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APRESENTACAO

Esta dissertagdo € constituida de sete partes:

Parte I: Introducéo e Objetivos.

Parte I11: Revis&o da literatura.

Parte I11: Os resultados que fazem parte desta dissertagdo estdo apresentados
sob forma de manuscrito, subdivido em introducéo, resultados, discusséo, materiais e
métodos e referéncias.

Parte IV: Discusséo final.

Parte V: Conclusoes.

Parte VI: Perspectivas.

Parte VII: Referéncias, as quais referem-se somente as citacdes que aparecem

nos itens introducdo, revisdo da literatura e discussdo desta dissertacéo.



RESUMO

Dissertagéo
Programa de Pds-Graduacgdo em Bioquimica Toxicoldgica

Universidade Federal de Santa Maria

Ditelureto de difenila induz prejuizos no desenvolvimento, neurotoxicidade e

desmielinizagdo no sistema nervoso central de filhotes de ratos wistar

AUTORA: SIMONE PINTON
ORIENTADORA: CRISTINA WAYNE NOGUEIRA
Local e Data da Defesa: Santa Maria, 20 de novembro de 2009.

O objetivo geral deste estudo foi investigar se a mielinogénese estd envolvida no
mecanismo pelo qual o ditelureto de difenila [(PhTe),] exerce toxicidade em filhotes de
ratos. O presente estudo avaliou a performance comportamental durante o
desenvolvimento pds-natal estd relacionada ao processo de desmielinizacdo induzida
por (PhTe), em filhotes de ratos Wistar. A atividade da acetilcolinesterase (AChE) foi
realizada no cortex cerebral dos filhotes de ratos, uma vez que estudos tém demonstrado
que os eventos desmielinizantes podem interferir na atividade desta enzima. Os filhotes
de ratos receberam uma Unica injecdo subcutanea de (PhTe), (0,25 umol/kg) ou veiculo
(6leo de canola) no 14° dia pés-natal (PND). E apds a exposicdo ao (PhTe),, a
performance comportamental dos animais foi avaliada nos testes da geotaxia negativa,
da sustentacdo na barra e do campo aberto, estes ensaios foram realizados do 1° ao 7°
dia (PND 15 a 21) ap6s a injecdo do composto. Diariamente e imediatamente apds estes
testes comportamentais, os filhotes foram submetidos a eutanéasia (do 1° ao 7° dia), e as
amostras de tecidos recolhidas para a quantificacdo da densidade de mielina encefalica e
andlises histolégicas. O aparecimento de sinais classicos de toxicidade, alteracdes
comportamentais e desmielinizac¢do do sistema nervoso central (SNC) foi dependente do
tempo apo6s a exposicao ao (PhTe), em filhotes de ratos. O dano neuronal, revelado pela
analise histoldgica, e 0 aumento na atividade da AChE ocorreu nos dias 4 e 5 ap6s a
exposicdo ao (PhTe),, que é coincidente com o periodo critico de desmielinizagdo. Em
conclusdo, a exposicdo ao (PhTe), induz um prejuizo no desenvolvimento,
neurotoxicidade e desmielinizacdo do SNC de filhotes de ratos.

Palavras-chave: Telurio, Desenvolvimento, Desmielinizacdo, Neurotoxicidade,
Acetilcolinesterase, Ditelureto de difenila.



ABSTRACT

Dissertation of Master’s Degree

Federal University of Santa Maria, RS, Brazil

Diphenyl ditelluride induces impairment developmental behavioral, neurotoxicity

and demyelination in central nervous system of rat pups

AUTHOR: SIMONE PINTON
ADVISOR: CRISTINA WAYNE NOGUEIRA

Place and Date of the defense: Santa Maria, November, 20" 2009.

The purpose of this study was to investigate if myelinogenesis is related to the
mechanism by which diphenyl ditelluride [(PhTe),] causes toxicity in rat pups. The
present study was performed to examine whether the behavioral performance is related
to demyelination process induced by (PhTe), in rat pups. Acetilcholinesterase (AChE)
activity was carried out in cerebral cortex of rat pups since studies have demonstrated
that demyelinating events interfere with the activity of this enzyme. Rat pups received a
single subcutaneous injection of (PhTe), (0,25 pmol/kg) or vehicle (canola oil) at 14™
post natal day (PND). From day 1 to 7 (PND 15 to 21) after exposure, negative
geotaxis, forelimb support and open field tests were performed in pups. Rat pups were
euthanized daily (from day 1 to 7) immediately after the behavioral tests. The cerebral
density of myelin and histological analysis were performed. The appearance of classic
signs of toxicity, behavioral alterations and demyelination of CNS was dependent of the
time after (PhTe), exposure to rat pups. Neuronal damage, revealed by histological
analysis, and the increase in AChE activity occurred at 4™ and 5 day after (PhTe),
exposure, which is coincident with the critical period of demyelination. In conclusion,
exposure to (PhTe), induced an impairment of developmental behavioral, neurotoxicity
and demyelination in the central nervous system of rat pups.

Key-words: Tellurium, Developmental Behavioral, Demyelination, Neurotoxicity,
Acetylcholinesterase, Diphenyl ditelluride.
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1.1. INTRODUCAO

O desenvolvimento cerebral inclui a sintese de componentes celulares em paralelo a
neurogénese, gliogénese e a diferenciacdo celular com aumento no tamanho da célula
(Morgane e col., 2002). A maturacdo do sistema nervoso central (SNC) e o desenvolvimento
da capacidade cognitiva dependem de trés fatores essenciais: potencial genético do individuo,
estimulacdo ambiental e nutricdo adequada.

O cérebro de roedores apresenta rapido desenvolvimento ap6s 0 nascimento,
caracterizado por uma intensa sintese de componentes celulares, sendo que, a mielinizacao, no
rato, se da principalmente nas trés semanas iniciais de vida, quando declina abruptamente aos
niveis adultos. O processo de mielinizacdo tem uma relacdo direta com a aprendizagem e o
comportamento motor. As diferentes areas do cortex ndo sofrem mielinizacdo homogénea. As
regides corticais com mielinizacdo precoce controlam movimentos relativamente simples ou
andlises sensoriais, enquanto as areas com mielinizacdo tardia controlam as funcGes mentais
elevadas. Com isso, pode-se afirmar que a mielinizacdo funciona como um indice aproximado
da maturacdo cerebral (Kolb & Whishaw, 2002).

Sendo o cérebro, susceptivel a influéncia de fatores ambientais durante este periodo de
maturacdo, o desenvolvimento de modelos animais de desmielinizagdo pds-natal é uma
importante ferramenta para prospectivas estratégias terapéuticas. A desmielinizacdo no
sistema nervoso pode ocorrer devido a uma variedade de condi¢des patoldgicas, incluindo
intoxicagOes, desordens metabdlicas e nutricionais, infeccdes virais, trauma mecanico e
inflamacdo (Hauw e col., 1992), prejudicando assim a transmissdo do impulso nervoso,
implicando no aparecimento de diversos distlrbios neurolégicos.

Numerosos modelos experimentais que mimetizam a fisiopatologia do processo de
desmielinizagdo tém sido desenvolvidos, entre eles estd o uso do teldrio como agente
desmielinizante. Diversos autores reportaram que roedores intoxicados por teltrio (Te)
elementar desenvolveram uma neuropatia periférica no periodo ativo da mielinogénese
(Duckett e col., 1979; Harry e col., 1989; Lampert e col, 1970) afetando a transcricdo das
proteinas de mielina em nivel de gene (Morell e col., 1994; Toews e col. 1997) e inibindo a
sintese do colesterol (Lampert & Garrett, 1971) um dos principais lipideos que constituem as
membranas de mielina.

Estudos experimentais demonstraram que o ditelureto de difenila [(PhTe),] possui

potencial toxicologico em modelos animais (Nogueira e col., 2004). Nosso grupo de pesquisa



obteve resultados que indicaram que o (PhTe), € um composto neurotdxico em ratos e
camundongos (Nogueira e col., 2001; 2002; Moretto e col., 2003). Além disso, a exposi¢do ao
(PhTe), altera parametros comportamentais relacionados com fungfes neurais em ratos jovens
(Stangherlin e col., 2006) e € teratogénico em fetos de ratos (Stangherlin e col., 2005; Roman
e col., 2007). Entretanto, considerando-se que nédo esta claro na literatura 0 mecanismo pelo
qual o (PhTe), apresenta toxicidade, ha a necessidade de novos estudos experimentais que
investiguem o0 mecanismo de toxicidade do (PhTe);, bem como seus efeitos
neurocomportamentais em ratos durante a fase de desenvolvimento pds-natal.

