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RESUMEN

Los venenos son complejos bioquimicos compuestos por péptidos, proteinas,
carbohidratos y sales que han evolucionado durante millones de afios, permitiendo su uso en
autodefensa y depredacion. Sin embargo, estudiar venenos en organismos pequefios, como
ciempiés y escorpiones, presenta desafios técnicos debido a la limitada cantidad de veneno
disponible y los altos costos de técnicas como la cromatografia liquida de alto rendimiento
(HPLC). Este estudio se enfoco en la estandarizacion de un protocolo funcional para analizar
venenos mediante el uso de glandulas productoras, permitiendo la extraccion de ARN, su
conversion a ADN complementario (¢cDNA) y la posterior identificacion de proteinas. Se
seleccionaron dos especies urbanas, Otostigmus silvestrii y Teuthraustes atramentarius,
comunes en el valle de Quito, para evaluar su potencial toxicologico. Los resultados
revelaron la adaptacion exitosa de un protocolo para organismos pequefios y la identificacion
de precursores de conotoxinas en ambas especies, lo que destaca el potencial biosintético no
explorado en estos animales. Estas proteinas, reconocidas por su afinidad hacia canales
i6nicos, abren posibilidades para aplicaciones biomédicas. Ademas, la metodologia
desarrollada podria ser replicada en otras especies con glandulas de veneno, ampliando la
busqueda de compuestos bioactivos con relevancia médica. Este este estudio no solo
establece un flujo de trabajo efectivo desde la colecta hasta la deteccion de proteinas, sino
que también resalta la importancia de explorar especies no categorizadas para descubrir
compuestos con aplicaciones terapéuticas. Este enfoque ofrece una perspectiva innovadora

para aprovechar el potencial biomédico de especies urbanas poco estudiadas.

Palabras clave: artropodos, glandulas venenosas, transcriptoma, salud urbana.



ABSTRACT

Venoms are complex biochemical cocktails composed of peptides, proteins,
carbohydrates, and salts that have evolved over millions of years, enabling their use in self-
defense and predation. However, studying venom in small organisms, such as centipedes and
scorpions, poses technical challenges due to the limited amount of venom available and the
high cost of techniques like high-performance liquid chromatography (HPLC). This study
focused on standardizing a functional protocol to analyze venoms using venom glands,
enabling RNA extraction, conversion to complementary DNA (cDNA), and subsequent
protein identification. Two urban species, Otostigmus silvestrii and Teuthraustes
atramentarius, commonly found in the Quito Valley, were selected to evaluate their
toxicological potential. The results demonstrated the successful adaptation of a protocol for
small organisms and the identification of conotoxin precursors in both species, highlighting
the unexplored biosynthetic potential of these animals. These proteins, known for their
affinity toward ion channels, open possibilities for biomedical applications. Furthermore, the
developed methodology could be replicated in other venomous species, expanding the search
for bioactive compounds with medical relevance. This study not only establishes an effective
workflow from sample collection to protein detection but also emphasizes the importance of
exploring uncategorized species to discover compounds with therapeutic potential. This
approach provides an innovative perspective for leveraging the biomedical potential of
understudied urban species.

Keywords: arthropods, venom glands, transcriptome, urban health.
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INTRODUCCION

Los venenos son compuestos extremadamente diversos ya que manejan complejos
cocteles bioquimicos compuestos por proteinas y péptidos (cominmente denominados
toxinas), sales y componentes organicos, como aminoacidos y neurotransmisores (Casewell
et al., 2013). Estos compuestos se han adaptado a diversos habitats a lo largo de millones de
afios de evolucion, especificamente algunos artrépodos se caracterizan por el desarrollo de
diversas formas de administracion de veneno con diferentes fines dentro de la naturaleza
como autodefensa y depredacion (Senji Laxme et al., 2019). Ademas, han sido un blanco
dentro de la biomedicina, ya que han permitido la identificacion de bioactivos con
aplicaciones importantes, como desarrollo de bioinsecticidas, antimicrobianos, marcadores
clinicos y potentes agentes terapéuticos para enfermedades como artritis, diabetes, cancer,
trombosis y accidentes cardiovasculares (Casewell et al., 2013).

