menores (desintegrinas, fragmentos DC y CRISP). Los picos 1-4 y 6 
corresponderían a material peptídico no identificado, el pico 5 probablemente a 
desintegrinas, 7-8, 10-11, no tienen correspondencia en el perfil de Costa Rica, el 
pico 9 posiblemente corresponde a fragmentos DC, el pico 12 a CRISP, 13-16 a 
serina proteinasas y del 17 al 24 a metaloproteinasas. En esta población se observó 
ausencia de picos de fosfolipasas. Al igual que en la anterior población la 
concentración de los picos que posiblemente corresponden a metaloproteinasas es 
elevada respecto a las demás proteínas y representan el mayor porcentaje en 
abundancia (33.3%).  
 
Figura 20. Perfil cromatográfico de proteínas por HPLC, fase reversa. Pool de 
venenos de especímenes adultos de B. cf. asper  del Valle del Patía. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
Un miligramo de proteínas de veneno total fueron aplicados a una columna RP10 C18, bajo 
las siguientes condiciones de cromatográficas: (5% B) por 10 min, 5-10% B por 20 minutos, 
10-20% B por 45 min, 20- 45% B por 80 min, 45-70% B por 20 minutos y 70% B por 10 min.   
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Al realizar la comparación de los anteriores cromatogramas (Figura 21 A, B y C) con 
base en presencias y ausencias de picos, las tres poblaciones mostraron una 
similaridad del 28.57% aproximadamente, entre los 0 y los 60 minutos de tiempo de 
retención (presencia y ausencia de picos durante los primeros 60 minutos), aunque la 
concentración de algunos componentes no identificados presentó variación entre los 
25 y 35 minutos y fue más alta en la población de Costa Rica que en Ba-T y Ba-P, 
por ejemplo el pico 3 de la población de Costa Rica (500 nm) comparado con los 
picos 5 de Ba-T y 3 de Ba-P, los cuales se leyeron a 350 nm y 250 nm, 
respectivamente.  
 
Figura 21. Comparación de cromatogramas obtenidos por RP-HPLC, fase reversa de 
un pool de venenos de especímenes adultos de B. cf. asper  y B. asper del 
suroccidente de Colombia y de la Costa Pacífica de Costa Rica.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
A. Verde: B. asper de la Costa Pacífica de Costa Rica y azul: B. asper de El Tambo, Cauca. 
B. Verde: B. asper de la Costa Pacífica de Costa Rica y azul: B. cf. asper del Valle del Patía, 
Cauca. C. Azul: B. asper de El Tambo, Cauca y verde: B. cf. asper del Valle del Patía, 
Cauca. 
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Todas las poblaciones presentan el pico que posiblemente corresponderían a los 
fragmentos DC (70 minutos); sin embargo entre los 65 y 75 minutos Ba-T se 
caracteriza por presentar un pico adicional que no se observa en la población de Ba-
P. Por su parte Ba- P también presenta dos picos entre los 80 y 100 minutos 
ausentes en las otras poblaciones. 
 
Entre los 100 y 120 minutos tanto la población de Ba-T, como la del Pacífico de 
Costa Rica presentan fosfolipasas en distinta concentración, mientras que en la 
población Ba-P estos picos no se presentan. Todas las poblaciones presentan el pico 
de las CRISP (130 minutos aproximadamente) no obstante la mayor concentración 
de esta familia proteica la presenta B. asper de Costa Rica. En cuanto a los picos de 
las serina proteinasas (entre los 135 y 145 minutos), se observa una mayor 
concentración en la población de Ba-T, seguida de Ba-P y finalmente la de Costa 
Rica. Entre los 145 y los 165 minutos se observan diferencias conspicuas entre los 
venenos, por ejemplo, algunas metaloproteinasas (picos 22 en Ba-T y 23-24 en Ba-
P) se encuentran en mayor concentración en las poblaciones del suroccidente de 
Colombia, mientras que la población de PCR se caracteriza por presentar mayor 
abundancia de picos que corresponden a esta familia proteica (42%), pero en menor 
concentración. 
 
La población Ba-N, representada por ejemplares neonatos (Figura 22), muestra 47 
picos los cuales se distribuyen en seis familias proteicas, los picos 1-4 y 6 
corresponden a material peptídico no identificado, el pico 5 probablemente sean 
desintegrinas, los picos 7-10 y 12 no tienen correspondencia con picos del perfil de 
Costa Rica, el pico 11 posiblemente correspondería a fragmentos DC, los picos 13-
15 a fosfolipasas, los picos 16 y 17 a CRISP, desde el pico 18 a 27 a serina 
proteinasas y desde el 28 al 47 a metaloproteinasas. La abundancia de 
metaloproteinasas es alta, representando cerca del 42.55%.  
 
Como es evidente, se observaron picos que no presentan correspondencia con los 
perfiles cromatográficos de Alape et al. (2008), esto puede ser debido a que el 
tiempo de retención total en nuestro estudio fue mayor (185 min), y por tanto al 
ampliar la escala de tiempo, algunos picos no descritos anteriormente para la 
población de PCR por Alape et al. (2008), son visibles bajo estas condiciones 
cromatográficas. Sin embargo, algunos de esos picos, cuya concentración es 
relativamente alta, pueden ser proteínas que expliquen la diferenciación a nivel 
interpoblacional.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



71 
 

Figura 22. Perfil cromatográfico de proteínas por HPLC, fase reversa de un pool de 
venenos de especímenes neonatos de B. asper  de la Reserva Natural de las Aves el 
Pangán, Barbacoas, Nariño.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Un miligramo de proteínas de veneno total fueron aplicados a una columna RP10 C18, bajo 
las siguientes condiciones de cromatográficas: (5% B) por 10 min, 5-10% B por 20 minutos, 
10-20% B por 45 min, 20- 45% B por 80 min, 45-70% B por 20 minutos y 70% B por 10 min.   
 
Teniendo en cuenta los resultados obtenidos a partir de los perfiles electroforéticos, 
donde se observó similaridad de los neonatos de Ba-N con el neonato de Ba-T, se 
comparó el perfil cromatográfico de los primeros con el de las poblaciones de adultos 
de Ba-T (Figura 23 A), con el  fin de analizar los posibles cambios ontogénicos. Se 
observa un similitud (62.5 % aproximadamente) en la composición proteica entre los 
10 y 40 minutos, aunque la concentración de algunos picos (proteína(s)) varía, el 
pico de las desintegrinas por ejemplo presenta una concentración baja respecto a las 
poblaciones de adultos; entre los 40 y 80 minutos, los neonatos presentan mayor 
concentración proteica de  fragmentos DC y otros picos que corresponden a material 
peptídico no identificado o que no muestran correspondencia con el perfil de Costa 
Rica.  
 
La concentración y abundancia de fosfolipasas es menor que la presentada por los 
adultos de Ba-T, la concentración de CRISP es similar en las dos poblaciones, la 
abundancia y concentración de serina proteinasas es mayor en los neonatos, y 
aunque la abundancia de SVMPs es mayor en los neonatos, esta familia proteica 
presenta picos con mayor concentración en los adultos.   
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Figura 23. Comparación de cromatogramas obtenidos por separación de proteínas 
por HPLC, fase reversa de un pool de venenos de especímenes neonatos de 
Barbacoas, Nariño versus adultos de B. asper de El Tambo, Cauca y de la Costa 
Pacífica de Costa Rica.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
A. Verde: B. asper neonatos de Barbacoas Nariño y azul: B. asper adultos de El Tambo, 
Cauca. B. Verde: B. asper adultos de la Costa Pacífica de Costa Rica y azul: B. asper 
neonatos de Barbacoas, Nariño. 
 
Con base en lo anterior, se observa disminución de posibles metaloproteinasas, y 
disminución en la concentración de lo que podrían ser serina proteinasas, durante el 
cambio de estado neonato a adulto; mientras en este último se observa ganancia en 
concentración de algunas SVMPs e incremento en abundancia y concentración de 
fosfolipasas.  
 
Por otra parte aunque no es pertinente la comparación entre el veneno de  los 
neonatos de Ba-N y el de los adultos de la Costa Pacífica de Costa Rica, cabe 
destacar que la concentración y abundancia de las familias proteicas que los 
componen es similar; no obstante se observa una marcada diferencia en la 
concentración de las fosfolipasas, la cual es mayor en los adultos de la PCR que en 
los neonatos de Ba-N (Figura 23 B).  
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6.1.4 Proteínas reconocidas por antiveneno. Como controles negativos del análisis 
de inmunoelectrotransferencia (Figura 24) se usaron suero normal equino (SNE) y 
suero anticoral, este último al basarse en la inmunización de equinos con veneno de 
coral se convierte en un buen control, pues la composición proteica de este veneno 
es diferente al de las serpientes de la familia Viperidae. 
 
Figura 24. Controles de Inmunoelectrotransferencia. Pool de veneno de adultos de B. 
asper de la Costa Pacífica de Costa Rica (PCR)  y B. asper de El Tambo, Cauca 
(CIBUC-Se-000 020) (BaT4).  
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
A. Control con suero normal equino (SNE). B. Control con suero anticoral, producido por el 
Instituto Clodomiro Picado (Costa Rica). Marcadores de masa molecular en kDa, sobre las 
márgenes izquierda y derecha (MW). Las proteínas fueron separadas en gel de 
poliacrilamida (12 %) bajo condiciones de reducción. 
 
Es de esperar que los dos controles no muestren reconocimiento hacia los venenos; 
sin embargo se observó que el SNE reconoció en cierto grado los venenos de Ba-T y 
de PCR; esta es una situación que se ha presentado anteriormente en estudios 
realizados en el Instituto Clodomiro Picado. Por el contrario, el suero anticoral, fue un 
mejor control, ya que mostró reconocimiento mínimo del veneno de Ba-T.  
 
Los perfiles de inmunoreactividad (Figura 25 y 26) de los dos antivenenos a evaluar 
(monoespecífico anti-B. asper Pacífico y monoespecífico anti-B. asper Caribe) contra 
los venenos de adultos (13) y neonatos (15) de las poblaciones de la Costa Pacífica 
de Costa Rica, muestran un alto grado de reconocimiento de proteínas, ya que la 
mayoría de las bandas fueron inmunoteñidas. Por lo tanto este veneno se convirtió 
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en el control positivo para realizar las comparaciones apropiadas con los venenos del 
suroccidente de Colombia. 
 
Figura 25. Análisis de Inmunoelectrotransferencia de veneno de B. asper y B. cf. 
asper del suroccidente de Colombia y B. asper de la Costa Pacífica de Costa Rica, 
que muestra la inmunoreactividad del antiveneno monoespecífico anti-B. asper  
Pacífico (Costa Rica).  
 