Neste contexto, este estudo visou investigar se a mielinogénese esta envolvida no
mecanismo de toxicidade do (PhTe), em filhotes de ratos e se a intoxicagdo com o (PhTe),

consistiria em um modelo experimental de desmielinizacéo.



1.2. OBJETIVOS

1.2.1. Objetivo Geral

Considerando-se que ndo esta claro na literatura o mecanismo pelo qual o (PhTe),
apresenta toxicidade em filhotes de ratos, o objetivo geral deste estudo foi investigar se a
mielinogénese esta envolvida no mecanismo de toxicidade do (PhTe), em filhotes de ratos a
partir do 14° dia apds o nascimento (14 PND). Desta forma, nosso objetivo foi averiguar se a

intoxicacdo com o (PhTe), consistiria em um modelo experimental de desmielinizagéo.

1.2.2. Objetivos Especificos

1. Observar sinais de toxicidade induzidos pelo (PhTe), nos filhotes de ratos diariamente,

durante um periodo de 7 dias apds a exposi¢do ao composto;

2. Verificar se a exposicdo ao (PhTe), alterard parametros comportamentais relacionados

com a atividade e o desenvolvimento das capacidades sensorio-motoras destes ratos;

3. Quantificar a densidade de mielina no encéfalo de filhotes de ratos expostos ao
(PhTe)z;

4. Avaliar histologicamente o efeito do (PhTe), no cérebro, nas substancias branca e

cinzenta do cerebelo e da medula espinhal em filhotes de ratos;

5. Determinar a atividade da enzima acetilcolinesterase no cortex cerebral dos filhotes de

ratos expostos ao (PhTe),.
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2.2. REVISAO DA LITERATURA
2.2.1. Desenvolvimento Pds-natal

O desenvolvimento cerebral inclui a sintese de componentes celulares em paralelo a
neurogénese, gliogénese e a diferenciacdo celular com aumento no tamanho da célula
(Morgane e col., 2002). A maturacdo do SNC e o desenvolvimento da capacidade cognitiva
dependem de trés fatores essenciais: potencial genético do individuo, estimulacdo ambiental e
nutricdo adequada.

Seguindo esta mesma linha de pensamento, o desenvolvimento motor também é
viabilizado tanto pelo processo evolutivo bioldgico quanto pelo social, uma vez que a
maturacdo da motricidade é uma continua alteracdo no comportamento ao longo da vida, que
acontece por meio das necessidades de se realizar tarefas, da biologia do individuo e o
ambiente em que ele vive. Desta forma, considera-se que uma evolugdo neural proporciona
uma evolucdo ou integracdo sensorio-motora que acontece por meio do SNC em operagoes
cada vez mais complexas (Fonseca, 1988).

Todo o comportamento envolve processos neurais especificos, que ocorrem desde a
percepcdo do estimulo até a efetivacdo da resposta selecionada. Esses processos neurais
possibilitam o comportamento e o aprendizado, que acontecem de maneiras diferentes no
cérebro, a maturacdo do sistema nervoso possibilita o aprendizado progressivo de habilidades.
A medida que uma determinada é&rea cerebral amadurece, ha o aparecimento ou
aperfeicoamento dos comportamentos correspondentes aquela drea madura, desde que tal
funcdo seja estimulada.

Desta forma, o desenvolvimento comportamental é restringido pela sintese e
maturacdo das células nervosas, como exemplo, considera-se que embora as criangas sejam
capazes de fazer movimentos complexos, 0s niveis de coordenacdo e controle motor fino s6
serdo alcangados apds o término da formacdo da mielina, na adolescéncia (Kolb & Whishaw,
2002). Em roedores e humanos, algumas etapas do desenvolvimento cerebral ocorrem em
periodos diferentes (fig. 1). No rato, a hiperplasia neuronal prevalece na vida pré-natal,
ocorrendo principalmente durante a Gltima semana de gestacdo (Dobbing & Sands, 1971). A
neurogénese pés-natal é pequena quantitativamente, com produgdo de microneurénios com
axonios curtos, especialmente no coértex cerebelar e hipocampo (Altman & Das, 1966;
Croskerry e col., 1973). As células gliais apresentam proliferacdo pos-natal principalmente,

ocorrendo durante o periodo de lactacdo (Fig. 1). A mielinizagdo, no rato, se da
6



principalmente nas semanas iniciais de vida, quando declina abruptamente aos niveis adultos
(Davidson & Dobbing, 1966). A sinaptogénese no cérebro do rato ocorre principalmente entre
0 7° e 21° dia de vida pds-natal, podendo diferir de regido a regido. O aumento nos contatos
sinapticos e a diferenciacdo destas conexdes representam o comeco do desenvolvimento

quimico e funcional do SNC.

Nascimento

Curva de Crescimento Cerebral
Rato '

N\

Gliogénese precoce _/

(astrocitos especializados)

r Gliogénese tardia
(oligodendroglia)

I I | | | |
21 7 14 21 28 35
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femg—
~J
—
-

/— Curva de Crescimento Cerebral
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Figura 1: Curva de Velocidade, comparando os indices relativos, duracdo e tempo do processo
desenvolvimental especifico em cérebro de ratos e humanos. As curvas de rapido crescimento cerebral (indices
de mudanca no peso cerebral) sdo sobrepostas em relagdo aos eventos desenvolvimentais no cérebro. Note que a
génese precoce de astroglia e células piramidais em humanos, resultando na aquisi¢do de aproximadamente 27%
do peso cerebral adulto no tempo do nascimento, comparado a aproximadamente 12% do peso cerebral adulto
visto em ratos ao nascimento. A curva de rdpido crescimento cerebral em ratos é alterada para a direita,

comparado aos humanos (Morgane e col., 2002).

Sendo assim, o cérebro de roedores apresenta rapido desenvolvimento apds o
nascimento caracterizado por uma intensa sintese de proteinas e de DNA (Gottlieb e col.,
1977). Desse modo, o cérebro é sensivel a alteracfes no seu desenvolvimento, provocadas por
fatores externos durante os periodos de rapido crescimento cerebral, ap6s o nascimento
(Annau & Cuomo, 1988; Rice, 1999; Rocinholi e col.,, 1997). Os dois maiores tipos de

desordens envolvendo o desenvolvimento do SNC sdo: patologias causadas por lesdes ou



agentes toéxicos (resultando em processos destrutivos, com rapido crescimento e
diferenciacéo) e desordens causadas por nutri¢do inadequada, considerando que nutrientes em
quantidades apropriadas sdo essenciais para a formacdo celular e organizacdo tecidual
(Morgane e col., 2002).

2.2.2. Analise Comportamental Durante o Desenvolvimento Pos-natal

O funcionamento normal do sistema nervoso pode ser alterado pela agdo de
xenobidticos durante todas as fases do desenvolvimento. Essas alteracbes podem ser avaliadas
pelo desempenho dos animais em varios testes comportamentais (Genn e col., 2003; Graeff e
col., 1998; Lalonde e col., 2003), que séo as manifestacdes finais das fungdes neurais.

2.2.2.1. Campo aberto (“Open-field”)

O teste do campo aberto é uma medida da atividade motora espontanea e atividade
exploratoria dos animais. O aparato consiste em uma arena quadradra (45 x 45 cm) dividida
em nove quadrantes. Cada animal é colocado individualmente no centro da arena e 0 niUmero
de segmentos atravessados (com todas as patas) é registrado durante um periodo de quatro
minutos. Esse procedimento é repetido no dia seguinte. A exploracdo é um comportamento
muito importante, onde o animal capta informacdes a respeito do ambiente que o cerca. As
informacdes adquiridas séo essenciais para a preservacdo da vida desse animal (Sutherland &
Rudy, 1989).

2.2.2.2. Geotaxia negativa (“Negative geotaxis”)

O teste da geotaxia negativa é realizado sobre uma plataforma plana e inclinada, com
um angulo de 30° em relagdo ao chdo (fig. 2). Este teste consiste em colocar o filhote nesta
rampa, com as quatro patas na superficie da mesma, com a cabeca direcionada para o ch&o, o
que seria uma posic¢do desconfortavel para o animal. O tempo gasto para o filhote corrigir sua
posicao corporal (dar um giro de 180°) é cronometrado. Neste teste sdo avaliados os reflexos

da funcdo vestibular, além da atividade e desenvolvimento motor (Crozier & Pincus, 1926).