Usualmente el estudio de venenos se basa en el uso de cromatografia liquida de alto
rendimiento (HPLC), la cual es una de las herramientas mas potentes de la quimica analitica
ya que tiene la capacidad de separar, identificar y cuantificar las moléculas en un compuesto,
ademads se conoce como el método analitico més preciso para analisis cuantitativos y
cualitativos (Bhardwaj et al., 2015). Esta técnica resalta por su alta resolucion y andlisis
rapido, sin embargo, una de sus principales limitantes es el costo del sistema y de los insumos
requeridos para cada analisis. Ademas, resulta un reto poder conocer los compuestos de los
diferentes cocteles de veneno cuando unicamente se dispone de cantidades de veneno crudo
limitado en animales de tamafo reducido, como sucede en la mayoria de artrépodos (Radis-
Baptista & Konno, 2020). Por lo cual insta a preguntarse si existe alguna forma de priorizar

recursos para estudiar venenos de diferentes organismos. Es crucial comprender cudles son
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las verdaderas necesidades relevantes, diferenciando entre la necesidad de investigar un tema
y la de implementar intervenciones de salud que ya han sido probadas (Saenz et al., 2024)

Por lo cual se ha buscado utilizar alternativas para el estudio de veneno como el uso
de diferente 6micas. En este estudio se utiliza un protocolo en base al uso de glandulas
productoras de veneno, con la biisqueda de la estandarizacion de protocolos para su
manipulacion y estudio, que garanticen un uso eficiente de los recursos y el éxito de los
esfuerzos de investigacion.

Entre las principales ventajas de usar glandulas de veneno a diferencia del uso del
veneno, se destaca el alcance de deteccion de proteinas, con el veneno solo se podra observar
proteinas presentes en el momento de extraccion, a diferencia de las glandulas que permiten
la obtencion del transcriptoma completo, se ha visto que el uso del transcriptoma y el
proteoma en combinacion del andlisis funcional han servido para descubrir y entender la
complejidad peptidica del veneno (Réadis-Baptista & Konno, 2020). Otro aspecto
fundamental es la sensibilidad a distintas variaciones, en el caso del veneno, este puede
cambiar segun factores como alimentacion, estrés o la técnica de extraccion, con las
glandulas se podra observar todo el potencial biosintético, gracias a la bibliotecas de ADN
complementario de las glandula de venenos y los andlisis protedmicos son herramientas
excelente para poder categorizar toxinas como también proteinas que se encuentren en baja
abundancia, permitiendo entender de una forma mas amplia la complejidad de las proteinas
del veneno (Brahma et al., 2015).

Las dos especies que se presentan en este estudio por un lado se encuentra,
Otostigmus silvestrii (Myriapoda: Scolopendridae) los cuales se caracterizan por tener un
tamafio de 4-5cm, son depredadores terrestres y tienen una coloracion azul, la mayoria de los
ciempiés tienen una adaptacion para excavar y vivir en la hojarasca, se desplazan

rapidamente por sustratos y principalmente son carnivoros, usualmente tienden a alimentarse
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de presas invertebradas, pero los escolopéndidos pueden comer pequefios vertebrados
(Chitty, 2022). Por otro lado, se encuentra a Teuthraustes atramentarius (Chelicerata:
Chactidae), los cuales tienen un tamafio de 5-6 cm, también son depredadores terrestres y
manejan una coloracion café, también se las puede encontrar en lugares humedos, son
animales mayoritariamente nocturnos y su capacidad para detectar y tolerar estimulos
luminosos hace una caracteristica esencial para su subsistencia (Gonzalez-Ponce et al., 2023).

Los escorpiones y ciempiés poseen caracteristicas biologicas unicas que los
distinguen, incluso cuando comparten un ambiente comun. Su estrategia de caza varia
significativamente: en los escorpiones, es principalmente pasiva, mientras que en los
ciempiés es activa y rapida (Melic, 1995). Las glandulas de veneno también se localizan en
lugares diferentes, en los escorpiones estan situadas en el telson, mientras que en los ciempiés
se encuentran en las forcipulas, estructuras especializadas cerca de la cabeza. La composicion
del veneno también difiere entre ambos, en los escorpiones, se ha categorizado
principalmente como neurotdxica (Goémez Rave et al., 2019). Mientras que en los ciempiés se
identifica como toxinas mixtas (Cupul-Magana et al., 2015). Sin embargo, ambos comparten
la misma finalidad de utilizar su veneno para paralizar a sus presas antes de ingerirlas,
asegurando su supervivencia en el ecosistema que comparten. Ademas, ambas especies se
encuentran en zonas urbanas del valle de Quito, lo que aumenta significativamente la
probabilidad de hallarlas en estas areas. Al convivir en el mismo ecosistema, resulta
interesante analizar como dos depredadores coexisten y muestran diferencias en sus
estrategias de caza y adaptacion para asegurar su subsistencia.

Los objetivos de este estudio se centran en la estandarizacion de un protocolo
funcional desde la colecta hasta la identificacion de proteinas, con el fin de desarrollar
procedimientos aplicables a otras especies. Ademas, se busca evaluar el potencial

toxicologico de Otostigmus silvestrii y Teuthraustes atramentarius. De este modo, se plantea



la siguiente pregunta: ;Es posible identificar el potencial toxicologico de los venenos de

animales utilizando herramientas moleculares como alternativa al HPLC?