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Cada carril contiene 20 µg de veneno. Adultos de Ba-T (1-4), adultos de Ba-P (5-8), pool de 
veneno de adultos de B. asper de la Costa Pacífica de Costa Rica (13), neonato de Ba-T 
(10), juvenil de Ba-P (9), neonatos de Ba-N (11 y 12) y pool de veneno de neonatos de B. 
asper de la Costa Pacífica de Costa Rica (14). Marcador de masa molecular Page Ruler 
SM0671 en kDa, al margen izquierdo (MW). Las proteínas fueron separadas en gel de 
poliacrilamida en gradiente (10-15%) bajo condiciones de reducción. 
 
El revelado con suero monoespecífico anti-B. asper Pacífico, refleja reconocimiento 
de bandas entre 70 y 40 kDa en los adultos, la proteína que corresponde a la banda 
4 de 52.9 kDa (Figura 16) sobresale entre ellas; mientras en la población del Valle 
del Patía fue poco reconocida. También se observa leve reconocimiento de proteínas 
de masa molecular media (27.1 a 31.5 kDa) y reconocimiento parcial de proteínas de 
masa molecular baja (9.9 kDa).  
 
Proteínas de alta masa molecular como la 1 y la 2 (Figura 16), y la gran mayoría de 
las proteínas con pesos moleculares entre 30 y 40 kDa no fueron reconocidas por 
este suero. En los neonatos la inmunoreactividad fue alta principalmente de 
proteínas entre 57 y 64 kDa, también se reconocieron en menor proporción proteínas 
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entre 28.9 y 33.6 kDa, mientras que proteínas de baja masa molecular fueron 
escasamente reconocidas por el suero.  
 
El suero monoespecífico anti- B. asper Caribe (Figura 26) reconoció fuertemente la 
banda 5 (48.4 kDa) del veneno de todas las poblaciones y en menor grado proteínas 
con masa molecular entre 40 y 35 kDa. A diferencia del  suero monoespecífico anti-
B.asper Pacífico, este suero reconoció la banda 8 (36.7 kDa). También se observa 
un leve reconocimiento de proteínas con masa molecular entre 27.1 y 31.5 kDa, pero 
un mayor reconocimiento de proteínas entre 15 y 10 kDa. Este suero no reconoció 
eficientemente  las proteínas presentes en los neonatos (57.6 y 64 kDa). 
 
Figura 26. Análisis de Inmunoelectrotransferencia de veneno de B. asper y B. cf. 
asper del suroccidente de Colombia y B. asper de la Costa Pacífica de Costa Rica, 
que muestra la inmunoreactividad del antiveneno monoespecífico anti-B. asper  
Caribe (Costa Rica).  
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Cada carril contiene 20 µg de veneno. Adultos de  Ba-T (1-4), adultos de Ba-P (5-8), pool de 
veneno de adultos de B. asper de la Costa Pacífica de Costa Rica (13), neonato de Ba-T 
(10), juvenil de Ba-P (9), neonatos de Ba-N (11 y 12) y pool de veneno de neonatos de B. 
asper de la Costa Pacífica de Costa Rica (14). Marcador de masa molecular Page Ruler 
SM0671 en kDa (MW), al margen izquierdo. Las proteínas fueron separadas en gel de 
poliacrilamida en gradiente (10-15%) bajo condiciones de reducción. 
 
6.1.5 Cuantificación de anticuerpos. Los sueros monoespecíficos anti-B.asper tanto 
del Caribe como del Pacífico reconocieron de forma similar los venenos de Ba-T y 
Ba-P (Figura 27 A-C); sin embargo, los componentes proteicos tienden a ser mejor 
reconocidos por el suero monoespecífico anti-B. asper Pacífico. Los venenos de los 
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neonatos de Ba-N fueron mejor reconocidos por los sueros monoespecíficos que los 
adultos de Ba-T y Ba-P, y de igual forma tienden a ser mejor reconocidos por el 
suero monoespecífico anti- B. asper Pacífico. Cabe resaltar que pese al 
reconocimiento observado por parte de los sueros monoespecíficos, el suero que 
mejor reconoció los venenos de las tres poblaciones del suroccidente de Colombia, 
fue el polivalente, resultado que se refleja en las altas lecturas de absorbancia para 
este suero.    
 
Figura 27. Curvas de evaluación para anticuerpos específicos contra antígenos de B. 
asper y B. cf. asper  del suroccidente de Colombia.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
Los antivenenos fueron diluidos en factor 3 y testeados por ELISA contra veneno de A. 
Adultos de B. asper  de El Tambo, Cauca. B. Adultos de B. cf. asper de la Valle del Patía, 
Cauca. C. Neonatos de B. asper de Barbacoas, Nariño.    Monoespecífico anti-B. asper  
Caribe.    Monoespecífico anti-B. asper Pacífico.    Polivalente. * Suero normal equino (SNE). 
Cada punto representa la media + SD de tres repeticiones.  
  
Tanto los sueros, como los venenos de cada población y la interacción entre las dos 
variables comparadas presentaron diferencias significativas respecto a la 
cuantificación de anticuerpos (Fsue =1341, Fven =1254, Fsue-ven =13.3 41; p < 0.005), 
después de previa transformación (Log10) y normalidad de los datos (0.825 > p > 
0.05). Debido a la importancia de determinar cómo se presentaban las diferencias 
significativas con respecto al reconocimiento de los venenos por parte de los sueros, 
la formación de los grupos (prueba a posteriori tipo Tukey), basada en el grado de 
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parecido entre sus medias, las cuales corresponden en orden ascendente a suero 
monoespecífico anti-B.asper Caribe (0.11), suero monoespecífico anti-B.asper 
Pacífico (0.38) y suero polivalente (0.44), muestran que el polivalente difiere del 
suero del Caribe y en menor grado del suero del Pacífico.   
 
El veneno de la población de neonatos de Ba-N fue la más reconocido tanto por los 
sueros monoespecíficos como por el polivalente; por su parte los venenos de Ba-T y 
Ba-P fue reconocidos de forma similar entre sí (Figura 28 A). El suero polivalente 
mostró mejor reconocimiento de los venenos en general (Figura 28 B), seguido del 
suero monoespecíficos anti-B. asper  Pacífico y finalmente el del Caribe.  
 
Figura 28. Gráfico de medias. Muestra la variación intragrupos e intergrupos con 
base en las medias de absorbancia.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
A. Variación en el reconocimiento de los venenos de Ba-T (1.00), Ba-P (2,00) y Ba-N 
independientemente del tipo de suero. B. Variación del reconocimiento de los sueros 
monoespecífico anti-B.asper Caribe (1.00), monoespecífico anti-B.asper Pacífico (2.00) y 
Polivalente (3.00) independientemente de la procedencia de los venenos. p < 0,05, Programa 
SPSS v 12.0 (SPSS, Inc., Chicago, IL, USA). Sobre el margen derecho de cada gráfica, los 
valores de absorbancia (abs). Las líneas hacia arriba y hacia abajo de las cajas muestran la 
desviación estándar; la línea horizontal en las cajas representa la media de las  
absorbancias.   
 
6.2 Actividad biológica y enzimática 

 
6.2.1 Dosis letal 50. Para la población de B. asper de El Tambo, Cauca la DL50 fue 
de 100.94 (83.18-122.83 IC 95%) µg/ratón y para la de B. cf. asper del Valle del 
Patía, Cauca fue de 50.07 (37.44 – 58.31 IC 95%) µg/ratón. En el Anexo F se 
muestra la distribución log normal y los percentiles de la dosis, calculados por el 
análisis de Probits (Método de Finney) del paquete estadístico BioStat 2009 
Profesional 5.8.0. Las Figuras 29 A y B  muestran la gráficas construidas a partir de 
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los niveles evaluados, donde el punto medio de la línea de regresión corresponde a 
la DL50 de cada población. 
  
Figura 29. Representación gráfica de los datos obtenidos para la determinación de la 
Dosis  Letal 50 de A. B. asper de El Tambo, Cauca. B. B. cf. asper del Valle del 
Patía, Cauca. Línea azul: línea de regresión, línea verde: puntos experimentales.    
                                                                       
                                                                                                                                                                                                                                                 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
6.2.2 Actividad proteolítica. Tanto para la población de B. asper de El Tambo, Cauca  
y B. cf. asper de la Valle del Patía se observa que al incrementar la concentración de 
veneno de 5 a 500 µg la actividad proteolítica aumenta proporcionalmente, aunque 
entre los 5 y 10 µg dicho incremento no es marcado; mientras que de 500 a 2000 µg 
se observa una tendencia a mantener una actividad proteolítica constante (Figura 30 
A).  
 
La actividad proteolítica del veneno de los neonatos de B. asper de Nariño (Figura 30 
B) denota un comportamiento similar al observado en el caso anterior, ya que 
aumenta de forma directamente proporcional a la cantidad de veneno evaluada (de 5 
a 200 µg); no se observó el comportamiento de la actividad a mayores 
concentraciones de veneno dada la limitación del mismo.  
 
Se observa similitud al comparar gráficamente la actividad proteolítica de Ba-P y Ba-
T; sin embargo al comparar estas poblaciones con Ba-N, se observa que la actividad 
proteolítica a 5 µg es menor para Ba-N, diferencia que se hace más notoria a una 
concentración de 10 µg, donde la actividad proteolítica del veneno de los adultos 
triplica la de los neonatos.  
 
Para términos de comparación, se determinó la unidad de actividad proteolítica, 
definida como  un cambio de 0.2 en la absorbancia por minuto (Gutiérrez et al. 2008). 
Para la población Ba-T fue de 0.221 + 0.1 U/mg, para Ba-P fue de 0.315 + 0.2 U/mg 
y para Ba – N de 0.123 + 0.02 U/mg, lo cual muestra que la población de Ba-P 
presenta una actividad mayor que Ba-T; y  los neonatos (Ba-N) presentan menor 
actividad proteolítica que los adultos.  
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Figura 30. Actividad proteolítica. A. Venenos de B. asper de El Tambo, Cauca (Ba-T) 
y B. cf. asper del Valle Patía, Cauca (Ba-P). B. Venenos de B. asper de la Reserva 
Natural de las Aves el Pangán, Barbacoas, Nariño (Ba-N).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
6.2.3 Actividad hemorrágica. La dosis hemorrágica se determinó tanto para la 
población del Valle del Patía, como para la población de El Tambo, con el fin de 
confirmar la presencia de metaloproteinasas, ya que en el cromatograma obtenido 
por HPLC se observó una alta concentración y abundancia de picos  
correspondientes a esta familia proteica.  
 
La dosis hemorrágica mínima (DHM) para la población Ba-P fue de 0.249 + 0.048 µg 
y la DHM para la población Ba-T fue de 1.45 + 0.22 µg. Las Figuras 31 y 32 
muestran la curvas dosis – respuesta, donde se relaciona el diámetro de la lesión 
hemorrágica con las concentraciones de veneno evaluadas, entre un  rango de 
0.0625 a 2 µg de veneno (factor 2) para la primer población, y concentraciones entre 
0.125 y 8 µg para la segunda población. Se presentaron diferencias significativas 
entre las dosis mínimas hemorrágicas de las dos poblaciones (0.0199 < p = 0.05). 
 