Figura 2: Teste da geotaxia negativa, (A) aparato usado para o teste e (B) a performance em sequéncia.

2.2.2.3. Sustentacdo na barra (“Forelimb support™)

No teste da sustentacdo na barra os animais sdo colocados em uma barra horizontal (1
mm de didmetro) a 47 cm de altura, se sustentando nesta barra com as patas dianteiras, como
demonstrado na figura 3. O tempo em que 0s animais conseguirem se fixar na barra é

cronometrado, como uma medida de for¢ca muscular (Fox 1965).

Figura 3: Teste da sustenta¢éo na barra.



2.2.3. Mielina

A mielina é uma estrutura membranosa lipo-protéica caracteristica do tecido nervoso
produzida por certos tipos de glidcitos. No SNP a membrana de mielina é sintetizada pelas
células de Schwann, enquanto no SNC ela é sintetizada pelos oligodendrocitos. A composigédo
da mielina € predominantemente lipidica, os lipidios constituem cerca de 70% da sua estrutura
tanto no SNC como no SNP. A fragdo protéica corresponde a 30% consistindo basicamente de
dois constituintes principais: proteina mielinica basica e proteinas proteoliticas (Van der Goes
& Dijkstra, 2001). No SNC seus constituintes lipidicos incluem: Colesterol (19,4%);
Galactolipidios (19,3% - 16% cerebrosideos; 2,7% sulfatideos; 0,2-0,4% galgliosideos) e
Fosfolipidios (30,2% - 11% fosfatidiletanolina; 7,8% fosfatidilcolina; 5,5% esfingomielina;
0,4% monofosfatidilinositol, plasmaldgenos e outros) (Norton, 1981).

O processo de mielinizacdo envolve a aposicéo espiral de membranas celulares derivadas
das células mielinogénicas ao redor de axdnios selecionados (fig. 4), formando uma bainha
isolante de mielina que, entre outros, contribui para aumentar a velocidade de propagacédo do
impulso nervoso, atribuindo maior eficiéncia na transmissédo da sinalizacéo.

O processo de mielinizagdo tem uma relacdo direta com a aprendizagem e o
comportamento motor. As diferentes &reas do cértex ndo sofrem mielinizacdo homogénea. As
regides corticais com mielinizacdo precoce controlam movimentos relativamente simples ou
analises sensoriais, enquanto as areas com mielinizacao tardia controlam as funcdes mentais
elevadas. Assim, pode-se afirmar que a mielinizagdo funciona como um indice aproximado da

maturacdo cerebral (Kolb & Whishaw, 2002).

A

Membrana

3 / de Mielina
A\ S

\\” o Célula de Schwann
“~——Nédulo de Ranvier

Figura 4: Neurbnio mielinizado. (A) Figura meramente ilustrativa; (B) Microscopia eletrdnica de um corte
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transversal de nervo ciatico de rato (Lampert e col., 1970).

2.2.4. Desmielinizacao

Desmielinizacdo é o nome empregado ao processo de degeneracdo das membranas de
mielina j& formadas, desta maneira, ha uma reducao ou total perda do enovelamento mielinico
do axonio (fig. 5). Existem basicamente dois tipos de desmielinizacdo: a primaria e a
secundéria. Denomina-se desmielinizacdo primaria quando a lesdo na mielina ocorre por
instabilidade ou dano na célula mielinogénica, porém com preservagdo dos axdnios, enquanto
gue desmielinizacdo secundéaria ocorre devido primeiramente a uma lesdo neuronal levando
subseqguentemente a degeneracdo da mielina (Siegel, 1999; Lazzarini, 2004).

A desmielinizacdo no sistema nervoso pode ocorrer devido a uma variedade de
condigdes patoldgicas, incluindo intoxicagdes, desordens metabdlicas e nutricionais, infeccoes
virais, trauma mecanico e inflamacdo (Hauw e col., 1992), prejudicando assim a transmissao do

impulso nervoso, implicando no aparecimento de diversos distarbios neurolégicos.

A Fibra nervosa (axdnio) Bainha de misina

Bainha de Mielina Normal

Bainha de Mielina Lesada

8 R AR T

Erake

Figura 5: Axdnio desmielinizado. (A) Figura ilustrativa de um neurénio com a bainha de mielina normal e com
a membrana de mielina lesionada; (B) Microscopia eletronica de um corte transversal de nervo ciatico de rato
(Lampert e col., 1970).
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2.2.5. Doengas Desmielinizantes

A esclerose multipla (EM) é a doenca desmielinizante mais comum do SNC afetando
aproximadamente mais de 2 milhdes de pessoas em todo o mundo (Javed & Reder, 2005),
sendo a incidéncia maior em mulheres na faixa etaria de 20 a 40 anos (Reipert, 2004).

A EM é uma doenca inflamatdria do SNC caracterizada pela desmielinizacdo e pela
formagéo de placas de mielina em numerosos pontos do SNC, que se manifesta clinicamente
pelo aparecimento, ao longo do tempo, de deficiéncias neuroldgicas ora progressivas, ora
recidivantes e remitentes. Sua etiologia € desconhecida, mas suas lesbes patoldgicas
predominam na substancia branca do SNC, constituindo-se de uma destruicdo imunoldgica
das bainhas de mielina, enquanto os axonios permanecem relativamente preservados, podendo
apresentar sinais de axonopatia (Weiner & Goetz, 2003). Estes danos causados no tecido
nervoso resultam em um bloqueio ou atraso das sinapses nervosas, levando ao aparecimento
de diversos sintomas neuroldgicos (Radtke e col., 2007). Atualmente, sabe-se que a maioria
dos sintomas e sinais da EM deve ser atribuida ao comprometimento da medula espinhal e do
tronco cerebral. Sobretudo os sinais motores e sensitivos dos membros séo devidos, na maior
parte, as lesdes da medula (Weiner & Goetz, 2003).

Caracterizada por uma inflamacéo aguda com perda da mielina dos nervos periféricos,
a Sindrome de Guillain-Barré (GBS) é uma designacdo para um grupo de neuropatias
periféricas agudas imuno-mediadas, cada uma com suas caracteristicas especiais, clinicas e
patoldgicas. Atualmente, a classificacdo da GBS abrange diferentes formas ou subtipos,
determinados de acordo com o componente afetado no sistema nervoso (Hughes & Cornblath,
2005). Entre os subtipos patoldgicos estdo a: Polirradiculoneuropatia desmielinizante e
inflamatoria aguda; Neuropatia axonal motora e sensitiva aguda, que afeta fibras nervosas
motoras e sensitivas; Neuropatia axonal motora aguda, quando a deficiéncia clinica
neuroldgica € puramente motora; Sindrome de Miller Fisher, variante que afeta 0s nervos
craniais. A incidéncia da GBS é muito menor que a EM, mas constitui um exemplo clinico de
desmielinizagcdo primaria podendo apresentar lesdo axonial em casos mais severos (Bear e
col., 2002).

A desmielinizagdo € um evento que ndo estd necessariamente associado a uma
patologia, quando o ax6nio é submetido a injuria, seja ela traumatica ou isquémica, ha a
degeneracdo axonial seguida de desmielinizacdo (secundéria), a este tipo de lesdo da-se o
nome de degeneragdo Walleriana (DW). A DW caracteriza-se pelo colapso do citoesqueleto
axonal e pela fragmentacdo e degradacdo da bainha de mielina por células de Schwann e
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macrofagos (Griffin & Hoffman, 1993).

2.2.6. Modelos de Desmielinizagdo

O desenvolvimento de modelos animais de desmielinizagdo pos-natal é uma
importante ferramenta para prospectivas estratégias terapéuticas. Numerosos modelos
experimentais que mimetizam a fisiopatologia do processo de desmielinizagdo tém sido
desenvolvidos. Entre os xenobidticos descritos na literatura que causam desmielinizacdo do
sistema nervoso estdo o teldrio (Lampert e col, 1970), o brometo de etidio (Graca e col.,
2001), a cuprizona (Gudi e col., 2009), a lisolecitina (Doering & Yong, 2008), o cianeto
(Hirano e col., 1967), fosfatidilcolina (Blakemore e col., 1977) e drogas hipocolesterolémicas
(Suzuki & Zaragoren, 1974).