13
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METODOLOGIA

Con el fin de la estandarizacion de un protocolo para la extraccion de veneno se presenta:

Recoleccion de muestras

Otostigmus silvestrii (escolopendras) y Teuthraustes atramentarius (escorpiones)
fueron recolectados en el Distrito Metropolitano de Quito, al centro-norte de la provincia de
Pichincha, en la localidad Hacienda mi cielo (-0.1654557; -78.5123357). El 15 de agosto del
2024, se recolectaron 6 especimenes de cada especie, 3 destinados para andlisis taxondémico y
3 para analisis molecular. Se transportaron en tarrinas con papel humedo al Laboratorio de
Zoologia de la Universidad San Francisco de Quito y los tres especimenes para analisis

taxonomicos se depositaron en el Museo de Zoologia ZSFQ.

Extraccion de veneno

Al dia siguiente de la colecta, se realiz6 la extraccion de veneno, también conocido
como “ordenamiento”, en todos los especimenes. Para este proceso, se utilizo de base al
protocolo propuesto por (Garb, 2014), con adaptaciones de equipo y estandarizado para las
dos especies de trabajo como se describe a continuacion. Se usé una camara casera para la
distribucion de CO- durante 7 minutos, y se comprob6 que los organismos no tuvieran
movimiento antes de trasladarlos a la estructura para manejo y extraccion de veneno, la cual

estaba disefiada para sujetar a los organismos anestesiados durante el ordefiamiento (figura

1.
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Figura 1. Estructura para manejo de organismos.

Se empled un electroestimulador de uso terapéutico (Mini massager) en el modo de
acupuntura, propio del equipo, con una intensidad de nivel 1 de los 15 disponibles y se aplico
electroestimulacién con una modificacion en cada uno de los electrodos (figura 2). Lo que
permitié una mayor exactitud al colocar la corriente sobre el telson de los escorpiones
ubicado en el ultimo segmento del metasoma y en las forcipulas de los ciempiés ubicadas en
primer segmento detras de la cabeza, para lograr la expulsion de veneno. En el caso de los
ciempiés se observo que al colocar la corriente no solo existe expulsion de veneno sino
también de fluidos gastricos como salivares provocando una mayor conductividad al colocar
corriente lo cual generd dafio neuronal en el organismo, por lo cual se utilizé una placa de
metal anatdmicamente estandarizada a ciempiés (figura 3). Con el objetivo de separar a las

forcipulas excluyéndolas del resto de la parte bucal, logrando evitar el dafio neuronal.

Figura 2. Modificacion de los electrodos para electroestimulacion precisa.
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Figura 3. Disefio de placa metéalica anatdémicamente especifica para escolopendras.

Extraccion de glandulas

Una vez finalizado el ordefiamiento, los especimenes se mantuvieron en cautiverio
durante 48 horas antes de proceder con la extraccion de glandulas, garantizando la activacion
metabolica como también de los genes relacionado con la produccién de veneno.

Se utiliz6 la cdmara de CO- durante 10 minutos para eutanasiar a los organismos para
en consiguiente extraer las glandulas de veneno. Con la ayuda de una tijera pequeiia y un
estereomicroscopio se realizod un corte transversal en el segmento especificado para cada

organismo (figura 4y 5).

Figura 4. Corte de forcipulas en Otostigmus silvestrii.



17

Figura 5. Corte de telson en Teuthraustes atramentarius.

Extraccion de ARN y mRNA a partir de ARN Total

Las glandulas extraidas se llevaron inmediatamente al area de procesamiento, donde
fueron pulverizadas con nitrégeno liquido, 2-mercaptoetanol y buffer de lisis. Luego, se
extrajo el ARN total usando PureLink RNA Mini Kit (Cat.# 12183018A de Thermo Fisher),
siguiendo las instrucciones del fabricante. La integridad del ARN se evalud en un
espectrofotometro de placa biotech modelo EPOCH.

A partir del ARN total, se utilizo PolyATtract mRNA Isolation Systems (Cat. # z5310 de
Promega). En donde se us6 un cebador de oligo(dT) biotinilado para hibridar. Los hibridos se
unieron a la estreptavidina acoplada a particulas paramagnéticas, se capturaron usando un
soporte de separacion magnética y se lavaron. El mRNA altamente puro se eluy6 de la fase

solida mediante la adicion de agua desionizada sin ribonucleasas.

Conversion de ARN Total y mRNA a cDNA

Para la sintesis de cDNA, se utiliz6 el kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription
Kit (Thermo Fisher). Se emplearon primers oligo(dT) para el mRNA y RANDOM
HEXAMER (primers aleatorios) para el ARN total. En un tubo RNasa-free, se afiadieron los

componentes necesarios, ajustados al volumen final de 20 pL. El termociclador se configuro
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con los siguientes pasos: para mRNA 43°C por 60 minutos para la sintesis de cDNA, para
ARN total 25°C por 5 minutos y luego 42° C por 60 minutos, al final en ambas 70°C por 5
minutos para inactivar la transcriptasa inversa. Se cuantificé el cDNA obtenido con el
espectrofotometro de placa biotech modelo EPOCH. Finalmente, la Plataforma de Illumina
HiSeq 2000 se uso para secuenciar las librerias de Nextera DNA XT (for cDNA) por medio

de Macrogen.