Figura 31. Curvas dosis – respuesta. Determinación de la Dosis Hemorrágica Mínima 
(DHM) para la población de B. cf. asper  del Valle del Patía, Cauca. Cada una de las 
curvas representa el número de ensayos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

A B 
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Figura 32. Curvas dosis – respuesta. Determinación de la Dosis Hemorrágica Mínima 
(DHM) para la población de B. asper de El Tambo, Cauca. Cada una de las curvas 
representa el número de ensayos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
6.2.4 Actividad coagulante. La actividad coagulante también se determinó para las 
dos poblaciones, puesto que confirma la presencia de serina proteinasas y 
metaloproteinasas en el veneno. La dosis mínima coagulante (DCM) para la 
población de B. asper de El Tambo Cauca fue de  0.378 + 0.05 µg y la de B. cf. asper 
de Valle del Patía fue de 0.962 + 0.11 µg. No existen diferencias altamente 
significativas entre las dosis mínimas coagulantes para las poblaciones (0.08 > p = 
0.05).  
 
Las Figuras 33 y 34 muestran las curvas dosis – respuesta para cada una de las 
poblaciones, las cuales relacionan las concentraciones de veneno evaluadas (0.25 a 
8 µg) con el tiempo de coagulación.  
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Figura 33. Curvas dosis – respuesta. Determinación de la Dosis Coagulante Mínima 
(DCM) para la población de B. asper  de El Tambo, Cauca Cada una de las curvas 
representa el número de ensayos. 
 
.   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 34. Curvas dosis – respuesta. Determinación de la Dosis Coagulante Mínima 
(DCM) para la población de B. cf. asper del Valle del Patía, Cauca. Cada una de las 
curvas representa el número de ensayos. 
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7. DISCUSIÓN 
 
 
7.1 EL VENENO  
 
Chippaux et al. (1991) relaciona proporcionalmente la talla con la cantidad de veneno 
inoculado por la serpiente. En el presente estudio, la relación se observó 
ontogénicamente, ya que la cantidad de veneno producida por los adultos fue más 
alta que la de los neonatos. Sin embargo, a pesar de que B. asper CIBUC-Se-000 
020 y B. asper CIBUC-Se-000 102 fueron los ejemplares de mayores tamaños (1.42 
m y 1.40 m respectivamente) y los que produjeron la mayor cantidad de veneno, la 
relación establecida por Chippaux et al. (1991) no se mantiene en todos los 
ejemplares, pues algunos presentaron grandes tallas con baja producción de veneno.  
 
Respecto a la producción del veneno, para B. asper de El Tambo se obtuvieron 0.85 
+ 0.37 ml de veneno promedio en individuos adultos; estos resultados concuerdan 
con lo reportado por Sasa et al. (2009), quien afirma que la producción de veneno de 
B. asper de Costa Rica es alta, con un promedio de 0.65 + 0.37 ml en ejemplares 
adultos y subadultos. Por el contrario la producción de veneno B. cf. asper del Valle 
del Patía fue baja con un promedio de 0.17 + 0.098 ml también en individuos adultos. 
Cabe resaltar que el tamaño de muestra utilizada para ese estudio fue muy limitado.  
 
La variación en la producción de veneno por B. asper, puede ser un indicador de la 
conocida dosificación del veneno, en la cual las serpientes controlan el flujo de 
veneno, por la acción de una glándula accesoria, considerada como un esfínter, que 
hace parte del aparato venenoso de los vipéridos (Gans and Kochva 1965). Como 
resultado los vipéridos inoculan más o menos veneno, dependiendo de la situación 
de amenaza bajo la que se encuentren; incluso se ha reportado en diferentes 
estudios que el 30% de los casos corresponden a mordeduras secas (Kochva 1987, 
Young et al. 2002, Carrasquilla 2005). 
 
Por otra parte, es necesario mencionar que las serpientes adultas al encontrarse en 
cautiverio han adquirido un comportamiento diferente en relación a la captura de las 
presas, y por tanto, probablemente no emplearán la misma cantidad de veneno que 
en estado silvestre. Incluso se ha observado que ejemplares de la especie al tener 
asegurada la alimentación en cautiverio, se limitan a matar la presa sin necesidad de 
inocular veneno (S. Ayerbe comunicación personal y observación personal), puesto 
que la producción del mismo implicaría un mayor costo energético.   
 
Con respecto a la concentración proteica, la población de B. asper de El Tambo 
Cauca (Ba-T) presentó un mayor promedio frente a la población del Valle del Patía 
(Ba-P), y pese a que el promedio de Ba-T se ajustó al reportado para las poblaciones 
tanto de la Costa Pacífica como del Caribe de Costa Rica, a nivel intrapoblacional la 
concentración proteica fue variable; por ejemplo, son notorias las diferencias en 
cuantificación proteica de los ejemplares CIBUC-Se-000 020 y CIBUC-Se-000 102
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(Tabla 2), posiblemente este hecho este relacionado con la variabilidad individual del 
veneno reportada por Chippaux et al. (1991). Por el contrario los valores obtenidos 
para B. cf. asper fueron más homogéneos. Los resultados fueron comparados con 
los reportados por el Instituto Clodomiro Picado, ya que la cuantificación proteica 
también fue realizada por el método de Biuret.      
 
7.2 VARIACIÓN INTRAESPECÍFICA 
 
Los perfiles electroforéticos y cromatográficos manifestaron diferencias en la 
composición y concentración proteica del veneno de todas las poblaciones 
comparadas. Este tipo de variación ha sido bien documentada, y de acuerdo con 
Chippaux et al. (1991) y Stanchi et al. (1999) puede presentarse a nivel intra e 
interpoblacional.  
 
Los adultos de las poblaciones del suroccidente de Colombia y de Costa Rica, se 
caracterizaron por presentar bandas proteicas con una masa molecular aproximada 
de 27.1 kDa y 9.9 kDa.  Aunque con algunas diferencias  en las condiciones de 
separación en gel; estas bandas pueden corresponder a las bandas conspicuas 
reportadas para la Costa Pacífica y Caribe de Costa Rica (Assakura et al. 1992, 
Alape et al. 2008). Assakura et al. (1992) muestran que los venenos de B. asper del 
Caribe de Costa Rica presentan compuestos de 23.5 kDa, y tanto los venenos de B. 
asper de la Costa Pacífica como del Caribe presentan compuestos con masas 
moleculares de 12 kDa. Recientemente Alape et al. (2008), a partir de análisis del 
proteoma de individuos adultos y neonatos de B. asper, describen que los adultos de 
B. asper de la Costa Pacífica presentan una banda principal que corresponde a 
proteína(s) con una masa molecular de aproximadamente 23 kDa, y una banda 
menor que corresponde a proteína(s) de masa molecular de 17 kDa; en el caso de 
los adultos del Caribe las bandas características de la población tienen una masa 
molecular de 25 kDa.   
 
En general los adultos presentaron con mayor frecuencia proteínas entre 11 y 48.4 
kDa, mientras que los neonatos presentaron proteínas entre 30 y 60  kDa, lo que 
refleja la tendencia hacia un incremento de proteínas de alta masa molecular en los 
neonatos. Alape et al. (2009), también encontraron que los neonatos presentan una 
mayor concentración y frecuencia de proteínas de alta masa molecular (20 a 67 
kDa), mientras que los adultos presentan proteínas entre 14 y 45 kDa. La misma 
situación es descrita por Saldarriaga et al. (2003), donde los venenos de 
especímenes recién nacidos y juveniles presentan un mayor número de bandas 
electroforéticas de masa molecular más alta, que el de los adultos. La presencia de 
proteínas de alta masa molecular en neonatos, resulta en un incremento de la 
complejidad del veneno, indicando que los requerimientos para inmovilizar las presas 
pueden cambiar con la edad (Alape et al. 2008).  
 
Los perfiles electroforéticos y los cromatogramas muestran correspondencia entre 
ellos; así los componentes de alta masa molecular y concentración 
(metaloproteinasas) en el SDS-PAGE, corresponden a los picos que eluyen al final 
de los cromatogramas con altas concentraciones. En general se observó que la 
frecuencia de bandas proteicas y picos compartidos entre las poblaciones, las cuales 
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le confieren su similaridad o distinción, gira alrededor de seis familias proteicas 
metaloproteinasas, serina proteinasas, fosfolipasas, desintegrinas, fragmentos DC y 
CRISP (Alape et al. 2008).  
 
Los resultados muestran que la concentración de algunos picos (Figura 22 y 23) que 
podrían corresponder a metaloproteinasas, es considerablemente alta en las 
poblaciones de adultos del suroccidente Colombiano, incluso mayor que en las 
poblaciones de Costa Rica (Figura 21) y además representan el mayor porcentaje 
dentro de las proteínas del veneno. Según Guércio et al. (2006) las 
metaloproteinasas forman gran parte del veneno de B. atrox (especie relacionada 
filogenéticamente con B. asper) y su presencia está relacionada con las actividades 
hematotoxicas promotoras de hemorragia, defibrinogenación, edema local y necrosis, 
propias de las especies del género Bothrops (Gutiérrez et al. 1980, Guércio et al. 
2006 Saldarriaga et al. 2003).  
 
En el veneno de B. asper se encuentran dos tipos de metaloproteinasas, las P-I son 
responsables de la hemorragia local y son características del estado adulto; mientras 
que las P-III causan la hemorragia sistémica durante el envenenamiento y se 
encuentran en elevadas concentraciones en el estado neonato o juvenil (Rucavado 
et al. 2002, Alape et al. 2008, Alape et al. 2009, Gutiérrez et al. 2009).Teniendo en 
cuenta los tipos de Metaloproteinasas, P-I y P-III y su actividad biológica respectiva, 
es probable que las poblaciones de adultos tanto de B. asper de El Tambo como de 
B. cf. asper del Valle del Patía presenten metaloproteinasas similares a tipo P-I, 
puesto que la actividad hemorrágica local, como se verá más adelante, fue alta en 
las dos poblaciones.        
   
Dadas las variaciones ontogénicas mostradas por Alape et al. (2008), era de esperar 
el veneno de los ejemplares neonatos se separara totalmente del veneno de los 
adultos en el fenograma de similitud. Además, el perfil cromatográfico de los 
neonatos de B. asper de Barbacoas Nariño mostró una mayor complejidad del 
veneno con respecto al de los adultos y estuvo conformado aproximadamente por el 
42.5% por metaloproteinasas, lo que concuerda con los resultados encontrados en 
los perfiles electroforéticos, donde los venenos de los neonatos se caracterizaron por 
presentan mayor cantidad de proteínas de alto peso molecular, las cuales podrían 
estar implicadas, como se mencionó anteriormente, en la inmovilización de las 
presas (Alape et al. 2008).   
 
