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Avaliacdo de diferentes ensaios de dano celular em células C6 astrogliais em condi¢des
oxidativas ou glicantes.

Jessica Hauschild Taday, Marina Concli Leite
Universidade Federal do Rio Grande do Sul

Introducédo: A avaliagdo do dano celular causado por diferentes estimulos é essencial
para quem trabalha com modelos in vitro onde a morte celular poderia interferir nos
resultados, como em experimentos de secrecdo. No entanto, os ensaios que avaliam dano
celular podem usar diferentes mecanismos gerando resultados divergentes. Entre as
técnicas disponiveis é possivel destacar o iodeto de propideo (IP), composto capaz de
corar nucleo de células com membrana plasmatica comprometida; a incorporacao do
corante vermelho neutro (VN), que avalia capacidade de endocitose celular; a reducéo de
methylthiazolyldiphenyl- tetrazolium bromide (MTT), que avalia capacidade redutora
celular e; a atividade extracelular da lactato desidrogenase (LDH), enzima que é
extravasada para o espaco extracelular quando ha comprometimento de membrana
plasmaética. Além disso, diferentes estimulos podem causar dano celular por mecanismos
distintos, como peroxido de hidrogénio (H202), que é um estimulo oxidativo e o
metilglioxal (MG), que estd envolvido em reagdes de glicagdo. Por este motivo este
trabalho tem como objetivo comparar os ensaios de dano celular em condigdes oxidativas
ou glicantes.

Metodologia: Para a realizacdo deste trabalho foram utilizadas células astrogliais de
glioma C6 cultivadas em DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino, a 37°C e
5% de CO2. Ao atingir aproximadamente 80% de confluéncia o meio de cultura foi
substituido por DMEM sem soro fetal bovino, na auséncia ou presenca de H>0> (1000;
500; 250; 100; 50 uM) e/fou MG (2; 1; 0,5; 0,25; 0,1 mM) por 24 horas. O dano celular
foi avaliado por 4 diferentes técnicas: iodeto de propideo, reducdo de MTT, incorporacao
de VN, e atividade de LDH extracelular. A avaliacdo estatistica foi realizada por ANOVA
de uma via, seguido de pos-teste de Duncan sendo considerado significativo quando
p<0,05.

Resultados e discussdo: Em relacdo ao estimulo com MG a técnica da atividade
extracelular de LDH mostrou dano significativo em concentragdes a partir de 0,25 mM.
J4, as técnicas de reducdo de MTT e incorporacdo de VN mostraram dano somente em
concentragOes mais altas, a partir de 0,5 mM. Quanto ao estimulo com H,O> resultados
similares foram obtidos entre os ensaios de reducdo de MTT e incorporacdo do VN
observando dano significativo a partir de 100 uM. Resultados preliminares demonstram
que a técnica de IP foi a menos sensivel em relacdo as diferentes concentra¢fes de ambos
0S compostos.

Conclus6es: Desse modo, foi verificada uma diferenca de sensibilidade entre as técnicas,
sendo a medida da atividade de LDH extracelular a mais sensivel, enquanto as técnicas
de reducdo de MTT e incorporagdo de VN foram similares na indicagéo de dano.