Analisis bioinformatico
Con las secuencias obtenidas (3 escorpiones y 3 ciempiés), se aplico un pipeline

aplicado al procesamiento y control de calidad de secuencias con el uso de FastQC, para
evaluacion de calidad, Cutadapt para remover adaptadores y nuevamente FastQC, para
verificacion. En consiguiente se trabajo con el mapeo y ensamblaje de transcritos, con el uso
de HITSAT?2, para el mapeo de secuencias con el genoma de referencia, en donde se utiliz6 a
Lithobius agilis para ciempiés (Collins et al., 2023) y Olivierus martensii para escorpiones
(Cao et al., 2013). Ambos genomas se encontraban en la base de datos del Refseq: NCBI
Reference Sequence Database, los cuales contaban con el genoma completo y ensamblado;
luego se uso StringTie para la cuantificacion de transcritos, niveles de expresion de genes y
abundancia, gffread para la conversion del archivo gtf a FASTA. Luego para la prediccion y
anotacion de proteinas se usod Transdecoder para la identificacion de marcos de lecturas
abiertos (ORFs) y cd-hit-dup para la remocion de duplicados. Finalmente, para el analisis
funcional y toxicolégico, se utilizo NCBI BLAST+blastp para realizar buisquedas en bases de
datos de proteinas, con el fin de seleccionar las proteinas con mayor coincidencia. Se
aplicaron los siguientes criterios:

e E-value: este pardmetro indica la cantidad de coincidencias esperadas por azar en una

base de datos de tamafio determinado. Cuanto menor sea el E-value, mas significativa



19

era la coincidencia. Por esta razon, se seleccionaron los valores mas cercanos a cero
para cada marco de lectura abierto, lo que indica una coincidencia mas sélida y
confiable.

Porcentaje de identidad: se considerd el porcentaje de aminoacidos que coinciden
exactamente entre la secuencia de consulta y la secuencia objetivo. Se priorizaron los
resultados con el porcentaje de identidad mas alto, ya que una mayor similitud entre
las secuencias puede indicar una funcién bioldgica compartida.

Cobertura de alineacion: se selecciono la cobertura de alineacion mas alta, lo que
significa que una porcidn significativa de la secuencia total fue comparada. Esto
refuerza la confiabilidad del alineamiento.

Relevancia bioldgica: se tuvo en cuenta la importancia bioldgica de las proteinas
identificadas, seleccionando aquellas que mostraran una relevancia especifica para el

organismo de estudio.
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RESULTADOS

Se presentan los resultados de la cuantificacion del material genético, destacando las
diferencias observadas en cada etapa clave del andlisis molecular, asi como la obtencion de
proteinas de cada especie. Se incluyen clasificaciones y porcentajes obtenidos para una mejor

comprension de las variaciones entre las muestras

Cuantificacion de material genético
Tabla 1. Resultados de cuantificacion de material genético. RNA extraido, cDNA a partir de RNA

total, cDNA a partir de mRNA y control de calidad por Macrogen.

cDNA-RNA cDNA-mRNA | cDNA-RNA
Muestras RNA ng/ pL ng/ uL ng/ uL ng/ uL
MACQ
EcuAll 9,96 302,75 3163,7 3,61
EcuAl2 11,72 2127,05 2984,1 7,45
EcuAl3 7,16 1704,55 2841 4,5
EcuEscol 2,92 418,15 2972,5 0,18
EcuEsco2 1,16 303,85 3306,8 0,09
EcuEsco3 4,44 337,75 3185 0,16

En (Tabla 1) se observa las diferencias en la cuantificacion del material genético
obtenido en cada paso para EcuAl (Ecuador-Alacran) y EcuEsco (Ecuador-Escolopendra),
dentro de esta tabla se excluye la cuantificacion de mRNA ng/ pL, debido a que en equipo
espectrofotometro de placa biotech modelo EPOCH no existe la opcion de cuantificar

unicamente mRNA. Ademads, se pueden ver las diferencias entre escorpiones y ciempiés
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debido a la cantidad del material con el cual se inicid, viendo las diferencias morfologicas de
tamafios entre las forcipulas y las del telson.