Las serina proteinasas representan el segundo mayor porcentaje de los 
componentes del veneno, con cerca del 17.3% en la población de Ba-P y 13.6 % en 
Ba-T. Aunque Alape et al. (2009) también muestra que esta familia proteica se 
encuentra en un alto porcentaje principalmente en los ejemplares adultos de la 
población del Caribe de Costa Rica (18.2%), de acuerdo con su porcentaje sobre el 
total del veneno, estas proteínas ocupan el tercer lugar y  se ubican después de las 
fosfolipasas.   
 
En cuanto a las fosfolipasas, en los perfiles cromatográficos se observó una baja 
concentración de esta familia proteica en Ba-T; mientras que la población de la Costa 
Pacífica de Costa Rica mostró una alta concentración de las mismas. En la población 
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del Valle del Patía aunque en el cromatograma no se detectan las fosfolipasas, las 
bandas proteicas 17 y 19 (Figura 16) de los perfiles electroforéticos podrían 
representar dicha actividad farmacológica; posiblemente la baja concentración en el 
que se encuentran en el veneno impida que se perciban con las condiciones 
cromatográficas establecidas. Según Alape et al. (2008) los especímenes adultos 
presentan un alto contenido de fosfolipasas miotóxicas A2, lo que involucra un alto 
riesgo de envenenamiento severo con dermonecrosis y mionecrosis (Otero et al. 
2002a).  
 
Al pasar del estado (Ba-N) neonato al adulto (Ba-T), las fosfolipasas mantienen una 
concentración relativamente baja; mientras que en las poblaciones de B. asper de la 
Costa Pacífica y del Caribe Costa Rica experimentan un cambio ontogénico, donde 
el número y la concentración de fosfolipasas aumenta al pasar del estado neonato al 
adulto (Alape et al. 2009). Las desintegrinas, los fragmentos DC y las CRISP, al igual 
que lo reportado por Alape et al. (2008), representaron los más bajos porcentajes 
entre los componentes del veneno de las poblaciones del suroccidente de Colombia. 
 
Se presentó variación ontogénica relacionada con las actividades biológicas en el 
veneno de los neonatos de Ba-N con respecto a la población de Ba-T, observándose 
un incremento en la actividad proteolítica al pasar de neonato a adulto. Tal variación 
ontogénica se ha reportado en diferentes estudios, donde los cambios en las 
actividades toxicas y enzimáticas del veneno pueden estar relacionados con una 
modificación en los hábitos alimenticios al pasar de un estado de crecimiento a otro, 
de presas ectotermicas (ranas y lagartos) a presas homotermas (mamíferos y aves) 
resultado de la adaptación por procesos evolutivos al tipo y al tamaño de la presa 
(Guércio et al. 2006, Alape et al. 2008, Sasa et al. 2009).  
 
Es importante resaltar las variaciones ontogénicas de los venenos por las 
implicaciones en las manifestaciones clínicas del envenenamiento (Otero 2009), 
pues se ha documentado que a pesar de que los neonatos inoculan bajas cantidades 
de veneno en una mordedura, pueden ocasionar considerables efectos 
vasculotóxicos como hemorragia y edema (Saldarriaga et al 2003).  
 
7.2.1 Variación intrapoblacional. La variación fue mayor entre los individuos de El 
Tambo Cauca que entre los del Valle del Patía, tal como se observa en el fenograma 
de similitud (Figura 20). La variación individual es de gran importancia e incluso 
puede superar a la variación interpoblacional; además se convierte en evidencia de 
que la composición proteica es un reflejo de una posible variación genética 
(Chippaux et al. 1991; Alape et al. 2008).  
 
La variación intrapoblacional fue menor en la población Ba-P. William and White 
(1987) plantean que en poblaciones aisladas y pequeñas, como es el caso de esta 
población, el pool de genes codificadores es menos diverso, llevando así a la 
producción de un veneno más homogéneo. Por lo tanto, este grado de variación 
podría reflejar un proceso inicial de divergencia o un fenómeno de endogamia en la 
población, dadas las condiciones de aislamiento geográfico en las que se encuentra 
(como se detallará más adelante), las cuales se constituyen en factores que afectan 
directamente la diversidad genética de las poblaciones. Por el contrario en 
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poblaciones grandes, como por ejemplo Ba-T, donde hay libre entrecruzamiento, la 
variación individual es directamente proporcional (William and White 1987), hecho 
que explicaría su mayor variación intrapoblacional.  
 
Por otra parte, los resultados de este trabajo mostraron variación entre los adultos de 
cada una de las poblaciones, tal como se observa en los perfiles electroforéticos; 
situación que también fue observada por Alape et al. (2008) en las poblaciones de 
Costa Rica.  
 
7.2.2 Variación interpoblacional. Se observó alta variación interpoblacional (índice de 
Jaccard), principalmente entre las poblaciones de adultos del suroccidente de 
Colombia y las poblaciones de la Costa Pacífica y del Caribe de Costa Rica, como se 
muestra en la Figura 20; mientras que la variación entre la población de B. asper de 
El Tambo Cauca y B. cf. asper del Valle del Patía fue menor. Adicionalmente, los 
neonatos de B. asper de Barbacoas Nariño reflejaron similaridad con el neonato de la 
población de B. asper de El Tambo Cauca.  
 
Si se parte del hecho de que la variabilidad en la composición del veneno se 
encuentra bajo control genético (Alape et al. 2008), y que la variabilidad genética 
puede ser alterada por factores geográficos y ecológicos, es probable que se altere 
la expresión proteica del veneno por las condiciones geográficas en las que se 
encuentran las poblaciones, como se profundizará más adelante.  
 
7.3 ACTIVIDADES BIOLÓGICAS Y ENZIMÁTICAS  
 
De acuerdo con los resultados obtenidos, los venenos del suroccidente de Colombia 
se caracterizan por presentar principalmente metaloproteinasas y serina proteinasas 
y en menor proporción fosfolipasas, desintegrinas fragmentos DC y CRISP. La 
acción o la sinergia de una o más de estas familias proteicas puede explicar la 
variación y diferencia de las actividades biológicas (Matsui et al. 2000, Gutiérrez et al. 
2009) encontradas entre las poblaciones, variación que ha sido documentada a nivel 
intra en interespecie en  propiedades hemolíticas, coagulantes o anticoagulantes, 
proteolíticas y necrosantes del veneno (Dunn 1944). La Tabla 4 resume las 
actividades biológicas determinadas para los venenos de cada una de las 
poblaciones.  
 
7.3.1 Letalidad de las poblaciones. Es importante confrontar los resultados obtenidos 
con dosis letales previamente reportadas para la misma especie a lo largo de toda su 
distribución geográfica, y con dosis de especies relacionadas filogenéticamente 
(Tabla 5). Esto con el fin de tener un panorama más amplio respecto a la letalidad de 
las poblaciones de estudio.  
 
Las dosis letales reportadas por Yasnó (2005) y Navia (2005) para B. asper en la 
misma área geográfica, muestran similitud con la dosis encontrada en este estudio 
para la población de esta especie en El Tambo Cauca; sin embargo, la dosis letal de 
B. cf. asper del Valle del Patía determinada por Navia (2005) contrasta fuertemente 
con los resultados. 
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Tabla 4. Actividades biológicas y enzimáticas de las poblaciones del suroccidente 
Colombiano.  
 
 

Población  Dosis letal 50 
(µg/ratón) 

Actividad 
proteolítica 

(U/mg) 

Actividad 
hemorrágica 

(µg) 

Actividad 
Coagulante 

(µg) 

Ba-T 
 

100.9 
(83.2-122.8) 

 
0.221+ 0.1 

 
1.44 + 0.2 0.37 + 0.05 

Ba-P 
 

50.07 µg/ratón 
(37.4-58.3) 

0.315 + 0.2 0.24 + 0.04 0.96 + 0.1 

Ba-N 
- 

0.123 + 0.02 -  

 
Los valores que están en paréntesis en la dosis letal 50, corresponden a los límites de 
confianza (95%), cuanto mayor la dosis letal, menor es su poder de letalidad es menor. De 
igual manera la lectura de las actividades hemorrágica y coagulante es inversamente 
proporcional a su valor  (cuanto menor es el valor, más alta es la actividad biológica). Para la 
población Ba- N solamente se determinó la actividad proteolítica debido a la limitada 
cantidad de veneno.  
 
Es evidente la diferencia en letalidad entre B. cf. asper del Valle del Patía y B. asper 
de El Tambo, pues la dosis letal de Ba-P duplica a la de Ba-T, lo cual refleja la 
variabilidad tanto en componentes como en la concentración proteica de los 
venenos. Aunque la producción de veneno de los ejemplares adultos de Ba-P fue 
baja, el hecho de presentar una dosis letal más alta que la encontrada para Ba-T, 
puede explicarse posiblemente por la concentración y presencia de proteínas 
particulares (metaloproteinasas y/o serina proteinasas, Figuras 15, 16 y Figura 22) 
que la diferencian de las demás poblaciones y que a nivel evolutivo podrían haberse 
convertido en componentes eficaces para inmovilizar sus presas.   
 
Así, Ba-P posiblemente presente mayor concentración de proteínas toxicas que 
reflejen la alta letalidad de su población; mientras que los ejemplares de Ba-T, 
aunque presentaron un mayor promedio de producción de veneno, este puede estar 
conformado por una alta concentración de proteínas menos tóxicas que las de Ba-P. 
Estas son posibles hipótesis que deberían ser analizadas con mayor profundidad, 
pues son de gran importancia biológica para las poblaciones y también de 
importancia clínica para contribuir al manejo de los accidentes ofídicos que 
ocasionan. Ferreira et al. (1992) propone establecer una relación inversamente 
proporcional entre la concentración de proteínas y la dosis letal; sin embargo, la 
dosis letal está condicionada por diferentes factores, donde tanto la composición 
como la concentración proteica juegan un rol importante.  
 
Además, cabe resaltar que la dosis letal fue determinada con un pool de veneno de 
ejemplares adultos, mientras que la reportada por Navia (2005) tuvo en cuenta un 
solo individuo. El hecho de incluir un mayor número de ejemplares para la 
determinación de esta prueba y el diseño del experimento (método  de Finney), 
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reflejan mejor la letalidad de la población. También hay que considerar que la medida 
de letalidad en modelos vivos tiene una gran incertidumbre, y como se mencionó 
anteriormente existen diferentes factores tanto biológicos como del diseño del 
método que pueden influir en la determinación de la dosis (Solano et al. In prep).  
 

Tabla 5. Dosis letales 50 para B. asper, B. cf. asper y especies relacionadas 
filogenéticamente. Vía de inoculación: intraperitoneal (IP), intravenosa (IV). 