A inducdo do processo desmielinizante em animais pode ocorrer também, pela
inoculacdo de virus ou agentes que desencadeiam uma resposta imunoldgica atacando as
membranas de mielina, para isso sdo usados: Adicdo de soro mielinotéxico de encefalomielite
alérgica experimental (Kusaka e col., 1985) ou soro especifico antigalactocerebrosideo (Fry e
col., 1974); Inoculacdo de virus liticos que infectam os oligodendrdcitos, como por exemplo,
o0 da hepatite em camundongos (Fleury e col., 1980), entre outros. Além destes modelos, 0 uso
da pressdo mecanica sobre a mielina, de maneira focal e leve (Harrison & McDonald, 1977)
ou por aumento crénico da compressdo (Clifford-Jones e col, 1985) mimetiza a DW em

modelos animais.

2.2.7. Teltrio

O elemento telurio foi descoberto em 1782. Entretanto, a inclusdo desse atomo em
moléculas orgéanicas ocorreu no inicio do século XIX. No Brasil, a quimica de teldrio foi
introduzida pelo Prof. Reinbolt, o qual se dedicou ao estudo sistematico de compostos
organicos contendo teldrio e sua aplicabilidade como intermediarios em sintese organica
(Petragnani, 1995; Comasseto e col., 1997; Zeni e col., 2006).

O teldrio € um elemento que pertence ao grupo 16 da tabela periddica, podendo
apresentar-se sob maltiplos estados de valéncia, que vdo de —2 a +6 (apresenta-se sob quatro
estados de oxidacdo: telurato (Te*®), telurito (Te*), teldrio elementar (Te") e telureto (Te?))

(Scansetti, 1992). Esse elemento é encontrado com maior frequéncia na forma de teluretos
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com ouro, bismuto, chumbo e prata.

Teldrio elementar (Te) é usado como componente de muitas ligas metélicas, na
composicdo da borracha, na industria de microchips, de componentes eletrénicos e em
sistemas de energia fotovoltaica. Ele também ¢é utilizado na producdo industrial de vidro e
aco, e como um aditivo anti-detonante na gasolina (Fairhill, 1969). O teldrio é encontrado em
muitos minérios, juntamente com o selénio, e é fabricado como um sub-produto no
refinamento do cobre, do chumbo, do bismuto e de outros metais (U.S. Bureau of Mines,
1985). Atualmente, telUrio inorganico é encontrado em solucBes oxidantes que servem para
polir metais (Yarema & Curry, 2005) e na inddstria de semicondutores particulados (Green e
col., 2007; Zhang & Swihart, 2007).

2.2.7.1. Propriedades Toxicologicas do Telario

O aumento do uso industrial de produtos quimicos provoca riscos ocupacionais e
ambientais para a saide humana, e cresce a preocupacdo em relagdo aos potenciais efeitos
adversos desses compostos. Os primeiros relatos a respeito da toxicidade do teldrio
aconteceram ap0s o acidente de Windscale (UK) (Stewart & Crooks, 1958).

O tellrio pode ser prontamente absorvido pelo organismo, através da dieta,
principalmente na forma de compostos organicos. Entretanto, a exposicdo e a absor¢do de
teldrio inorganico na forma de teluritos e teluratos também ocorre (Larner, 1995). Casos de
intoxicacdo ocupacional aguda por telurio sdo raros, entretanto, quando ocorrem, os sintomas
sdo: dores de cabeca, sonoléncia, nauseas, alteracdo da frequiéncia cardiaca, bem como odor
caracteristico de alho, na respiracdo e na urina (Mdller e col., 1989; Taylor, 1996).

A toxicidade do Te parece estar relacionada ao seu estado de oxidacdo (Van Vleet e
col., 1982). O mecanismo proposto para explicar essa toxicidade envolve a oxirreducdo de
grupos —SH de moléculas biologicamente ativas (Blais e col., 1972; Young e col., 1981;
Deuticke e col.,, 1992). De fato, os compostos de tellrio, inibem enzimas sulfidrilicas,
incluindo &-aminolevulinato desidratase (Barbosa e col., 1998; Nogueira e col., 2003),
esqualeno epoxidase (Laden and Porter, 2001) e Na*, K*- ATPase (Borges e col., 2005).

Os compostos de teldrio, que tém propriedades metélicas, atravessam a barreira
cérebrosangue, barreira placentaria e a barreira ependimal-fluido cérebro espinhal-sangue
fetal (Duckett & Ellem, 1971). Ja& foi demonstrado que tellrio metalico atravessa as

membranas celulares e se localiza no citoplasma das células (Blinzinger & Hager, 1965,
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Mizuno, 1969), mais especificamente nas mitocondrias, nos primeiros estagios de intoxicagdo
(Duckett & White, 1974). E que a ingestdo de determinadas quantidades de teldrio por
mamiferos adultos e passaros faz com que aparecam granulos negros ou cristais em forma de
agulha no citoplasma das células do sistema urogenital, do trato alimentar, dos 6rgaos
respiratdrios, do sistema reticulo-endotelial e do sistema nervoso (Pentschew e col., 1962,
Carlton & Kelly, 1967). O metabolismo do telurio nos tecidos ndo estd esclarecido, mas é
sugerido que os depositos negros ou os cristais puntiformes sédo telurio reduzido ou teltrio
elementar (Duckett, 1972).

2.2.7.2. Desmielinizagdo Induzida pelo Telurio

Atribui-se ao bloqueio da sintese do colesterol, que é um precursor da mielina, a
atividade neurotoxica de compostos que contém telurio. Os compostos de telurio inibem a
atividade da enzima esqualeno epoxidase, responsavel pela conversdo do esqualeno a
esqualeno 2,3-epdxido, um precursor do colesterol (fig. 6). Dessa forma, o esqualeno acaba se
acumulando. A sensibilidade da enzima ao tel(rio se deve a reacdo desse elemento com
grupamentos sulfidrilicos e com a ligacdo de cisteinas vicinais (Laden & Porter, 2001). Sendo
assim, o teldrio inibe a sintese de colesterol nas células de Schwann, o que resulta no blogueio
da formac&o de mielina e no acumulo de esqualeno.

A consequéncia desse processo € uma desmielinizacdo ou hipomielinizacdo, que pode
ser a causa das neuropatias ocasionadas por esses compostos (Wagner-Recio e col., 1994). Os
efeitos da intoxicacdo com teldrio no sistema nervoso tém sido estabelecido como sugestivo
de neuropatia periférica durante um periodo ativo de mielinogénese (Duckett e col., 1979;
Harry e col., 1989; Lampert & Garrett, 1971), afetando a producédo de proteinas mielinicas em
nivel de gene (Morell e col., 1994). A suscetibilidade preferencial do sistema nervoso
periférico a toxicidade do teltrio depende, provavelmente, da grande demanda de colesterol
pelos nervos periféricos, e uma menor taxa de acimulo de colesterol no cérebro (Rawlins &
Smith, 1971). Corroborando com estes dados, alteracbes neuromusculares tém sido

identificadas em animais apds a administragdo de telurito inorgénico (Duckett e col., 1979).
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Figura 6: Biossintese do colesterol. O principal passo regulador da via € catalisado pela enzima

HMG-CoA redutase, o tellrio inibe seletivamente a esqualeno epoxidase (figura modificada, Towes, 1997).

2.2.7.3. Ditelureto de difenila

O ditelureto de difenila (fig. 7) € um composto organico de teltrio amplamente usado
como intermediario na sintese organica (Zeni e col., 2006). Estudos experimentais
demonstraram que o (PhTe), possui potencial toxicologico em modelos animais (Nogueira e
col., 2004). Nosso grupo de pesquisa obteve resultados que indicam que o (PhTe), é um
composto neurotoxico em ratos e camundongos (Nogueira e col., 2001; 2002; Moretto e col.,
2003), além de causar toxicidade renal e hepatica em roedores, quando administrado em doses

muito baixas (Meotti e col., 2003).
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Figura 7: Estrutura quimica da ditelureto de difenila.

