Introducdo: A linhagem de glioma C6 apresenta diferentes caracteristicas morfoldgicas e
fisiolégicas de acordo com o numero de passagens em cultivo. As passagens recentes sao
semelhantes & glioblastomas, enquanto as tardias assemelham-se a astroglia madura. A
literatura demonstra que o glutamato apresenta um papel fundamental na proliferacdo e
invasdo de glioblastomas. Além disso, a manutencdo dos niveis extracelulares deste
aminoacido no Sistema Nervoso Central é realizada, principalmente, pelas células gliais.
Desta forma, o objetivo deste trabalho é investigar e comparar alguns parametros do sistema
glutamatérgico entre passagens recentes e tardias de culturas da linhagem C6.

Métodos: As passagens recentes (62 a 15%) e tardias (a partir da 100?) foram cultivadas em
DMEM 5% SFB em ar/CO; (95:5). A captacdo dos aminoacidos foi realizada utilizando L-
[*H]-Glu ou D-[*H]-Asp em HBSS. A inibicdo da captagdo foi realizada adicionando
antagonistas esg)eciﬁcos dos transportadores de glutamato (PDC 100uM ou TBOA 100uM). A
liberagdo do [°H] proveniente da captacdo dos aminodcidos foi avaliada, primeiramente,
incubando as células em HBSS contendo L-[°H]-Glu ou D-[*H]-Asp durante 1h a 37°C. Ap6s,
as culturas foram incubadas por mais 1h a 37°C em L-Glu ou D-Asp em HBSS. A
radioatividade intra e extracelular foi avaliada por cintilagdo e as proteinas quantificadas pela
técnica de Peterson. Também foi avaliado o imunocontetdo dos transportadores de glutamato
(GLAST, GLT-1 e EAACL1), a integridade de membrana por incorporacdo de iodeto de
propidio e a senescéncia celular por marcagdo da f-galactosidase.

Resultado: Ambas as culturas apresentaram aumento tempo-dependente do conteddo
intracelular de [°H] derivado da captacdo de L-[°*H]-Glu, atingindo platd em 2h. Porém, as
passagens recentes apresentaram uma radioatividade intracelular 55% maior que as tardias
(P<0,001, two-way ANOVA, n=4-14). As duas culturas expressaram somente o transportador
EAACL, cujo imunocontetdo foi similar entre elas. Ambas as passagens apresentaram
aumento tempo-dependente do contetdo intracelular de [°H] proveniente da captacéo de D-
[*H]-Asp, porém, sem atingir platd. Nas passagens recentes, essa radioatividade intracelular
foi 30% maior até 2h em relagéo as tardias (P<0,05, two-way ANOVA, n=8). A captagédo dos
aminoéacidos foi inibida tanto por PDC quanto por TBOA em ambas as passagens. Nas duas
culturas, aproximadamente 50% do [*H] derivado da captacdo de L-[*H]-Glu foi liberado para
0 meio extracelular, entretanto ndo foi verificada liberacdo de D-[*H]-Asp. Nio houve
diferenca significativa em relacdo a integridade de membrana e a senescéncia celular entre as
culturas da linhagem C6.

Conclusdo: As passagens recentes e tardias da linhagem de glioma C6 apresentaram perfis
distintos de contetido intracelular de [*H] derivado da catacdo de L-[*H]-Glu. A menor
quantidade de [*H] intracelular nas passagens tardias ndo esté relacionada a diferencas na
expressao de EAACL, a perda na integridade de membrana, a senescéncia celular ou a um
excesso de libertacdo da radioatividade. Mais experimentos serdo necessarios para uma
melhor compreensdo dos mecanismos moleculares e celulares envolvidos no menor contetdo
intracelular de [°H] oriundo da captagdo de L-[*H]-Glu observado nas passagens tardias da
linhagem C6 quando comparadas as recentes.

Apoio financeiro: CNPqg, CAPES, FAPERGS, INCT em EN e IBN-Net.