 

Especie Procedencia Autor Dosis Letal 50 
Vía de 
inoculación 

B. asper Guatemala  
Saravia et al. 
(2001) 56.8 (44.5-72.4) µg/ratón 

IP 

B. asper Costa Rica Bolaños (1972) 59.7 (54.3-65.1) µg/ratón - 

B. asper 
Costa Rica, costa 
Atlántica 

Assakura et al. 
1992 71 (62-92) µg/ratón 

IP 

B. asper 
Costa Rica, costa 
Pacífica 

Assakura et al. 
1992 77 (68-87) µg/ratón 

IP 

B. asper Antioquia 
Saldarriaga et al. 
(2003) 42.9 (35.5-53.3) µg/ratóna 

IP 

B. asper Antioquia 
Saldarriaga et al. 
(2003) 48.1 (43.1-53.1) µg/ratónb 

IP 

B. asper Antioquia 
Saldarriaga et al. 
(2003) 49.4 (40.7-58.1) µg/ratónc 

IP 

B. asper Antioquia 
Saldarriaga et al. 
(2003) 67.1 (60.1-74.1) µg/ratónd 

IP 

B. asper Tambo, Cauca  Yasnó (2005) 110.8 (105.9-116.1) µg/ratón IP 
B. asper Tambo, Cauca  Navia (2005) 103.1 (95.2-119.5) µg/ratón IP 
B. asper  Tambo, Cauca  Este estudio 100.9  (83.2-122.8) µg/ratón IP 

B. cf. asper 
Valle del Patía, 
Cauca Navia (2005) 101.3 (90-122.8) µg/ratón 

IP 

B. cf. asper 
Valle del Patía, 
Cauca Este estudio 50.07 (37.4-58.3) µg/ratón 

IP 

B. asper Manabí, Ecuador   Kuch et al. (1996) 65 µg/ratón IP 
B. asper Guayas, Ecuador Kuch et al. (1996) 85 µg/ratón IP 
B. asper Los Ríos, Ecuador Kuch et al. (1996) 85 µg/ratón IP 

B. atrox Tucurú, Pará 
Assakura et al. 
(1992) 95 (83-117) µg/ratón 

IP 

B. atrox Antioquia 
Saldarriaga et al. 
(2003) 51.8 (37.9-65.7) µg/ratóna 

IP 

B. atrox Antioquia 
Saldarriaga et al. 
(2003) 59.7 (54-65.4) µg/ratónb 

IP 

B. atrox Antioquia 
Saldarriaga et al. 
(2003) 65.5 (54.1-76.9) µg/ratónc 

IP 

B. atrox Antioquia 
Saldarriaga et al. 
(2003) 81.4 (80.2-83.6) µg/ratónd 

IP 

B. marajoensis Isla Marajó, Pará   
Assakura et al. 
(1992) 113 (102-127) µg/ratón 

IP 

B. moojeni Brasilia, Goías 
Assakura et al. 
(1992) 145 (128-173) µg/ratón 

IP 

B. leucurus Brasil Pidde et al. (2008) 63.7 (58-71.4)µg/ratón IP 
B. colombiensis Venezuela, el Guapo Girón et al. (2008) 197.2 µg/ratón IP 
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No obstante, a pesar de la diferencia en el tamaño de la muestra, podría presentarse 
un fenómeno previamente descrito por Chippaux et al. (1991), quien manifiesta que 
con el tiempo los venenos en algunas especies tienden a ser más tóxicos, como 
respuesta a factores de adaptación, a nuevas condiciones de hábitat o a variaciones 
drásticas del medio ambiente; pero, para confirmar este comportamiento sería 
necesario monitorear la población.  
 
Sumado a lo anterior, B. cf. asper del Valle del Patía y B. asper son poblaciones 
responsables de la mayor tasa de accidentes ofídicos en la  región (Cauca- Nariño). 
B. cf. asper presenta el mayor porcentaje por incidencia epidemiológica, y aunque la 
mortalidad no es alta, fue el principal agente causante de accidentes ofídicos en el 
Departamento del Cauca (cerca del 43% de los casos) entre los períodos 2000-2008 
(Navia 2005,  Ayerbe y Latorre 2009).  
 
Al comparar la letalidad de Ba-T y Ba-P con dosis letales de ejemplares adultos a 
nivel nacional, las poblaciones de B. asper del norte de Colombia son más letales 
que las del suroccidente; a nivel internacional aunque se observa variación entre las 
mismas, la letalidad parece disminuir conforme la distribución de la especie tiende 
hacia el sur (Tabla 5). Posiblemente, este patrón puede ser un indicio de que la 
toxicidad del veneno de B. asper, esté relacionado con la concentración de alguna(s) 
toxina(s) específica(s). Tal como ocurre para poblaciones de Crotalus durissus a lo 
largo de toda su distribución, donde el grado de toxicidad de su veneno está 
asociado con el incremento en la concentración de crototoxina, lo que refleja en 
general que la toxicidad del veneno de esta especie ha evolucionado durante su 
invasión a Sur América (Calvete et al. 2009).  
 
Adicionalmente, la dosis letal de B. cf. asper del Valle del Patía comparada con las 
reportadas para B. asper de otros países es baja (50.07 µg/ratón), y por lo tanto 
manifiesta una mayor letalidad; sin embargo, es similar a las dosis de Guatemala 
(56.8 µg/ratón) y del Norte de Colombia (49.4 µg/ratón, ejemplares de dos años de 
edad). Frente a especies del mismo género del clado Bothrops atrox-asper (Fenwick 
et al. 2009), la población de B. asper de El Tambo (Cauca) es menos letal que B. 
atrox y B. leucurus; pero más letal que B. marajoensis, B. moojeni y B. colombiensis. 
Por el contrario, B. cf. asper del Valle del Patía, es más letal que todas las especies 
del mismo género.  
 
7.3.2. Actividad proteolítica. Los efectos de la actividad proteolítica, utilizando 
diferentes concentraciones de veneno para cada población, también fueron 
reportados por Lomonte y Gutiérrez (1983), quienes afirman que la relación entre la 
cantidad de veneno empleado y la actividad proteolítica es lineal hasta cierto punto, 
sin embargo después de presentarse el máximo de la actividad, la curva se mantiene 
estable. 
 
Por otra parte, se observa variación entre las actividades proteolíticas de las 
poblaciones. Aunque la diferencia no es marcada, tiende a ser mayor en la población 
de B. cf. asper del Valle del Patía. Gutiérrez y Rucavado (2000) y Gutiérrez et al. 
(2005), manifiestan que la actividad hemorrágica se encuentra asociada a su 
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capacidad proteolítica, esto podría explicar el hecho de que Ba-P haya presentado 
una mayor actividad proteolítica y hemorrágica, frente a las otras poblaciones.   
 
La actividad proteolítica de los venenos de las poblaciones de B. asper de El Tambo 
(0.221+ 0.1 U/mg), B. asper de Barbacoas, Nariño (0.123 + 0.02 U/mg) y B. cf. asper 
del Valle del Patía (0.315 + 0.2 U/mg) fue más baja que la reportada por Assakura et 
al. (1992) para los venenos de B. asper de la Costa Pacífica y del Caribe de Costa 
Rica (2.31 U/mg y 1.47 U/mg respectivamente). Ferreira et al. (1992), manifiestan 
que existe una correlación inversa entre la actividad proteolítica y la letalidad de 
nueve especies de Bothrops, por lo tanto venenos que tienen una alta actividad 
proteolítica contienen pequeñas cantidades de toxina letal y consecuentemente 
presentan disminución en la letalidad; según lo anterior las poblaciones de B. asper 
de Costa Rica deberían ser menos letales que las del suroccidente Colombiano, pero 
sucede lo contrario.  
 
De allí que la correlación establecida por Ferreira et al. (1992) no es clara, y 
difícilmente se podría relacionar una sola actividad biológica con la letalidad del 
veneno; pues la actividad proteolítica es el resultado de la interacción de diferentes 
componentes del veneno, como la L –aminoácido oxidasa, las metaloproteinasas, las 
serina proteinasas y las desintegrinas, las cuales están involucradas tanto en esta 
actividad como en los procesos de la agregación plaquetaria e inducción a la 
hemorragia (Lazo et al. 2007, Gutiérrez et al. 2009).  
 
La actividad proteolítica se ve favorecida por diferentes sustancias vasodilatadoras, 
las cuales facilitan la acción de las hidrolasas digestivas, metaloproteinasas 
dependientes de zinc, fosfolipasas A2 y hialuronidasas (Cuesta et al. 2008). Éstas 
proteínas modifican la homeostasis de uno o varios sistemas, generando diferentes 
síntomas que pueden resultar en una necrosis extensiva (Ribeiro y Jorge 1997); y 
como consecuencia, el tejido afectado se convierte en un ambiente apto para la 
proliferación de microorganismos (Cuesta et al. 2008) presentes en la cavidad bucal  
de las serpientes (Henao et al. 2005, Ayerbe et al. 2008). Por lo tanto, teniendo en 
cuenta que la actividad proteolítica de Ba-P fue más alta que la de Ba-T, los 
accidentes por individuos de Ba-P serian más propensos a presentar infección 
bacteriana que los accidentes ocasionados por las poblaciones de B. asper del 
suroccidente Colombiano. 
 
 
7.3.3 Actividad hemorrágica. Tanto las metaloproteinasas, como las serina 
proteinasas y  las desintegrinas (aunque estas últimas se encontraron con menor 
frecuencia en los venenos) son las responsables de la actividad hemorrágica en los 
venenos. Estas proteínas son altamente tóxicas, producen sangrado severo, evitan la 
formación del tapón hemostático (inhibición de la función plaquetaria) y 
consecuentemente hidrolizan la membrana basal de la microvasculatura y los 
componentes de la matriz extracelular tales como colágeno tipo IV, fibronectina y 
laminina (Wolfsberg et al. 1995, Gutiérrez et al. 2009).  
 
Al comparar la dosis hemorrágica de B. asper de El Tambo Cauca (1.44 µg + 0.2), 
con la reportada al norte de Colombia, para ejemplares adultos de la misma especie, 
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mayores de tres años (1.8 µg + 0.02), la dosis fue similar (Saldarriaga et al. 2003). 
Sin embargo, el veneno de B. cf. asper del Valle del Patía resultó ser más 
hemorrágico (0.24 µg + 0.04) que los anteriores. A su vez los venenos de las 
poblaciones suroccidentales fueron más hemorrágicos que los venenos de las 
poblaciones del Caribe y de la Costa Pacífica de Costa Rica cuyas actividades 
hemorrágicas son de 4 µg  y  5.7 µg respectivamente (Assakura et al. 1992). Este 
contraste puede explicarse posiblemente por la presencia de una alta concentración 
de metaloproteinasas tipo P-I en los venenos (Gutiérrez et al. 2009), la cual sería 
mayor en la población de B. cf. asper.  
 