Para escorpiones se puede ver que para la muestra de EcuAll, muestra un buen
rendimiento desde el proceso de extraccion de RNA total como también en la conversion de
RNA a cDNA con una cantidad de (3163.7 ng/uL). Esto sugiere una eficiente transcripcion
inversa del mRNA en cDNA, con una buena integridad del material genético. El valor de
MACAQ es relativamente bajo (3.61 ng/uL), lo que implica que el control de calidad no
detectd problemas significativos. En la muestra EcuAl2 también muestra una alta cantidad de
cDNA a partir de mRNA (2984.1 ng/uL), indicando un proceso eficiente de conversion. Sin
embargo, el valor de MACQ es notablemente mas alto (7.45 ng/uL), lo que podria indicar
una mayor cantidad de contaminantes o secuencias no deseadas que afectan la calidad final
de la muestra. Aun asi, los niveles de cDNA obtenidos son comparables a los de EcuAll,
sugiriendo que las diferencias en calidad pueden ser minimas. En la muestra EcuAl3 se
observa una buena eficiencia de conversion de RNA total a cDNA, aunque el RNA extraido
es menor en cantidad (7.16 ng/uL). El rendimiento en la conversion de mRNA a cDNA es
algo menor en comparacion con EcuAll y EcuAl2. El valor de MACQ es bajo (4.5 ng/uL), lo
que indica que esta muestra también tiene buena calidad, pero la menor cantidad de RNA
inicial podria haber influido en el rendimiento global.

En cambio, para ciempiés se pude ver que la muestra EcuEscol tiene una baja
cantidad de RNA extraido (2.92 ng/uL), lo que afecta notablemente el rendimiento en la
conversion de RNA total a cDNA (418.15 ng/uL). A pesar de esto, la cantidad de cDNA a
partir de mRNA (2972.5 ng/uL) es comparable a las muestras de EcuAl, lo que sugiere que el
mRNA fue correctamente aislado. El valor de MACQ es extremadamente bajo (0.18 ng/uL),
indicando una excelente calidad de la muestra, aunque la baja cantidad de material podria

haber limitado la cantidad total de cDNA. En la muestra EcuEsco2, tiene el menor RNA
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extraido (1.16 ng/uL), lo que afecta el rendimiento de cDNA a partir de RNA total (303.85
ng/ul). Sin embargo, la conversion de mRNA a cDNA es alta (3306.8 ng/uL), lo que indica
que la muestra de mRNA fue purificada de manera efectiva. El valor extremadamente bajo de
MACQ (0.09 ng/uL) sugiere que la calidad de esta muestra es muy alta, pero la baja cantidad
inicial de RNA podria ser un factor limitante en términos de la cantidad total de cDNA
obtenido. Para la muestra EcuEsco3 tiene una cantidad intermedia de RNA extraido (4.44
ng/uL), pero el rendimiento en cDNA a partir de RNA total es bajo (337.75 ng/uL). Sin
embargo, la conversion de mRNA a cDNA es adecuada (3185 ng/uL), lo que indica que el
mRNA fue extraido correctamente. El valor bajo de MACQ (0.16 ng/uL) indica buena
calidad de la muestra, a pesar de la cantidad relativamente baja de RNA extraido.

Mostrando asi que las muestras de EcuAl presentan mejores rendimientos iniciales en

la extraccion de RNA, con valores més altos en comparacion con las muestras de EcuEsco.

Obtencion de proteinas
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Figura 6. Clasificacion en grupos de proteinas obtenidas en Otostigmus silvestrii.
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Para el primer ciempiés se obtuvo 29 secuencias, para el segundo 20 y el tercero 22,
con un total de 71 secuencias, las cuales fueron agrupadas y clasificadas en 4 grupos (figura
6).

Hipotéticas o sin funcion definida (58 secuencias): Este grupo incluye la mayor
cantidad de secuencias identificadas, con 50 clasificadas como proteinas hipotéticas, 3
como proteinas hipotéticas conservadas, y 5 como transcritos hipotéticos.

Sensoriales (6 secuencias): Se identificaron 6 secuencias relacionadas con receptores
olfativos tipo 142-like, lo que resalta su posible rol en la deteccion de estimulos quimicos.

Proteinas especificas (6 secuencias): En esta categoria se encontraron 2 secuencias de

la proteina Bm342, 3 de Acl1147-like, y 1 secuencia de CHK1 checkpoint-like, lo que sugiere
su participacion en funciones celulares especializadas, como regulacion metabolica y control
del ciclo celular.

Relacién con toxinas (1 secuencia): Se identifico 1 secuencia perteneciente a la

superfamilia 20 de precursores de conotoxinas no asignados.
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Figura 7. Clasificacion en grupos de proteinas obtenidas en Teuthraustes atramentarius

Para el primer escorpion se obtuvo 37 secuencias, para el segundo 44 y el tercero 50,

con un total de 131 secuencias, las cuales fueron agrupadas y clasificadas en 7 grupos

(Figura 7).

1.

No categorizadas o hipotéticas (73 secuencias): Este grupo representa la mayor
proporcion de las secuencias identificadas. Se clasificaron 63 secuencias como proteinas
hipotéticas, 6 secuencias como proteinas sin categorizar, y 4 secuencias como proteinas
predichas.