A exposicdo ao (PhTe), altera parametros comportamentais relacionados com funcdes
neurais em ratos jovens (Stangherlin e col., 2006; 2009a). Segundo Moretto e colaboradores
(2007), o (PhTe), induz uma inibicdo dos canais de célcio no cérebro de ratos, o
comprometimento destes canais poderia explicar, pelo menos em parte, os efeitos
neurotdxicos deste composto. Corroborando com estes achados, Stangherlin e colaboradores
(2009b) reportaram que os filhotes de ratos expostos ao (PhTe), via leite materno,
apresentaram estresse oxidativo no cortex, hipocampo e estriado. Além disso, constatou-se
que o (PhTe), e é teratogénico em fetos de ratos (Stangherlin e col., 2005; Roman e col.,
2007), o ditelureto de difenila, quando administrado em ratas prenhas, causa mdultiplas
malformacdes nos fetos em desenvolvimento (Stangherlin e col., 2005).

2.2.8. Acetilcolinesterase (AChE)

A neurotransmissdo mediada pela acetilcolina (ACh) é fundamental para o correto
funcionamento do SNC, e desempenha um papel fundamental em varias fun¢des vitais, como
aprendizado, memoria, organizacdo cortical do movimento, processamento de informacGes
sensoriais e controle do fluxo sanguineo cerebral (Mesulan e col., 2002; Gotti & Clementi,
2004). Os neur6nios colinérgicos inervam a musculatura voluntaria do sistema somaético e
também sdo encontrados no SNC (Soreq & Seidman, 2001).

Uma vez liberada nas sinapses, a ACh é degradada pela enzima AChE em acetato e
colina, sendo esta ultima recaptada pelo neurdnio. O sitio ativo da acetilcolinesterase é
composto por uma triade catalitica que contém residuos de serina, de histidina e de um grupo
acido (glutamato ou aspartato). O mecanismo de hidrolise da AChE envolve o ataque
nucleofilico da serina ao carbono carbonilico da ACh, gerando um intermediario tetraédrico
estabilizado por ligacdes de hidrogénio, o qual produz colina livre e serina acetilada. Ao final,
a hidrdlise do grupo acetila da serina pela dgua recupera o sitio catalitico da enzima (Soreq &
Seidman, 2001).
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Além de seu papel cléassico na transmissdo colinérgica a AChE tem sido implicada em
varias agBes ndo colinérgicas como crescimento dos neuritos (Day & Greenfiel, 2002),
regulacdo estrutural da diferenciacdo pos-sinaptica, osteogénese (Chacdn e col., 2003) e
também tem sido proposto a atividade hematopoiética pela presenca desta enzima em células
progenitoras do sangue (Soreq & Seidman, 2001). A AChE também foi localizada e
identificada em linfocitos onde provavelmente apresenta um papel importante na regulacdo
das fungdes imunes (Kawashima & Fugii, 2000). Assim uma inibicdo ou ativacdo desta
enzima pode ter conseqiiéncias devastadoras no cérebro e outros 6rgdos (Mesulan e col.,
2002). Com isso, a ativacdo do sistema colinérgico foi demonstrada como sendo importante
no desenvolvimento das estruturas cerebrais (Zirger e col.,, 2003) e interferéncias na
neurotramissdo colinérgica durante o desenvolvimento produzem danos estruturais com
efeitos no comportamento (Hohmann, e col., 1991). Segundo Mazzanti e colaboradores

(2009), os eventos desmielinizantes podem interferir na atividade da AChE.
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3. RESULTADOS

Os resultados que fazem parte desta dissertacdo estdo apresentados sob a forma de um
manuscrito intitulado “Diphenyl ditelluride induces impairment of developmental
behavioral, neurotoxicity and demyelination in central nervous system of rat pups”, o
qual se encontra subdivido em introducdo, resultados, discussdo, materiais e métodos e
referéncias, seguido das legendas e figuras. O manuscrito esta disposto da mesma forma que

foi submetido para avaliacdo na Brain Research.
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Abstract

The purpose of this study was to investigate if myelinogenesis is related to the mechanism by
which diphenyl ditelluride [(PhTe),] causes toxicity in rat pups. The present study was
performed to examine whether the behavioral performance is related to demyelination process
induced by (PhTe), in rat pups. Acetilcholinesterase (AChE) activity was carried out in
cerebral cortex of rat pups since studies have demonstrated that demyelinating events interfere
with the activity of this enzyme. Rat pups received a single subcutaneous injection of (PhTe),
or vehicle (canola oil) at 14™ post natal day (PND). From day 1 to 7 (PND 15 to 21) after
exposure, negative geotaxis, forelimb support and open field tests were performed in pups.
Rat pups were euthanized daily (from day 1 to 7) immediately after the behavioral tests. The
cerebral density of myelin and histological analysis were performed. The appearance of
classic signs of toxicity, behavioral alterations and demyelination of CNS was dependent of
the time after (PhTe), exposure to rat pups. Neuronal damage, revealed by histological
analysis, and the increase in AChE activity occurred at 4™ and 5" day after (PhTe), exposure,
which is coincident with the critical period of demyelination. In conclusion, exposure to
(PhTe), induced an impairment of developmental behavioral, neurotoxicity and demyelination

in the central nervous system of rat pups.

Section: Nervous System Development, Regeneration and Aging.

Key-words: Tellurium, Developmental Behavioral, Demyelination, Neurotoxicity,

Acetylcholinesterase.
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1. Introduction

Diphenyl ditelluride [(PhTe),] is an organotellurium compound widely used as
intermediate in organic synthesis (Zeni et al., 2006). Besides its use as an organic reactant,
(PhTe), has been reported as a neurotoxic compound in rodents (Nogueira et al., 2001; 2002;
Moretto et al., 2003). (PhTe), is teratogenic to rat fetuses (Stangherlin et al., 2005), changes
behavioral parameters related to neural function (Stangherlin et al., 2006) and causes
oxidative stress in cerebral areas in young rats (Stangherlin et al., 2009). The impaired
function of calcium channels may explain the deleterious action of (PhTe), in the brain, a fact
that might explain at least in part its neurotoxic effects (Moretto et al., 2007). Although the
specific molecular targets that mediate organochalcogen toxicity are not known, these
compounds can interact directly with low molecular thiols, oxidizing them to disulfides
(Nogueira et al., 2004).

Some authors reported that rats exposed to tellurium develop a demyelination process
following remyelination process (Lampert et al., 1970; Harry et al., 1989). The effects of
tellurium intoxication on the nervous system have been established as suggestive of peripheral
neuropathy during a period of active myelinogenesis (Duckett et al., 1979; Harry et al., 1989)
affecting transcription of the myelin proteins at the gene level (Morell et al., 1994; Toews et
al., 1997a) and inhibiting the cholesterol synthesis (Lampert and Garrett, 1971).

Demyelination in the central nervous system (CNS) occurs due to a variety of
pathophysiological conditions. Perhaps the most notable is demyelination associated with
multiple sclerosis (MS). MS is thought to be an autoimmune disease characterized by
inflammatory lesions throughout the brain and the spinal cord. MS lesion sites can present
with both distinct demyelination and with axonopathy (Trapp et al., 1999). Inside of this
context, numerous experimental models that mimic the pathophysiology of the process of

demyelination have been developed, using chemical inductors, such as elemental tellurium
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(Jackson et al., 1989), ethidium bromide (Graca et al., 2001), cuprizone (Gudi et al., 2009)
and lysolecithin (Doering and Yong, 2008).

Therefore, the purpose of this study was to investigate if myelinogenesis is related to
the mechanism by which (PhTe), causes toxicity in rat pups. The present study was performed
to examine whether the behavioral performance is related to demyelination process induced
by (PhTe), in rat pups. Moreover, acetilcholinesterase (AChE) activity was carried out in
cerebral cortex of rat pups since studies have demonstrated that demyelinating events interfere

with the activity of this enzyme, which plays a crucial role in the CNS (Mazzanti et al., 2009).

2. Results
2.1. Signs of tellurium toxicity

After exposure to (PhTe), rat pups presented the following signs of toxicity: garlic-like
odor and diarrhea (start at 1* day and persist through the end of the experiment), partial or
complete paralysis of hind legs and tremors (start at 3 day and persist through 5™ day), body
hair loss (5™ day) and gradual recovery of paralysis (6" and 7™ day). The animals exposed to
(PhTe), demonstrated a significant reduction in the body weight from 3" day to the end of the

experiment (Figure 2).