Aunque la actividad hemorrágica sistémica no fue determinada para ninguna de las 
poblaciones, las observaciones a nivel clínico manifiestan que las hemorragias 
cerebrales, cutáneas, renales y gingivorragias (Anexo G, Figura 35) son un síntoma 
predominante en los accidentes ocasionados por B. cf. asper del Valle del Patía, y 
están asociadas al síndrome de desfibrinación en donde la sangre se torna 
incoagulable por la destrucción del Fibrinógeno (Factor II), generando Fibrina 
inestable por liberación de Fibrinopéptido A (S. Ayerbe comunicación personal). Por 
lo tanto, dado que la hemorragia sistémica es resultado de un elevado contenido de 
metaloproteinsas tipo P- III (propias de neonatos) (Gutiérrez et al. 2005, Gutiérrez et 
al. 2009), podría presentarse el mismo fenómeno de pedomorfismo reportado para  
poblaciones de B. atrox de Ecuador, Perú y Brasil (Núñez  et al. 2009).  
 
Si se retoma el hecho de que los venenos de adultos se caracterizan por una mayor 
cantidad de metaloproteinasas tipo P-I, mientras que los venenos de neonatos y 
juveniles presentan mayor proporción de metaloproteinasas tipo P-III (Saldarriaga et 
al. 2003; Alape et al. 2008). Al correlacionar dichos cambios ontogénicos con las 
características bioquímicas y farmacológicas, los venenos de los neonatos y 
juveniles presentan una mayor letalidad, actividades coagulantes y hemorrágicas que 
los venenos de adultos (Saldarriaga et al. 2003). Por lo tanto, si un ejemplar adulto 
presenta mayor cantidad de metaloproteinasas tipo P-III, significaría que su veneno 
exhibe un perfil pedomorfico (Núñez et al. 2009, Calvete 2010).  
 
7.4.4. Actividad coagulante. Contrario a la actividad hemorrágica, la población de B. 
asper de El Tambo Cauca mostró una mayor actividad coagulante frente a la 
población del Valle del Patía. Estos resultados también confirman las observaciones 
clínicas en el Departamento del Cauca, donde en los accidentes ocasionados por 
parte de esta población predomina el efecto procoagulante con aparición frecuente 
de síndrome isquémico el cual se complica con síndrome compartimental ó gangrena 
(Anexo G, Figura 36 A y B) (S. Ayerbe comunicación personal).  
 
La alta actividad coagulante desencadenada por la población de El Tambo Cauca, 
puede deberse a un incremento en la concentración de serina proteinasas en 
comparación con la población del Valle del Patía. De acuerdo con Rucavado et al. 
(2004), tanto las metaloproteinasas como las serina proteinasas ocasionan efecto 
procoagulante de los venenos, y como consecuencia se desarrolla defibrinogenación 
y desfibrinación, caída de los niveles de fibrinógeno e incremento de los productos de 
degradación de fibrinógeno. 
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Exámenes paraclínicos descritos por Navia (2005), demuestran que la población de 
B. asper de El Tambo Cauca genera mayor alteración de los niveles de fibrinógeno, 
pues todos los casos analizados presentaron alteración de los niveles de fibrinógeno, 
mientras que para la población de B. cf. asper del Valle del Patía, los niveles fueron 
alterados en el 66% de los casos. De igual manera, el tiempo de protrombina se 
altera en el 73% de los casos para Ba-T, mientras que para Ba-P, el tiempo de 
protrombina se altera en el 49% del total de los casos.  
 
Ba-T presentó una actividad coagulante (0.37 µg + 0.05) alta en relación con las 
reportadas para B. asper del norte de Colombia, a saber 0.3 µg para especímenes de 
seis meses de edad, 0.8 µg + 0.03 para especímenes de un año de edad, 1 µg + 
0.04 para ejemplares de dos años y 3.4 µg + 0.01 para especímenes de tres años 
(Saldarriaga et al. 2003), y se observa que es similar a la dosis de los especímenes 
de seis meses de edad. La actividad coagulante en Ba-P fue menor (0.96 µg + 0.1) y 
se acerca a la actividad reportada para ejemplares de B. asper de dos años de edad. 
Frente a la actividad coagulante reportada por Assakura et al. (1992) para B. asper 
del Caribe y de la Costa Pacífica de Costa Rica (31 µg y 450 µg respectivamente), 
nuestras poblaciones muestran una alta actividad coagulante.  
 
7.4 INMUNOREACTIVIDAD E INMUNOENSAYOS  
 
La variación proteica del veneno de las poblaciones de B. asper estudiadas y los 
ensayos de toxicidad que demostraron diferencias considerables con relación a los 
efectos causados por los venenos de estas poblaciones, nos sugirió realizar 
inmunoensayos. Afortunadamente los venenos de las poblaciones de B. asper del 
suroccidente de Colombia presentaron reactividad cruzada frente a los sueros 
monoespecíficos anti-B. asper Pacífico y Caribe y polivalente de Costa Rica. Este 
hecho comparte lo planteado por Tu et al. (1980), Sánchez et al. (2003) y Gutiérrez 
et al. (2010) sobre la capacidad de algunos sueros antiofídicos de presentar 
reactividad cruzada incluso en especies filogenéticamente distanciadas. 
 
Como se presentó en el capítulo de resultados existe tendencia a un mejor 
reconocimiento de los venenos por parte del suero monoespecífico-anti B. asper 
Pacífico, quizás porque dos de las poblaciones también se encuentran hacia la Costa 
Pacífica de Nariño y Cauca. No obstante, el suero polivalente fue el que mejor 
reconoció los venenos de todas las poblaciones, posiblemente porque tiene una 
potencia más amplia frente a diferentes especies de la familia Viperidae, abarcando 
al mismo tiempo una mayor variedad de proteínas.  
 
Como era de esperarse el suero anti- B. asper Pacífico de Costa Rica reconoció 
fuertemente los venenos de ejemplares adultos y neonatos procedentes del Pacífico 
de Costa Rica; estudios previos habían descrito el alto reconocimiento inmunológico 
hacia la mayoría de las bandas electroforéticas (Gutiérrez et al. 2010). Al comparar 
los análisis de inmunoreactividad (Figura 25 y 26) con los presentados por Gutiérrez 
et al. (2010), proteínas de alto peso molecular fueron mayormente reconocidas que 
las de menor peso molecular; sin embargo, los venenos de las poblaciones del 
suroccidente de Colombia, difieren en reconocimiento en relación con las 
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poblaciones de Costa Rica, aspecto que se observa claramente en la intensidad de 
inmunotinción de las diferentes bandas electroforéticas.  
 
Con respecto a los venenos, el de los neonatos de B. asper de Barbacoas Nariño, 
fue el mejor reconocido tanto por el suero monoespecífico anti-B.asper Pacífico como 
por el polivalente de Costa Rica. Esto puede reflejar mayor similaridad proteica entre 
los venenos de las poblaciones de neonatos del suroccidente de Colombia y los 
venenos de las poblaciones de Costa Rica.  
 
De acuerdo con estudios de inmunoreactividad y neutralización de venenos de 
adultos y neonatos del Pacífico y Caribe de Costa Rica (Gutiérrez et al. 2010), los 
sueros evaluados se caracterizan por reconocer principalmente metaloproteinasas 
(proteínas de alto peso molecular); este hecho explicaría lo observado en los perfiles 
de inmunoreactividad, donde las bandas de mayor peso molecular fueron las más 
reconocidas (Figura 25 y 26) en las poblaciones del suroccidente Colombiano. Según 
Gutiérrez et al. (2010), las metaloproteinasas tipo P-III son las más reconocidas por 
los sueros de Costa Rica, lo que también explicaría el hecho de que los venenos de 
los neonatos de Ba-N hayan sido los mejor reconocidos, pues los venenos de 
neonatos son ricos en este tipo de metaloproteinasas (Alape et al. 2008).    
 
Los resultados muestran diferencias ontogénicas respecto al reconocimiento 
inmunológico (intensidad de inmunotinción, Figura 25 y 26), a diferencia de lo 
encontrado por Gutiérrez et al. (2010) quienes mostraron que a pesar de las 
variaciones regionales y ontogénicas del veneno, se presenta un alto grado de 
reactividad cruzada entre las poblaciones de Costa Rica y no hay diferencias 
significativas respecto al reconocimiento de los venenos teniendo en cuenta el 
estado de crecimiento.  
  
Con base en lo anterior, es importante tener en cuenta la variación intraespecífica y 
geográfica del veneno de B. asper, ya que permite evaluar la conveniencia de incluir 
pools de venenos de diferentes regiones geográficas, o si el veneno de una región 
geográfica es representativo para la especie (Gutiérrez et al. 2009), con el objetivo 
de lograr una producción de suero más efectivo (Calvete 2010) para esta especie 
ampliamente distribuida.  
 
7.5 VARIACIÓN GEOGRÁFICA DE LOS VENENOS  
 
Los vipéridos entraron a Suramérica en el Mioceno (Albino y Montalvo 2006); el 
género Bothrops habría entrado al continente antes del levantamiento del Istmo de 
Panamá, y su ancestro conocido como Protobothrops fue el primero en colonizar 
América del Sur posiblemente durante el Mioceno medio (entre 23 y 10 Ma), éste 
ancestro habría dado origen a todas las especies actuales del género Bothrops 
(Wüster et al. 2002, Scanferla y Nenda 2005). La radiación del género ocurrió 
aproximadamente hace 10 a 15 Ma (Mioceno), desde el norte de Sur América hacia 
el sur y a Centro América, culminando paralelamente con la formación del Istmo de 
Panamá en el Plioceno (3.5 Mya). Entre las hipótesis que intentan explicar el proceso 
de diversificación, están: la edad relativa del clado Bothrops atrox-asper y la rápida 
radiación adaptativa del género al interior de hábitats desprovistos de vipéridos 
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competidores (Wüster et al. 2002). Sumado a lo anterior, la combinación de 
acontecimientos geográficos y ecológicos durante los períodos del Pleistoceno 
glacial, habrían permitido su dispersión y consecuente diversificación (Vanzolini y 
Heyer 1985).  
 
En América del Sur, el levantamiento de las cordilleras Occidental y Central de los 
Andes Colombianos, que experimentaron su modelación entre el Mioceno y Plioceno 
(25 a 5 Ma) y alcanzaron su elevación actual durante el Pleistoceno (Gregory – 
Wodzicki 2000, Argollo 2006, Hincapie et al. 2009), habría permitido la divergencia 
de las poblaciones Chocoanas y Cis- Andinas (Castellano et al. 2006, Noonan and 
Wray 2006, Saldarriaga et al. 2009) y posiblemente la diferenciación de las 
poblaciones de B. asper al Suroccidente de Colombia. Este fenómeno también 
ocurrió con las poblaciones de B. asper en Costa Rica, donde la herpetofauna 
original de las tierras bajas fue fragmentada en poblaciones alopátricas del Caribe y 
Pacífico, como resultado del  levantamiento de las cordilleras de América Central (8-
5 Mya) que culminó con la formación del Istmo de Panamá (Alape et al. 2008). 
 