Asociadas a familias especificas (30 secuencias): Dentro de este grupo, se identificaron
12 secuencias relacionadas con la proteina FAM200A-like, partial y 18 secuencias
asociadas a la proteina SCAN domain-containing protein 3-like, ambas con posibles

funciones estructurales o regulatorias dentro del organismo.
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Proteinas especificas o similares (11 secuencias): Se encontraron 3 secuencias
correspondientes a Acl1147-like, 1 secuencia asociada a Bm342, 4 secuencias de ART2,
y 3 secuencias relacionadas con CHK1 checkpoint-like protein, las cuales podrian estar
implicadas en funciones especificas como regulacion celular o procesos metabdlicos.
Factores reguladores (5 secuencias): Este grupo incluye 2 secuencias asociadas a
General transcription factor II-I repeat domain-containing protein y 3 secuencias
relacionadas con Zinc finger BED domain-containing protein 5-like, sugiriendo un
papel en la regulacion de la expresion génica y en procesos de transcripcion.

Relacién con funciones celulares (5 secuencias): Se identificaron 3 secuencias asociadas
a proteasome activator complex subunit 4-like y 2 secuencias relacionadas con putative
tumor differentially expressed protein, indicando una posible participacion en procesos
celulares clave, como el mantenimiento de la homeostasis y la respuesta tumoral.
Interacciones moleculares especificas (4 secuencias): En este grupo, se clasificaron 4
secuencias relacionadas con EPM2A-interacting protein 1-like, lo que sugiere un papel
en procesos especificos de interaccion molecular o senalizacion celular.

Relacién con toxinas (3 secuencias): Se identificaron 3 secuencias pertenecientes a la

superfamilia 20 de precursores de conotoxinas no asignadas.
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DISCUSION

Protocolo adaptado a organismos pequeiios

Este protocolo manejo dos especies de artrépodos de tamafio de 4-5 cm para ciempiés
y 5-6 cm para escorpiones los cuales muestran que estos organismos de estudio tienen un
tamano pequefio en comparacion a organismos que utilizan en otros estudios de tamafio
significativamente mas grande. Por ejemplo, en un estudio que se realizé un analisis
diferencial de la expresion génica de las glandulas venenosa de escorpiones juveniles y
adultos, trabajaron con la especie Androctonus crassicauda el cual es un escorpion que tiene
un tamafio de 10-18 cm, mostrando una diferencia de tamafio considerable (Salabi & Jafari,
2022). El mismo caso se ha visto con ciempiés en donde se realizd un estudio de andlisis
venomico y transcriptomico con la especie Scolopendra subspinipes la cual se caracteriza por
tener un tamafio de 20 cm (Liu et al., 2012). Los estudios actuales que trabajan con glandulas
de veneno generalmente se enfocan en organismos de tamafio considerablemente superior a
los utilizados en este estudio. Esto presentd un desafio significativo y requirio6 la adaptacion
del protocolo para ajustarse a las particularidades de trabajar con organismos mas pequefios.

Entre las adaptaciones mas significativas se encuentra la prevencion de dafio neuronal
en los ciempiés durante el proceso de electroestimulacion. Esto fue posible gracias al disefio
de una placa metélica adaptada anatdbmicamente a estos organismos, que permitio aislar y
proteger las estructuras del aparato bucal, evitando asi el dano neuronal. Cabe mencionar que
estas dificultades no han sido reportadas en estudios realizados con organismos de mayor
tamano, lo que dejo sin una base previa para guiar la solucion de este problema.

También se destaca el tiempo establecido necesario para anestesiar y eutanasiar a
organismos de tamafio pequeno. Existen protocolos estandarizados para la anestesia de

arafias, en donde utilizan agentes como dioxido de carbono, isoflurano y sevoflurano, ademas
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de técnicas como la monitorizacion de reflejos y la medicion de frecuencia cardiaca mediante
transductores Doppler (Lewbart & Mosley, 2012). Sin embargo, estas metodologias, aunque
se sugieren como base para su aplicacion en escorpiones, no consideran las limitaciones
inherentes al tamafio de organismos mas pequefos, como escorpiones de aproximadamente 5
cm. Los equipos disefiados para medir frecuencia cardiaca o controlar pardmetros anestésicos
en animales mas grandes no son practicos ni efectivos en estas especies debido a su anatomia
y escala reducida. Asimismo, no existen referencias ni protocolos documentados para la
anestesia o inmovilizacion de ciempiés de tamafio pequeio, lo que representa un vacio
importante en la literatura cientifica. Resaltando el hecho de que las técnicas estandarizadas
para arafas y otros artropodos no son directamente aplicables a todos los taxa. Estas
modificaciones fueron esenciales para garantizar una manipulaciéon adecuada y obtener
resultados confiables en condiciones experimentales optimizadas.