2.2. Behavioral Tests
2.2.1. Negative geotaxis

At 3" and 4™ day after exposure to (PhTe),, rat pups presented a significant increase in
the latency to correct body position when compared to the respective control groups. From 5"
day to the end of the experiment, the latency for animals to correct body position returned to

control levels. Negative geotaxis was not altered in rat pups from all other groups (Figure 3).
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2.2.2. Forelimb support

Forelimb support latency of rat pups was similar in (PhTe), and the respective control
groups up to 5™ day after exposure. From 6™ day to the end of the experiment, the latency of
forelimb support was higher in the respective control groups than in (PhTe), groups (Figure

4).

2.2.3. Open field

At 7" day after (PhTe), exposure, rat pups presented a significant decrease in
locomotor (crossing: control = 31.2 £ 4.1 and (PhTe), = 15.1 + 2.8) and exploratory (rearing:
control = 17.9 + 2.1 and (PhTe), = 6.7 + 3.1) activities when compared to the respective

control group.

2.3. AChE activity
AChE activity was increased in cerebral cortex of rat pups at 4™ and 5" day after
exposure to (PhTe), when compared to the respective control groups. There was no alteration

in AChE activity in cerebral cortex of rat pups from all other groups (Figure 5).

3.4. Myelin isolation
Exposure to (PhTe), caused a significant reduction in cerebral myelin density of rat
pups from 4™ day after exposure to the end of the experiment. At 5" day after exposure to

(PhTe),, rat pups presented the lowest cerebral myelin density (Figure 6).

2.5. Histological analysis
In the cerebellar cortex of animals at 3" day after exposure to (PhTe),, the Purkinje

cell monolayer, located between the molecular and granular layers, demonstrated moderated
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chromatolysis, a sign of histological alteration (compare fig. 7 A and B).

Spinal cord and cerebellar white matter in the animals exposed to (PhTe), at 4™ but
mainly at 5 day after exposure presented the widened endoneural space between individual
axons and inflammatory cells in some areas of parenchyma (compare fig. 7 C and D; fig. 8 C
and D). In the brain areas and in the nigra matter of spinal cords, (PhTe),-exposed rat pups
demonstrated morphological changes of neurons such as eosinophilic cells, chromatolysis,
loss of multipolar appearance and Nissl substance migration towards the cell periphery
(compare fig. 7 E and F). The neurons clearly showed nucleus and nucleoli with retraction,
hyperchromasia and pycnosis. Some of these morphological changes, although with less
intensity, were observed at 3" day after exposure to (PhTe),.

At 6™ and 7" day after exposure to (PhTe),, the disorder in the CNS induced by this
compound was smaller than that of presented at 4™ and 5" day, demonstrated by the
appearance of filled spaces between axons, with linear axons of uniform thickness and
cellular organization with a central nucleus (compare fig. 8 E and F). Additionally, neurons in
the nigra matter of spinal cords presented appearance similar to the control such as normal
nucleus and nucleoli, homogenous staining pattern of the Nissl substance and decreased

hyperchromasia (compare fig. 7 G and H).

3. Discussion

The present study shows that exposure to (PhTe), caused immediate systemic toxicity
in rat pups, demonstrated by the garlic-like odor, the classic sign of tellurium intoxication in
rats (Jackson et al., 1989). Rat pups exposed to (PhTe), presented other progressive signs of
toxicity, among them hind legs paralysis which could be tentatively related to the
demyelination process. (PhTe), caused neurobehavioral effects in rat pups verified by

consistent deficit in the reflects vestibular function, in the motor development and in the
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muscular strength. The appearance of signs of toxicity, behavioral alterations and
demyelination of the CNS were dependent on the time after (PhTe), exposure to rat pups. The
critical period after (PhTe), exposure was at 4™ and 5 day, in which histological analysis
revealed various disorders in cerebral, cerebelar and spinal tissues. Besides, the increase in
ACNhE activity was related to the period of critical demyelination.

Myelination has been regarded as one of the most useful morphological parameters for
observing the development and maturation of the CNS. Abnormal myelin deposition could
potentially be the result of an insult to one or more of several different stages of development.
In the rat brain, most oligodendrocytes complete a proliferation phase between approximately
1-2 weeks after birth which is followed by a period of a very rapid rate of myelination (16-30
days after birth). The rate of myelination increases to a maximum at about 20 days of age and
then declines to a low level that appears to be maintained throughout the life of the rats.

In the myelination period, in the developing rat model, the biochemical mechanism of
hypomyelination features a specific reduction in myelin membrane synthesis rather than an
increased turnover (Wiggins and Konat, 1994). The myelin deficit induced by (PhTe),
exposure during the very rapid rate of myelination period was demonstrated in this study by
the reduction in myelin density and histological analysis. These results could be explained by
the fact that tellurium blocks cholesterol synthesis (Laden and Porter, 2001) and causes down-
regulation of myelin gene expression (Toews et al., 1997b; Barbaria et al., 2009). The unusual
sensitivity of the enzyme to tellurium is due to reaction with sulfhydryls and the binding to
the vicinal cysteines on squalene monooxygenase (Laden and Porter, 2001).

Rat pups exposed to (PhTe), presented partial or complete paralysis of hind legs from
3" to 5™ day after exposure, a period coincident with demyelination, although it was most
evident in rat pups at 5™ day after exposure. The demyelination of the CNS was demonstrated

using the sucrose gradient which showed a significant decrease in the density of myelin.
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Therefore, it is plausible to assume that paralysis of hind legs is associated with demyelination
process observed in rat pups exposed to (PhTe),.

In the present report, the histological analysis revealed that rat pups exposed to
(PhTe), showed neuronal damage. Schwab and Bartholdi (1996) have demonstrated
morphological changes related to chromatolysis, a reaction to axon injury, present in most
neurons of the pons nuclei. Several authors have reported that these changes are caused by the
alteration of the cytoplasm and of the nuclear pH and to the presence of a metabolic stage
before necrosis (Yamaoka et al., 1993; Rosenblum, 1997; McD Anderson and Opeskin,
1998).

Although HE staining is not the most appropriate to confirm the demyelination of
axons, the appearance of widened endoneural space between individual axons, demonstrated
by the histological analysis of cerebellar white matter and brain, corroborated with the
reduction of the myelin density in the groups exposed to (PhTe),, which could be interpreted
as an indication of demyelination process. Accordingly, elemental tellurium has been reported
as a model of primary demyelination with little axonal degeneration (Said et al., 1981; Pun et
al,. 2005). Another interpretation for these findings would be that (PhTe), is a systemic toxin
that has secondary transient effect on the CNS myelination and oligodendrocytes. In fact,
HNE sections suggest both neurotoxicity as well as some potential demyelination.

AChE plays a major role in the regulation of several physiological events (Milatovic
and Dettbarn, 1996; Schetinger et al., 2000). Alterations in the activity of AChE have been
evidenced in several neurogical disorders. Therefore, inhibitors of AChE (AChEIs) have been
used in the therapies of diseases such as Alzheimer and multiple sclerosis (Parry et al., 2003;
Christodoulou et al., 2006). It has recently been reported that AChEIs demonstrated anti-
inflammatory properties by reducing lymphocyte proliferation and the secretion of pro-

inflammatory cytokines (Nizri et al., 2006) and improving myelin integrity by cholinergic
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stimulation from oligodendrocytes (Bartzokis, 2007). In the present study, the activity of
AChE was increased at 4™ and 5" day after (PhTe), exposure, which could suggest that
myelin integrity by cholinergic stimulation from oligodendrocytes was hampered by (PhTe),
exposure.

AChE is the enzyme that degrades ACh into choline and acetic acid. The activity of
this system is vital to normal behavior and muscular function (Payne et al., 1996). This is the
first study aiming to investigate the in vivo effect of an organotellurium, (PhTe),, on AChE
activity in association with a demyelinating event. In this study, we demonstrated that the
activity of AChE was related to the period of critical demyelination. However, the results
obtained on negative geotaxis, which demonstrated a commitment of the motor and sensorial
functions, are not related to cerebral AChE activity. This assertion is based on the fact that at
4™ day after (PhTe), exposure geotaxis behavior and AChE activity were found altered but at
5" day geotaxis was similar to control group and AChE activity remained increased.