Además de la Cordillera Occidental con alturas que sobrepasan los 4000 m (Ramos 
y Folguera 2005), otras barreras físicas y ecológicas que también podrían haber 
promovido la divergencia y variación entre las poblaciones de B. asper del 
Suroccidente Colombiano son: a). La contaminación con ácido sulfúrico y clorhídrico 
de la cuenca alta del Río Cauca (535 Km), en los primeros kilómetros (80 km) de su 
recorrido, por el Río Vinagre, desde los 2000 m en el punto conocido como la 
Hidroeléctrica de Florida II, hace por lo menos 1.5 Ma (Ayerbe et al. 1990, CVC 
2004). b.) Las condiciones ecológicas del Valle del Patía, resultado del hundimiento 
de un bloque intermedio durante la formación de las Cordilleras Occidental y Central, 
en el cual por encima de los 1000 m la vegetación xerofítica es reemplazada por 
bosques subandinos, y debido a su aislamiento (Plioceno-Pleistoceno) se ha 
convertido en un enclave subxerofítico propio para la especiación (Alberico & Negret 
1992, Lobo 1993).  
 
Por otra parte, Saldarriaga et al. (2009), basados en diferencias fenotípicas y análisis 
moleculares de varios ejemplares de B. asper, consideran cuatro linajes moleculares, 
uno de los cuales representa la región Chocoana, la cual se extiende desde Panamá 
al noreste de Ecuador, y se caracteriza por la ausencia de barreras geográficas 
evidentes, que puedan evitar el flujo genético entre las poblaciones. Con base en lo 
anterior, es de esperar que B. asper de El Tambo Cauca y de Barbacoas, Nariño 
pertenezcan a este linaje, dada su distribución geográfica y la contigüidad de sus 
poblaciones; además al ser poblaciones cercanas deberían presentar mayor 
similaridad genética (proteica) y mostrar una correlación positiva entre la divergencia 
proteica y la distancia geográfica (Sasa 2002). Efectivamente los perfiles 
electroforéticos reflejaron similaridad entre los neonatos de B. asper de Ba-T y Ba-N; 
así, aunque las poblaciones están separadas por la Hoz de Minamá y el Río Patía, 
estas barreras geográficas no son suficientes como para impedir el flujo genético 
interpoblacional, y por tanto la baja variación observada podría resultar del 
aislamiento por distancia, asumiendo tipos uniformes de migración a lo largo de la 
distribución geográfica de la especie tal como lo manifiesta Sasa (2002).  
 



95 
 

También es importante considerar las propuesta realizada por Núñez et al. (2009) 
para la especie B. atrox, la cual muestra un fenotipo de veneno conocido como 
“neonate asper-like”. Pues el posible pedomorfismo manifestado por la población de 
Ba-P podría explicarse bajo las mismas premisas de Núñez et al. (2009). La primera, 
manifiesta que una pequeña población de serpientes bajo condiciones de presión 
selectiva que permitan mantener la tendencia pedomorfica se adaptará a la 
restricción de presas en el ecosistema; la segunda donde la falta de presión 
selectiva, quizás  permitió una rápida evolución de las poblaciones colonizadoras de 
B. atrox, sin necesidad de modificar e incrementar la complejidad del veneno que 
caracteriza a las serpientes adultas (generalistas). De esta forma también podría 
argumentarse el mantenimiento de las altas actividades hemorrágicas y letales 
(propias de los neonatos) en la población del Valle del Patía.   
 
Es evidente que los eventos históricos y geográficos han jugado un papel importante 
en la divergencia y dinámica de las poblaciones de Bothrops asper (Sasa 2002). Por 
lo cual, pueden convertirse en factores que promuevan la variación intraespecífica de 
los venenos de individuos que habitan diferentes regiones (Guércio et al. 2006, Alape 
et al. 2008, Núñez et al. 2009), incluyendo las poblaciones al sur de Colombia.  
 
7.6 CONSIDERACIONES TAXONÓMICAS  
 
Los estudios realizados con B. asper han demostrado la gran variabilidad 
intraespecífica, no sólo a nivel toxinológico sino también, morfológico y morfométrico, 
relacionados con variación en patrones de color, tamaño, dimorfismo sexual, 
escamación, entre otras características (Sasa et al. 2009, Saldarriaga et al. 2009).  
Variación que al igual que en B. atrox (Núñez et al 2009) es producto de su amplia 
distribución, de la variedad de hábitats en la que se encuentran, o de encontrarse 
conformada por varias sub-especies (Fenwick et al. 2009, Saldarriaga et al. 2009).    
 
Ayerbe et al. (1990) propusieron la existencia de dos especies nuevas de Bothrops 
en el Valle alto del Patía y el Valle del Río Cauca, una de las cuales correspondería a 
la asignación de Bothrops con forma de asper (B. cf. asper), puesto que 
observaciones morfológicas y de distribución geográfica han llevado a pensar que 
son dos especies diferentes; así al encontrar variación y diferenciación a nivel 
proteico entre las poblaciones de B. asper de El Tambo Cauca y B. cf. asper del 
Valle del Patía, podría convertirse en otro argumento para soportar su distinción 
taxonómica.  
 
Sin embargo, surgen las siguientes cuestiones: 1. ¿La diferenciación a nivel proteico 
entre los venenos de B. asper y B. cf. asper corresponde a una variación geográfica, 
como se ha encontrado para otras poblaciones de la especie?. 2. ¿La diferenciación 
a nivel proteico entre los venenos de B. asper y B. cf. asper apoyaría el hecho de 
definirla como especie, tal como lo sugiere Ayerbe et al. (2009)?. Cabe retomar que 
la diferenciación proteica fue menor entre las poblaciones de B. asper del 
suroccidente Colombiano, en comparación con las de la Costa Pacífica y del Caribe 
de Costa Rica. No obstante, para dar respuesta a estas preguntas es importante 
continuar con los estudios sobre morfología realizados en la Universidad del Cauca y 
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además encaminar estudios moleculares y filogeográficos, con el fin de esclarecer la 
situación taxonómica de B. cf. asper.  
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8. CONCLUSIONES  
 

 
Nuestros resultados reflejaron variación proteica de los venenos a nivel 
intraespecífico, ontogénico y geográfico.  La variación interpoblacional fue mayor que 
la intrapoblacional, observándose diferencias proteicas principalmente entre las 
poblaciones del suroccidente de Colombia y de Costa Rica. 
 
Las poblaciones de adultos se caracterizaron por una elevada concentración de 
proteínas que podrían corresponder a metaloproteinasas tipo P-I, dada la alta 
actividad hemorrágica local en comparación con las poblaciones de Costa Rica. En la 
población de B. cf. asper del Valle del Patía, además de las metaloproteinasas tipo 
P-I, también podrían encontrarse SVMPs tipo P-III por la alta frecuencia de 
hemorragias sistémicas observadas a nivel clínico; y al mismo reflejar tendencia 
pedomorfica.  
 
En general los adultos presentaron con mayor frecuencia proteínas entre 11 y 48.4 
kDa, mientras que los neonatos presentaron proteínas entre 30 y 60  kDa, lo que 
refleja la tendencia hacia un incremento de proteínas de alta masa molecular en los 
neonatos, las cuales podrían corresponder a metaloproteinasas.   
 
Pese a la variación intrapoblacional, las poblaciones pueden distinguirse entre sí por 
sus perfiles proteicos particulares. Los patrones de los venenos de serpientes que 
corresponden a una misma área geográfica fueron más similares que los de 
procedencia geográfica distinta; y por lo tanto las propiedades de los venenos 
pueden ser utilizadas para identificar la zona de origen de los animales.  
 
Los factores geográficos, juegan un papel importante en la diversificación de las 
poblaciones de B. asper en Costa Rica y al suroccidente de Colombia. Así, los 
procesos de levantamiento de las Cordilleras Occidental y Central, las formaciones 
aluviales, la formación del Valle del Patía y los agentes contaminantes sobre el Río 
Cauca, habrían permitido la divergencia de las poblaciones de B. asper y B. cf. asper 
en nuestra región. Mientras que la ausencia de barreras geográficas evidentes entre 
las poblaciones de B. asper de El Tambo Cauca y de B. asper de Barbacoas Nariño 
explicarían la similitud entre ellas. 
 
Teniendo en cuenta todos los niveles de variación del veneno de B. asper del 
suroccidente de Colombia, su relación con la acción biológica y clínica, y aunque se 
observó reactividad cruzada por parte de los sueros monoespecíficos anti- B. asper y 
polivalente de Costa Rica frente a estos venenos, el bajo reconocimiento de algunas 
proteínas, las cuales podrían ser las responsables de las altas actividades biológicas 
(hemorrágicas y coagulantes) de los venenos en esta región, apoya la  importancia 
de utilizar ejemplares procedentes de diferentes áreas geográficas, principalmente 
cuando se trata de especies con amplia distribución; todo esto con el fin mejorar la 
eficacia de los antivenenos.  
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9. RECOMENDACIONES  
 
 

Es importante determinar efectos biológicos adicionales, tales como la dosis 
edemática,  la actividad necrotizante, la actividad miotóxica y hemorrágica sistémica; 
además de evaluar estas actividades biológicas para cada una de las familias 
proteicas del veneno de las tres poblaciones. Esto permitiría contribuir no sólo al 
mayor entendimiento de la composición de los venenos y de sus efectos clínicos, 
sino también al manejo de los accidentes ofídicos al suroccidente de Colombia.  
 
Son relevantes estudios de caracterización proteica y toxinológica de venenos de 
especies del mismo género y de géneros relacionados filogenéticamente, que 
comparten la distribución geográfica de las poblaciones de estudio; por ejemplo 
especies como Bothriechis schlegelii, Bothrocophias campbelli, B. colombianus, B. 
myersi, Bothrops rhombeatus y B. punctatus, con el fin de observar si se presentan 
patrones proteicos particulares, puesto que algunos autores (Navia 2005) han 
reportado intergradación de especies entre individuos de B. cf. asper y B. 
rhombeatus. 
 
Es importante concluir los estudios morfológicos de la población designada como B. 
cf. asper, los cuales están siendo realizados en la Universidad del Cauca, y 
adicionalmente desarrollar estudios moleculares y filogeográficos de las poblaciones 
investigadas, que permitan despejar las consideraciones taxonómicas y comprender 
mejor los procesos de divergencia de las poblaciones de la especie B. asper.  
 
Es pertinente, desarrollar estudios de antivenomica, ya que permitirían evaluar 
patrones de reconocimiento inmune por parte de sueros de diferentes institutos 
productores, y así determinar el suero de capacidad neutralizante más apropiada 
frente a los venenos de la región suroccidental de Colombia, mejorando notoriamente 
el tratamiento clínico de las mordeduras por las serpientes nativas.  
 
Teniendo en cuenta la variación proteica encontrada en las poblaciones, es 
importante realizar estudios enfocados a moléculas de interés farmacológico, 
biotecnológico y médico, como se ha realizado con diferentes especies de la familia 
Viperidae.  
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11.  ANEXOS 
 
Anexo A. Material examinado. Colección Zoológica de la Universidad de Nariño. 