Como también se evidencid diferencias en la calidad de las muestras, se resalta el
hecho de que, a pesar de las variaciones en las bibliotecas, ya sea por tamaifos inesperados
debido a posibles errores en la fragmentacion del cDNA, preparacion de la biblioteca, por
bajas cantidades relacionadas con errores en la amplificacion o pérdida de material durante el
protocolo; la secuenciacion de las seis bibliotecas permite realizar una exploracion preliminar
de los datos. Esto podria generar informacion suficiente para llevar a cabo analisis
exploratorios o validar hipotesis iniciales. Ademas, ayuda a comprender las caracteristicas del
transcriptoma y a identificar problemas en la preparacion de bibliotecas para optimizar el
protocolo en futuros experimentos. La secuenciacion también permitié una evaluacion del
funcionamiento del protocolo, ya que analizar las seis bibliotecas ayuda a identificar
problemas recurrentes tanto en la preparacion de muestras como en el proceso general,

proporcionando informacidn practica para mejorar la metodologia.
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Potencial toxicoldgico

El estudio de las glandulas venenosas ha permitido comprender el potencial
toxicologico de diferentes tipos de artropodos. En particular, en el caso de los escorpiones, se
ha logrado caracterizar su veneno, compuesto principalmente por neurotoxinas que pueden
reconocer canales i0nicos en artrépodos, crustdceos o mamiferos. Estas neurotoxinas son
modelos ideales para estudios sobre la relacion entre la estructura y la funcion de proteinas
(De Roodt, 2015). La identificacion de proteinas en el veneno permite determinar la funcién
de las toxinas y sirve como guia para el desarrollo de nuevos farmacos. Un estudio que
analiz6 el transcriptoma de las glandulas venenosas de cuatro especies de escorpiones iranies
Hemsicorpius lepturus, Mesobuthus eupeus, Androctonus crassicuada y Hottentotta saulcyi
identifico de manera comparativa isoformas de las proteinas LVP1 like en tres de estas
especies. Estas proteinas, relacionadas con las subunidades alfa y beta de
BotLVP1/BmLVPI, pertenecen a la superfamilia CSaf y podrian estar involucradas en la
homeostasis del colesterol (Salabi et al., 2023). Mostrando y evidenciando la funcionalidad
de la identificacion de proteinas con potencial toxicoldgico.

En el caso de los ciempiés, se destaca que las proteinas activadoras de catabolitos
(CAP) son un componente principal de su veneno. Estas proteinas funcionan como
moduladores de canales i0nicos, vasodilatadores o miotoxinas, destacando funciones
potencialmente dafiinas para los organismos afectados, alterando su sistema nervioso,
circulatorio y muscular (Undheim et al., 2015). Ademas, la diversidad molecular de los
péptidos de veneno de ciempiés es de gran relevancia, ya que se ha demostrado que los
péptidos estabilizados por uno o mas enlaces disulfuro son de interés en el descubrimiento de
farmacos e insecticidas, debido a su estabilidad y plasticidad frente a mutaciones de

aminoacidos (Undheim et al., 2015).
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Con todos estos antecedentes, se destacan los precursores de conotoxinas, elementos
toxicologicos que se detectaron en la especie de ciempiés como en la de escorpion de este
estudio. Se debe resaltar el hecho de que las conotoxinas son pequefias proteinas bioactivas
que se caracterizan por tener complejos ricos en residuos de cisteina, que forman multiples
puentes disulfuro responsables de estabilizar su estructura tridimensional. Ademas, su
clasificacion se basa en diferentes familias en base a su actividad bioldgica y las secuencias
de aminodcidos presentes en los dominios funcionales. Este ultimo relacionado con la
afinidad especifica de los canales i6nicos, incluyendo a canales de sodio, calcio y potasio,
como también a receptores neuronales. Su importancia radica en su tamafio pequefio y su
estabilidad estructural, lo que las convierte en herramientas valiosas para estudiar fisiologia
neuronal y en potenciales candidatos para el desarrollo de farmacos terapéuticos, como
analgésicos para tratar el dolor cronico (Layer & Mclntosh, 2006). La complejidad de los
dominios ricos en cisteina no solo les otorga estabilidad, sino que también permite una alta
diversidad funcional y especificidad, haciéndolas un modelo ideal para entender interacciones
proteina-receptor (Robinson & Norton, 2014). La identificacion de precursores de estas
proteinas podria estar relacionada tanto con similitudes estructurales como funcionales, ya
sea por la presencia de motivos ricos en cisteina, que estabilizan su estructura tridimensional,
o0 por su accion especifica sobre diferentes canales idnicos. Estas observaciones plantean
importantes implicaciones, incluyendo la posibilidad de que estas variaciones sean el
resultado de eventos evolutivos convergentes o, alternativamente, que reflejen la
conservacion de estas toxinas a partir de un ancestro comun. Este hallazgo abre la puerta a
explorar la evolucion molecular de estas proteinas y su papel funcional en distintos
organismos.