The neurobehavioral response depends on developmental stage of the offspring and of
developmental stage of their CNS. Besides, the muscular maturation is also very important.
Accordingly, the absence of increasing in forelimb support latency in rat pups at 6™ and 7"
day after (PhTe), exposure supports the idea that development of the pups muscular
maturation was delayed when they were subjected to exposure to (PhTe),. It is important to
point out that no difference was found in the latency in the forelimb support between control
and exposed groups until 5 day after exposure to (PhTe),, indicating that rat pups from PND
15 to 19 are still in developmental stage of muscular strength. At 7™ day after exposure to
(PhTe),, the density of myelin in brain of rat pups is still lower than that of control group at
the same period, which would be consistent with the behavioral performance of rat pups in the
open field test. In fact, rat pups at 7" day after exposure to (PhTe), presented a significant

decrease in locomotor and exploratory activities in the open field apparatus when compared to

29



the respective control groups.

In conclusion, rat pups exposed to (PhTe), presented signs of tellurium toxicity
including sensory-motor behavioral alterations. (PhTe), caused demyelination in the CNS of
rat pups exposed to this compound, hampering the normal development of the rat pups.
Histological analysis confirmed that (PhTe), induced neurotoxicity in rat pups. The increase

in AChE activity was related to the critical period of demyelination.

4. Experimental procedure
4.1. Materials

(PhTe), was synthesized in our laboratory according to the method described in the
literature (Petragnani, 1994). Analysis of the *H NMR and **C NMR spectrum showed that
(PhTe), obtained presented analytical and spectroscopic data in full agreement with its
assigned structure. The chemical purity of compound (99.9%) was determined by GC/HPLC.
This drug was dissolved in canola oil, which was obtained from a standard commercial
supplier. All other chemicals were of analytical grade and obtained from standard commercial

suppliers.

4.2. Animals

Virgin female Wistar rats (180 - 240 g) from our own breeding colony were used. The
animals were kept on a 12 h light/dark cycle, at a room temperature of 22 + 2°C, with free
access to food and water. The animals were used according to the guidelines of the
Committee on Care and Use of Experimental Animal Resources, the Federal University of
Santa Maria, Brazil. Sexually naive female rats were mated with male previously tested as
fertile (three females and one male in each cage). The onset of pregnancy was confirmed by

the presence of sperm in vaginal smears (day O of pregnancy) and pregnant dams were
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immediately housed in individual cages.
The day of delivery was counted as postnatal day (PND) 0. At birth, all litters were
culled to eight pups (four males and four females if possible) to ensure good nutrition. The rat

pups were kept with their mothers during the period of the experiment.

4.3. Experimental procedure

As shown in Figure 1, each litter was divided into two groups: control (canola oil, 3
ml/kg) and tellurium groups (0.25 pumol/kg (PhTe),, 3 mi/kg). The rat pups received a single
subcutaneous injection of (PhTe), or vehicle (canola oil) at 14™ PND. In the following days,
from day 1 to 7 (Figure 1, PND 15 to 21) after exposure, behavioral tests were performed in
rat pups. Rat pups were euthanized daily (from day 1 to 7) immediately after the behavioral
tests. Brains were quickly removed for enzymatic assay and myelin isolation. The brain and

spinal cord were used to histological analysis.

4.4. Signs of tellurium toxicity

Signs of tellurium toxicity were observed in rat pups from the 1% day (PND 15) after
exposure to 0.25 pmol/kg (PhTe), to the end of the experimental period. The signs of toxicity
such as garlic-like odor, partial or complete paralysis of hind legs, diarrhea, tremors, body

hair loss and reduction of the body weight were recorded.

4.5. Behavioral Tests
4.5.1. Negative geotaxis

Rat pups were placed in the middle of a sandpaper covered 30° inclined surface plane,
in a head down position and the latency to turn 180° to a head-up position was recorded.

Negative geotaxis reflects vestibular function, motor development and activity (Crozier and
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Pincus, 1926).

4.5.2. Forelimb support

Rat pup forepaws were placed on a horizontally suspended wire (1 mm in diameter),
47 cm above a soft foam rubber landing area. Each pup was timed from the moment it was
placed on the wire until it was unable to remain on the wire (Fox, 1965). This test reflects

muscular strength in neonate rats.

4.5.3. Open field

Open-field was made of polywood and surrounded by walls 30 cm in height. The floor
of the open-field, 45 cm in length and 45 cm in width, was divided by masking tape markers
into 09 squares (3 rows of 3). Each animal was placed individually at the center of the
apparatus and observed for 4 min to record the locomotor (hnumber of segments crossed with
the four paws) and exploratory activities (expressed by the number of time rearing on the hind
limbs) (Walsh and Cummins 1976). The open field test was only carried out in rat pups

belonging to the 7 day after exposure to (PhTe), group.

4.6. Acetylcholinesterase (AChE) activity

For AChE activity assay, samples of cerebral cortex were homogenized in 0.25M
sucrose buffer (1/10, w/v) and centrifuged at 2,400xg at 4°C for 15 min. Activity of AChE
was carried out according to the method of Ellman et al. (1961), using acetylthiocholine as
substrate. The activity of AChE was spectrofotometrically measured at 412 nm. The activity

of AChE was expressed as nmol/min/mg protein.

4.7. Protein determination
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Protein concentration was measured according to the method of Lowry et al. (1951).

4.8. Myelin isolation

The myelin isolation was conducted using the method of Norton and Poduslo (1973).
Brains were homogenized in approximately 20 vol. (w/v) of 0.32 M sucrose. The myelin was
isolated using discontinuous sucrose gradient of 0.32 to 0.85M. After isolation, myelin was
dry until the weight of the sample was stabilized. Myelin density was expressed as mg

myelin/g brain.

4.9. Histological analysis

Samples of brain, cerebellum and spinal cord of each group from four different litters
were randomly selected for histological study. The brain, cerebellum and spinal cords were
placed in a fixative solution of 10% buffered formalin, processed by routine histological
techniques, and embedded in paraffin. The histological evaluation was made on 4 pum tissue
sections of brain, cerebellum and spinal cord and was stained by the haematoxylin—eosin (HE)
to further analysis in a light microscope. The analyzed areas of the cerebellum and spinal cord

were nigra and white matter.
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Legends:
Figure 1: Experimental protocol.

Figure 2: Effect of (PhTe), on the body weight gain of rat pups. Data are reported as means +
S.E.M. of 5 litters per group. (*) Denotes p<0.05 as compared to the respective control groups
(one-way ANOVA/Duncan); (A ) control and (e) (PhTe), groups.

Figure 3: Effect of (PhTe), on the negative geotaxis test of rat pups. Data are reported as
means £ S.E.M. of 5 litters per group. (*) Denotes p<0.05 as compared to the respective

control groups (one-way ANOVA/Duncan); (A) control and (e) (PhTe), groups.

Figure 4: Effect of (PhTe), on forelimb support test of rat pups. Data are reported as means +
S.E.M. of 4 to 5 litters per group. (*) Denotes p<0.05 as compared to the respective control

groups (one-way ANOV A/Duncan); (A) control and (e) (PhTe), groups.

Figure 5: Effect of (PhTe), on AChE activity in cerebral cortex of rat pups. Data are reported
as means + S.D. of 5 litters per group. (*) Denotes p<0.05 as compared to the respective

control groups (one-way ANOVA/Duncan).

Figure 6: Effect of (PhTe), on myelin density of rat pups. Data are reported as means +
S.E.M. of 4 litters per group. (*) Denotes p<0.05 as compared to the respective control groups
and (*) denotes p<0.05 as compared to the all other groups (one-way ANOVA/Duncan); (A )
control and (e) (PhTe), group.

Figure 7: Photomicrography of brain, cerebellum and spinal cord showed different degrees of
injury with detail on the right. A) Cerebellar cortex of control pups shows normal Purkinje
cells (arrow) as a monolayer between the molecular (m) and granular layer (g). B) Observe
the cerebellum of (PhTe),-treated pups with chromatolysis signs in the Purkinje cells (arrow)
localized between the molecular (m) and granular layer (g). C) Spinal cords of control shows
normal axons (arrow) and myelin sheath (*) D) Note the presence of widened spaces between
axons and endoneural (arrow) and myelin sheath disorganization (*) in the spinal cords of

(PhTe), group. E) Brain of control pups with multipolar neurons (arrow) presented Nissl
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substance and nucleus and nucleoli of normal appearance. F) (PhTe),-exposed pups brain
presented neurons with retraction (arrow), hyperchromasia and pycnotic nucleus (*). G) Note
in the spinal cords of control pups the presence of normal pyramidal neurons (arrow). H)
Observe in the spinal cords of treated (PhTe), pups the neuronal organization with a central
nucleus and nucleoli and a homogenous staining pattern of the Nissl substance and
hyperchromasia decrease (arrow). H&E. 400x.