 
 

Abreviaciones de las Instituciones  
 
PSO- CZ: Colección Zoológica de Pasto 
 
Barbacoas, Ricaurte, Reserva Natural la Planada (PSO-CZ 114, PSO-CZ 148), 
Barbacoas, Altaquer, Vereda el Barro, Reserva Natural Río Ñambí (PSO-CZ 040, 
PSO-CZ 046, PSO-CZ 069, PSO-CZ 119).  
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Anexo B. Tabla de Registro. Muestreo en campo. 

Lugar Búsquedas Esfuerzo  
horas/hombre 

Observaciones 

Alrededores de la cabaña  5:30 pm 6:30 pm 2 horas Neblina 
Sendero vía Junín 9: 00 am a 12:00 m 6 horas Soleado 
Sendero el Pangán  3: 00 pm a 6:00 pm 6 horas Llovizna 
Sendero Bocatoma  9:00 pm 10:30 pm 3 horas  

Sendero los venados 9:00 am a 2:00 pm 20 horas Soleado 
Alrededores de la cabaña 4:00 pm a 6:30 pm 5 horas  
Sendero el Pangán, 
ruinas de la primer 
cabaña del fundador de la 
Reserva 

9:00 am a 2:00 pm 15 horas Soleado 

Sendero vía Junín, 
camino viejo hasta polea 
Río Ñambí 

8:30 am a 1:30 pm 10 horas Soleado 

Alrededores de la cabaña 3:00 pm a 4:30 pm 3 horas Con llovizna cerca de las 
4:30 pm 

Sendero los venados  
(1100 msnm) 

9:00 am a 2: 30 pm  16,5 horas Llovizna hacia las horas 
del medio día 

Sendero cabaña – Junín, 
camino nuevo, la colinera 
(cultivo de plátano) 

9:00 am a 2:00 pm  10 horas Soleado, con lluvia hacia 
las dos de la tarde  

Sendero los venados 
(1100 msnm) 

9:30 am a 6:00 pm 25,5 horas Soleado 

Sendero cabaña hacia 
Junín, camino viejo 

9:15 am a 3:30 pm 12,5 horas Soleado, con lluvia  
desde las 11:00 am a las 
3:30 pm 

Sendero Cabaña- Polea 
Nueva 

4:00 pm a 7:30 pm 10,5 horas  Llovizna 

Sendero la Sabaleta , 10:00 am a 1: 30 pm 7 horas Soleado 
 Alrededores Río Ñambí  

4:30 pm a 7:30 pm 
6 horas Soleado 

Sendero los venados 
(1100 msnm) 

8:45 am a 5 pm 16,5 horas Cielo nublado con 
llovizna hacia las horas 
de la tarde  

Sendero cabaña – Junín, 
camino nuevo hacia la 
manzana 

8:40 am a 1:00 pm 8 ,66 horas Soleado 

Sendero el Pangán  3:00 pm a 5:00 pm 6 horas Llovizna  

Sendero los venados 
(1100 msnm) 

9:50 am a 4:00 pm 14, 33 horas Soleado, con llovizna 
hacia las horas de la 
tarde  

Cultivo de plátano, 
descenso desde la 
carretera, por la torre de 
Movistar  

10:00 am a 1:30 pm 14 horas Soleado, con llovizna 
hacia el medio día 
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Anexo C. Tabla de Registro. Extracción de veneno en el Centro de Investigaciones Biomédicas de la Universidad del Cauca. 
Estado de crecimiento, AD: adulto, JU: juvenil, NE: neonato. Sexo, m: macho, h: hembra.* Resultado de tres extracciones.    

 

Población Número de 
Campo 

Número de 
Terrario 

Fecha de 
Captura 

Fecha de 
Ingreso 

Lugar de Procedencia Estado de 
crecimiento 

Sexo Talla 
(cm) 

Peso 
(g) 

Colector de 
veneno 

Veneno 

CIBUC-Se-000 
Sin dato 

20 Sin dato Sin dato Municipio El Tambo, 
Departamento Cauca 

AD Sn 142 1300 José Arnulfo 
Camacho 

1,3 ml 

CIBUC-Se-
0004 

4 29/07/02 29/07/02 Corregimiento Huisitó, El 
Tambo, Cauca (1000 m) 

AD Sn 130 800 José Arnulfo 
Camacho 

0,5 ml 

CIBUC-Se-
00055 

55 21/05/06 23/05/06 Corregimiento Playa Rica, El 
Tambo, Cauca (500 m) 

AD Sn 125 800 José Arnulfo 
Camacho 

0,6 ml 

CIBUC-Se-
00102 

102 24/09/07 03/10/07 Corregimiento Playa Rica, El 
Tambo, Cauca (500 m) 

AD Sn 140 700 Dany 
Santana 

1 ml 

B. asper 
de El 

Tambo, 
Cauca  
(Ba-T) 

 
 
 
 CIBUC-Se-

00186 
160 22/09/09 15/10/09 Vereda Nueva Granada, 

Corregimiento La Gallera, El 
Tambo, Cauca (500 m) 

NE M 34,5 14 Edwin Royer 
Coral Plaza 

1,8 mg 

CIBUC-Se-
00147 

129 Sin dato 11/10/08 Vereda Pomorrosos, 
Corregimiento San Joaquín, El 

Tambo, Cauca (1400 m) 

AD Sn 119 1000 MD.Santiago 
Ayerbe  

0,1 ml 

CIBUC-Se-
00085 

85 26/08/07 27/08/07 Vereda Pomorrosos, 
Corregimiento San Joaquín, El 

Tambo, Cauca (1400 m) 

AD Sn 125 500 Dany 
Santana 

0,09 ml 

CIBUC-Se-
00133 

114ª 19/07/08 28/07/08 Vereda Versalles, Vereda 
Pomorrosos, Corregimiento San 

Joaquín, El Tambo, Cauca 
(1400 m) 

AD H 124 1100 Edwin Royer 
Coral Plaza 

0,2 ml 

CIBUC-Se-
00113 

113 01/01/08 02/01/08 Vereda Pomorrosos, 
Corregimiento San Joaquín, El 

Tambo, Cauca (1400 m) 

AD Sn 128 400 MD.Santiago 
Ayerbe  

0,3 ml 

B. cf. 
asper del 
Valle del 

Patía, 
Cauca  
(Ba-P) 

 
 
 
 

CIBUC-Se-
00162 

143 25/02/09 03/03/09 Vereda Frontino bajo, Municipio 
La Sierra, Cauca 

JU Sn 56,7 51,6 Edwin Royer 
Coral Plaza 

5,6 mg 

CIBUC-Se-
00193 

172 11/08/09 19/08/09 Reserva Natural de las Aves el 
Pangán, Municipio Barbacoas, 

Departamento Nariño 

NE H 38 19 Edwin Royer 
Coral Plaza 

5 mg* B. asper 
de 

Barbacoas
, Nariño 
 (Ba-N) 

 

CIBUC-Se-
00194 

173 11/08/09 19/08/09 RN de las Aves el Pangán, 
Barbacoas, Nariño 

NE H 30 14 Edwin Royer 
Coral Plaza 

6,5 mg* 
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Anexo D.  Método de Biuret (1948) 
  
Este método es simple, rápido y específico, además se requieren cantidades 
mínimas entre 1 a 10 mg de proteína en la muestra para dar la lectura (Gornall et al. 
1948). Para el desarrollo experimental del método inicialmente se debe elaborar una 
curva de calibración (Figura 33) con seroalbúmina bovina (BSA) a una concentración 
de 3 mg/ml; se agrega 0.9 g de albúmina a 300 ml de agua destilada, se agita 
suavemente y se deja varias horas o durante toda la noche a 4° C, luego se mezcla 
suavemente por inversión y se almacena a 4°C. La cu rva se construye con las 
concentraciones de BSA frente a la lectura de las absorbancias respectivas (previa 
adición del reactivo de Biuret), posteriormente la ecuación obtenida a partir de la 
regresión lineal, permite encontrar las cantidades de proteína presentes en la 
muestra.     
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Anexo E. Matriz cualitativa de bandas proteicas de B. asper y B. cf. asper.  Obtenidas 
a partir de la comparación con marcadores de pesos moleculares estándar. B. asper 
de El Tambo, Cauca (Ba-T); B. cf. asper del Valle del Patía, Cauca (Ba-P); B. asper 
de Barbacoas, Nariño (Ba-N); población 4: Costa Pacífica Costa Rica; población 5: 
Caribe Costa Rica. * Individuos neonatos; ° individ uo juvenil menor de un año. 1 = 
Presencia, 0 = ausencia. 
 

Suroccidente de Colombia Costa Rica 
Ba-T Ba-P Ba-N Población 4 Población 5 Banda N° 

 1 2 3 4 10* 5 6 7 8 9° 11 12 13 15 14 16 
1 0 0 1 1 0 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 1 
2 0 0 0 0 0 1 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 
3 1 1 1 1 0 1 1 1 0 1 0 0 0 1 0 0 
4 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 0 0 0 1 0 0 
5 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 0 0 1 0 0 0 
6 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 1 0 1 
7 0 0 0 0 0 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 
8 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 
9 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 0 0 1 0 0 0 

10 0 0 0 1 0 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 
11 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 1 
12 0 0 0 0 0 1 1 1 1 0 0 0 1 1 1 1 
13 0 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 0 
14 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 0 0 1 1 0 0 
15 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 
16 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 1 1 
17 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 0 0 1 1 0 0 
18 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 1 0 0 
19 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 
20 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 
21 1 1 1 1 1 0 0 0 0 1 0 0 1 1 1 1 
22 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 
23 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 
24 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 
25 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 
26 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 
27 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 0 
28 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 
29 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 0 
30 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 
31 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
32 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
33 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 
34 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
35 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 
36 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
37 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
38 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 
39 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 
40 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 
41 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 1 
42 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 1 
43 0 0 1 0 0 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 
44 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 
45 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
46 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 
47 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 
48 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 
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Anexo F. Análisis Probit. Método de Finney. A. B. asper de El Tambo, Cauca. B. B. 
cf. asper del Valle del Patía, Cauca.  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

[Escriba una cita del documento o 
del resumen de un punto 
interesante. Puede situar el  
cuadro de texto en cualquier lugar 
del documento. Utilice la ficha 
Herramientas de cuadro de texto 
para cambiar el formato del 
cuadro de texto de la cita.] 

A 

B 
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Anexo G. Registro fotográfico de actividades biológicas en pacientes mordidos por B. 
asper de El Tambo Cauca y B. cf. asper del Valle del Patía, Cauca.  
 
Figura 35. Hemorragia gingival. Agente B. cf. asper. Cortesía: Hospital Universitario 
San José ©, Popayán, Cauca. Fotografía: Ayerbe, S. 2008. 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 36. Efectos producidos por envenenamiento de B. asper. A. Gangrena, 
síndrome compartimental. B. Síndrome compartimental. Cortesía: Hospital 
Universitario San José ©, Popayán, Cauca. Fotografía: Ayerbe, S. 2008.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

A B 
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Anexo H. Convenios institucionales y permisos ambientales. 
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