En el contexto de la busqueda de proteinas con potencial toxicologico, este estudio

brinda un protocolo funcional desde la colecta hasta la identificacion de proteinas con
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potencial toxicologico, que permite realizar una extrapolacion de todo el flujo de trabajo en
organismos de interés médico. Por un lado, el orden Scorpiones incluye varias familias,
siendo la familia Buthidae la que agrupa la mayoria de los escorpiones de interés
toxicologico. De las aproximadamente 2,000 especies de escorpiones descritas en el mundo,
alrededor de 30 se consideran peligrosas para los seres humanos, y casi todas pertenecen a
esta familia (Roodt & Rafael, 2°015). Dentro de Buthidae, se encuentra el género Tityus,
conocido por causar envenenamientos que constituyen emergencias pediatricas (Borges et al.,
2014). En Ecuador, se han registrado 16 especies pertenecientes a este género. Aunque hasta
la actualidad solo se han reportado casos aislados de escorpionismo, los casos mas conocidos
se han presentado en la provincia de Manabi, en el afio 2014, en donde se presentaron mas de
30 casos de picaduras, en donde dos menores de dos ailos murieron a causa de insuficiencia
cardiorrespiratoria debido a la picadura de Tityus asthenes, de igual forma entre el 2015-2016
en la provincia de Morona Santiago, se presentaron mas de 20 casos de escorpionismo, en
donde tres nifos menores de cuatro afios murieron por edema pulmonar e insuficiencia
respiratoria a causa de la picadura de Tityus asthenes y Tityus obscurus (Roman et al., 2018;
Flores et al., 2020).

Por otro lado, el orden Scolopendromorpha se caracteriza por incluir a los centipedos
mas agresivos y voraces, siendo unos de los depredadores venenosos evolutivamente mas
antiguos del planeta (Undheim et al., 2015b). Existen cerca de 800 especies descritas,
categorizadas en cinco familias: Scolopendridae, Cryptopidae, Scolopocryptopidae,
Mimopidae y Plutoniumidae (Giribet, 2015). En Ecuador, a diferencia de los casos de
envenenamiento por escorpiones, la informacion tanto taxonémica como clinica sobre
escolopendras es muy limitada. La sintomatologia de sus mordeduras se ha descrito
principalmente a partir de reportes en paises cercanos, como Venezuela. Los sintomas pueden

incluir dolor de intensidad variable que se extiende a otras zonas del cuerpo, y en casos
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graves, puede presentarse isquemia miocardica, infarto, hemoglobinuria, hematuria,
hemorragia y rabdomiolisis, siendo los nifios especialmente vulnerables a cuadros severos
(Acosta & Cazorla, 2004). A pesar de la limitada informacion se destaca a la especie
Scolopendra galapagoensis que tiene una distribucion en la costa ecuatoriana y en el
archipié¢lago de Galdpagos, en donde es considerado como el animal més temido por sus
forcipulas capaces de generar una mordedura dolorosa y venenosa (Horwell & Oxford,
2011). A pesar de no contar con un registro claro sobre como el veneno de las escolopendras
puede afectar al ser humano, no se debe subestimar su incidencia, no solo con la especie

presente en Galdpagos, sino también con aquellas presentes en zonas continentales.
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CONCLUSIONES

Por un lado, se evidenci¢ la estandarizacién de un protocolo funcional desde la
colecta, hasta la deteccion de proteinas, lo cual permite aplicar este flujo de trabajo en otras
especies que contengan glandulas de veneno. Lo cual refleja el potencial de encontrar
compuestos con posibles aplicaciones biomédicas en especies que no han sido categorizadas
como también en especies de importancia médica. Ademas, se logrd la evaluacion del
potencial toxicoldgico de Otostigmus silvestrii y Teuthraustes atramentarius, esto
principalmente por la identificacion en ambos organismos de proteinas con potencial
toxicologico con los precursores de conotoxinas, lo cual incita a pensar en posibles
aplicaciones biomédicas en especies comunes en zonas urbanas de Quito. Por otro lado, se
recomienda realizar un estudio estructural y funcional de los precursores de las conotoxinas
que se encontraron ya que con esa informacién se podria contrastar como se observa las
proteinas cuando se encuentran en su forma activa. Ademas de ver posibles relaciones
evolutivas que se pueden presentar en estos tipos de proteinas con potencial toxicologico.
Finalmente, se recomienda conseguir un genoma de referencia completo, ensamblado y
anotada de especies mas cercanas a las especies con las que se estan trabajando para evitar
sesgos en el analisis o en su defecto realizar un ensamblado de novo para contrastar la

informacién obtenida.
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