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Introduccion

Los cultivos celulares representan el modelo in vitro mas utilizado en
la evaluacién de los efectos citotoxicos de los venenos ofidicos.

D Cell Culture

Actualmente se encuentra en auge el uso de modelos
tridimensionales dada su capacidad de reproducir de manera mas
precisa el comportamiento in vivo, sobre todo de los tumores solidos.

Diferencias entre modelos de cultivo
bidimensionales y tridimensionales

Investigar por primera vez el efecto citotoxico del veneno de B. diporus sobre un cultivo tridimensional de esferoides gliales.

1. Veneno de Bothrops diporus
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“Efecto citotoxico del veneno de Bothops diporus (yarara chica)
sobre modelos de cultivo celular tridimensional (3D)”
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Bothrops diporus es considerada en """ G
Argentina una especie de interés / vwwss
sanitario, principalmente en el

Nordeste Argentino, dado que causa
la mayoria de los accidentes ofidicos.

Proteoma de Bothrops diporus
(Gay et al. 2015)

(Salinas Vera et al. 2022)

Pool de veneno desecado, homogeneizado y conservado a -20°C de B. diporus provisto

por el Centro de Produccién de Suero Antiofidico (CEPSAN) de la Provincia de
Corrientes

3. Citotoxicidad en Cultivo Bidimensional

Linea Celular C6
(ATCC CCL-107™)
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4. Formacion de Esferoides. Cultivo Tridimensional

Linea Celular C6
(ATCC CCL-107™) .
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2. Linea Celular 5

Linea celular C6 (ATCC CCL-107™). Glioma maligno murino. f,“
Medio DMEM® + 10%SFB — 5%CO2

5. Efecto Citotéxico del Veneno de B. diporus sobre Cultivo Tridimensional

~ 3 s | . = B
@@ ’\ /\ ‘ﬁ Veneno de
= & @ D) ARNERRE v B. diporus
F@ e $2) Sedimentacién . Resuspensién A v
8 2 - | .
Esferoides S
gliales maduros Exposicién al veneno
Controles, 100 y 200 pg/mL
1h - 37°C — 5% CO,
A B C

T
| @ Wiener tab.

P iy

- P € =

Técnica Histolbdgica
Convencional

Tincion Histolégica H-E
Hematoxilina — Eosina
Cortes de 8 um

LDH-P UV
Wiener Lab®

Tincién Fluorescente dual
Naranja de acridina (NA) (1 pg/mL)

Microscopiade -
Bromuro de etidio (BE) (1 pug/mL)

Contraste de Fases

Lectura cinética de
absorbancia
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Figura 1. Citotoxicidad del veneno de B. diporus sobre células 200
de lalinea C6 en 2D. Las barras de error representan el o
promedio del &rea +DS. *p<0.05 vs control. 0 1

Tabla 1. Mediciones de la actividad enzimética de Lactato deshidrogenasa (LDH)

100 pg/mL | 200 pg/mL
15+0.3 36.7+0.4

Control
12.4 +0.2

LDH (UI/L)

Figura 2. A: Cinética de crecimiento de los esferoides.
B: Determinacion del area promedio de los esferoides en
funcion del tiempo de incubacion. Las barras de error
representan el promedio del rea +DS. *p<0.05 vs tiempo 0.
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Figura 3. Cambios morfolégicos inducidos por el veneno de B. diporus.
A: Microscopia de contraste de fases. B: Tincién fluorescente dual.

C: Tincién histolégica H-E. 1: Control. 2: 100 pg/mL. 3: 200 pg/mL.

Sobre el cultivo bidimensional el veneno de B. diporus demostré un efecto citotoxico dosis-dependiente disminuyendo marcadamente la viabilidad celular (~90%) a la mayor
concentracién ensayada (200 ug/mL) (Fig. 1). De la curva de citotoxicidad se seleccionaron las concentraciones a ensayar sobre los cultivos tridimensionales (100 y 200 ug/mL).
La formacion de esferoides demostr6 una cinética de crecimiento proporcional al tiempo de incubacién, observandose una relacién exponencial a partir del dia 6 (Fig. 2, A). Luego
de la exposicion al veneno, la actividad enzimatica de LDH mostré un aumento significativo a 200 yg/mL (Tabla 1). La observacion por microscopia de contraste de fases y la
tincion histolégica con H-E de los esferoides expuestos al veneno evidenciaron cambios morfolégicos como perdida de la adhesion intercelular, disminucion del tamafio y
apariencia desorganizada (Fig. 3). Cambios en la eosinofilia, indicativo de necrosis, se presentaron con 200 g/mL con tincion H-E (Fig. 3, C3). La tincion dual fluorescente
confirmé este efecto observandose una mayor proporcion de células tefiidas de naranja (BE) en los esferoides, indicando ruptura de membrana (Fig. 3, B2 y B3). A la mayor
concentracion se presento necrosis individual y focal externa, como asi también exacerbacion del centro necrético (Fig. 3, B3).

El veneno de B. diporus demostro tener un efecto citotéxico dosis dependiente sobre los cultivos celulares 3D de células gliales, aunque el mismo fue menor en
comparacion al cultivo bidimensional. Probablemente esto se daba a que los modelos celulares 3D son mas representativos de las interacciones celulares y
tisulares in vivo.



