Neurotoxicidade produzida pelo nanocomposto de carbono fulereno (C60): avaliação de parâmetros comportamentais e bioquímicos.
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Introdução e Objetivos
Fulereno (C60) (Ful), um nanocomposto de carbono, é uma substância que vem sendo amplamente estudada, cuja estrutura química favorece a sua utilização na área biomédica. Pouco se sabe sobre a neurotoxicidade produzida por este composto. Esse trabalho teve como objetivo avaliar parâmetros comportamentais, bioquímicos relacionados ao estresse oxidativo e à produção de neurotrofina BDNF (brain derived neurotrophic factor) em animais tratados com fulereno em diferentes tamanhos de partículas.
Metodologia

 Foram utilizados ratos Wistar machos, de 2- 3 meses de idade, foram expostos à infusão intrahipocampal suspensão aquosa de fulereno em dois diferentes tamanhos de partículas, Ful 0,20 µm e  Ful 0,45 µm (ambas as soluções om concentração de 10mg/mL). O grupo controle recebeu salina. Todos os vinte e um (n=21) animais foram submetidos à anestesia e a cirurgia esteriotáxica para implante bilateral de cânulas na região CA1 do hipocampo. Quinze minutos após as sessões de treino no Labirinto aquático de Morris (WM), os animais receberam a infusão de 1 µL  fulereno. A tarefa de WM visa avaliar a memória espacial, que consiste em cinco dias de treino e um dia de teste.  O WM é composto de um tanque circular e escuro (168cm de diâmetro e 70 cm de profundidade) preenchido com água corada preta. Uma plataforma escura oculta é colocada dentro do tanque em um dos quatro quadrantes virtuais, e estará presente somente nos dias de treino, sendo retirada no dia do teste. Dicas visuais em direção a essa estão localizadas na parede da sala do WM. A fim de avaliar o progresso do aprendizado foi analisado o tempo, em segundos, que cada animal levou para encontrar a referida plataforma. A retenção da memória é medida através do tempo gasto no quadrante no qual estava a plataforma anteriormente. 
Para avaliar a proteína BDNF usou E-max ELISA Kit (Promega, USA). O sobrenadante foi diluído em tampão de reação e encubado em placa de Elisa já revestida com o anticorpo monoclonal anti-BDNF . Logo, foi adicionado o anticorpo policlonal anti-imunoglobulina humana e encubado por duas horas e mais uma hora de encubação com a enzima peroxidase, adicionada posteriormente. A reação de cor foi quantificada em uma leitora de placa em 450nm.


Para a análise da concentração de GSH e medir a atividade da GCL utilizou-se o método de fluorimetria em microplacas, com respectivos reagentes para cada reação.
Resultados e Discussão
Os animais submetidos ao teste de WM que receberam as soluções de Ful 0,2 e 0,45 µm (P <0.001) iniciaram o aprendizado no 2º dia de experimento e o grupo controle (P <0.01) no 3º dia. Somente os animais tratados com Ful 0,45 µm aumentaram a latência para encontrar a plataforma no 5º dia (P <0.05), sugerindo um efeito amnésico do tratamento. No dia do teste os ratos tratados com Ful 0,45 µm ficaram por um curto período no quadrante da plataforma quando comparado ao grupo Ful 0,20 µm  e salina, P <0.01. 


Com estes mesmos animais foi realizada a análise de BDNF. Os resultados mostraram que o grupo tratado com Ful 0,45 apresentou uma menor quantidade de BDNF (P <0.05).
Com relação à concentração da glutationa (GSH) e atividade da enzima glutamato-cisteína-ligase (GCL) não houve diferença significativa entre os grupos.  

Conclusão

Assim, os animais tratados com fulereno no maior tamanho de partícula apresentaram uma menor quantidade de BDNF demonstrando um prejuízo na consolidação da memória, no teste de WM. Em relação aos parâmetros bioquímicos de estresse oxidativo, não houve diferença significativa entre os grupos, não sendo então, uma substância oxidante.