Figure 8: Photomicrography of the cerebellar white matter of: A,C,E) control pups shows
normal axons (arrow), myelin sheath (*) and oligodendrocytes (arrowhead). B) Tellurium
pups with slight spaces (*) between axons (arrow) and oligodendrocytes (arrowhead). D) Note
the presence of widened spaces (*) between axons, endoneural (arrow) and oligodendrocytes
(arrowhead) in the of (PhTe), rat pups. F) Observe diminution of axonal and endoneural
spaces (*). Note the filled spaces between axons (arrow) and oligodendrocytes (arrowhead).
HE. 400x.
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4. DISCUSSAO

Os resultados experimentais obtidos neste estudo, indicam que a exposi¢éo ao (PhTe),
causou uma imediata toxicidade sistémica nos filhotes de ratos, o que péde ser evidenciado
pelo odor garlico exalado por estes filhotes apds a exposicdo ao composto, odor este, que €
um cléssico sinal de intoxicacdo por teldrio em ratos (Jackson e col., 1989). Os filhotes de
ratos expostos ao (PhTe), apresentaram outros sinais de intoxica¢do, como a perda de peso,
tremores, perda de pélos, diarréia e parcial ou total paralisia dos membros pélvicos, a qual
desaparecia com o tempo.

Dentre os sinais de toxicidade anteriormente descritos, destaca-se a paralisia
temporaria dos membros pélvicos dos ratos intoxicados com o (PhTe),, esta perda da
habilidade de controlar e/ou exercer os movimentos deve estar fortemente associada ao evento
desmielinizante. Neste estudo, constatou-se que a exposicdo ao (PhTe), causou uma
desmielinizagdo do SNC nos filhotes de ratos, este evento, foi claramente evidenciado
usando-se um gradiente de sacarose capaz de separar as membranas de mielina do restante do
tecido, ap6s o isolamento destas membranas, elas foram desidratadas e pesadas (Brusque e
col., 2001). O emprego desta técnica apontou uma reducdo na densidade de mielina no
encéfalo dos filhotes intoxicados com o (PhTe),.

Realmente, os filhotes de ratos que foram expostos ao (PhTe), apresentaram uma
parcial ou completa paralisia dos membros pélvicos do 3° ao 5° dia ap6s a exposi¢do ao
composto, periodo este, que coincide com o periodo inicial da desmielinizacdo. Uma vez que,
constatou-se que o periodo critico do processo de desmielinizacdo foi no 4° e 5° dia apds a
exposicdo ao (PhTe),. Nao obstante, neste protocolo experimental, a desmielinizagdo do SNC
foi mais evidente no 5° dia apds a injecdo do (PhTe),. Logo, é seguramente plausivel assumir
gue a paralisia das patas destes filhotes estd associada e/ou é decorrente do processo de
desmielinizagéo.

A desmielinizacdo induzida pelo (PhTe), poderia ser explicada pelo fato do Te
bloquear a sintese do colesterol (Laden & Porter, 2001). O bloqueio da sintese do colesterol
pelo Te deve-se a alta afinidade deste elemento por grupamentos sulfidrilicos e pelos residuos
de cisteina da esqualeno epoxidase (Laden & Porter, 2001), desta forma, ao ligar-se a enzima,
0 Te leva a inibicdo e consequente perda da funcdo da mesma. A esqualeno epoxidase € uma
enzima da rota de biossintese do colesterol e é responsavel pela conversdo do esqualeno a

esqualeno 2,3-epoxido. Uma vez que o colesterol é um dos principais lipideos que constituem
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a membrana de mielina, a inibicdo da esqualeno epoxidase pelo Te, induz um acumulo de
esqualeno sem que haja a formacdo de colesterol e conseqgiientemente, resulta no bloqueio da
formacéo de mielina.

Além da inibicdo da sintese do colesterol, via inibicdo da esqualeno epoxidase,
existem dados na literatura que indicam que o Te causa uma inibi¢cdo da expressdo dos genes
codificadores de proteinas e moléculas envolvidas na sintese e no enovelamento das
membranas de mielina (Toews e col., 1997; Barbaria e col., 2009). Segundo estes dados, o Te
induz uma “downregulation” nos genes que codificam a proteina Py de mielina, a HMG-CoA
redutase e a ceramida galactosil transferase (enzima precursora da sintese de cerebrosideos).
Desta forma, pode-se concluir que o Te causa uma escassez da disponibilidade dos
constituintes das membranas de mielina, 0 que poderia explicar o evento desmielinizante
induzido por este elemento.

No cérebro do rato, a maioria dos oligodendrocitos completam a fase de proliferacao
entre 1 e 2 semanas apds o seu nascimento o qual é seguido pelo periodo de mielinizagdo. A
taxa de mielinizacdo aumenta até atingir seu maximo, em torno de 20 dias ap6s o nascimento,
guando entdo declina abruptamente aos niveis adultos (Davidson & Dobbing, 1966). Desta
maneira, 0 processo de mielinizacdo tem sido abordado como um dos mais importantes
parametros morfoldgicos para a observacdo do desenvolvimento e da maturacdo do SNC.
Seguindo esta mesma linha de pensamento, ndo é dificil admitir que os eventos
desmielinizantes impliquem no aparecimento de diversos disturbios neurologicos.

Sendo assim, as respostas neurocomportamentais dos filhotes de ratos foram avaliadas,
e pode-se observar que o (PhTe), desencadeou efeitos prejudiciais sobre a performance
comportamental destes animais. Estes efeitos nocivos foram verificados por uma consistente
disfuncdo sensério-motora durante a execucao das tarefas nos testes da geotaxia negativa, de
sustentacdo na barra e no campo aberto.

A resposta neurocomportamental depende do estagio de desenvolvimento dos filhotes,
tanto da maturacdo do SNC quanto muscular. Desta maneira, observou-se nos filhotes um
aumento da forca muscular no 20° e 21° apds 0 nascimento, no teste de sustentacdo na barra.
Os filhotes que receberam a injecdo de (PhTe), aos 14 dias de idade nédo apresentaram este
comportamento. A auséncia de desenvolvimento de forga muscular nos remete a idéia de um
atraso na maturagdo muscular induzido pelo (PhTe),. Além disso, neste protocolo
experimental, constatou-se que o (PhTe), induziu um prejuizo sensério-motor nos animais no

3% e 4° dias apds a sua exposicdo, demonstrado claramente no teste da geotaxia negativa.
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Mesmo sete dias apds a exposi¢do dos filhotes ao (PhTe),, a densidade de mielina no
encéfalo destes filhotes, ainda era inferior ao do grupo controle, 0 que seria coerente com 0
desempenho comportamental destes animais no teste do campo aberto. De fato, os filhotes de
ratos, sete dias ap0s a exposicdo ao (PhTe), apresentaram uma diminuicdo significativa na
atividade locomotora e exploratéria no teste do campo aberto quando comparado ao grupo
controle, indicando a prevaléncia de um comprometimento da locomogao espontanea mesmo
uma semana depois da injuria.

A deficiéncia de mielina, induzido pela exposicdo ao (PhTe), durante o periodo de
mielinogénese, foi demonstrado neste estudo pela notavel reducdo da densidade da mesma no
encéfalo dos filhotes, contudo, as analises histologicas realizadas nos diferentes tecidos destes
animais também apdiam a ocorréncia desta desmielinizacao.

As analises histologicas revelaram que os filhotes de ratos expostos ao (PhTe),
apresentaram dano neuronal. Em diversas areas do cérebro, cerebelo e medula espinhal, foram
encontradas mudancgas morfoldgicas nos neur6nios, dentre elas, estdo o aparecimento de:
células eosinofilicas; sinais de cromatolise; perda de aparéncia multipolar; migracdo da
substancia de Nissl para a periferia da célula, mostrando claramente o nucleo e nucléolo com
retracdo e hipercromasia; e neurénios com nucleo picnético. Diversos autores tém reportado
que estas mudancas poderiam preceder um estagio de necrose e/ou apoptose (Yamaoka e col.,
1993; Rosenblum, 1997; McD Anderson & Opeskin, 1998).

Embora a coloracéo histoldgica utilizada nesta pesquisa ndo tenha sido o0 método mais
apropriado para confirmar a desmielinizacdo, com a analise das laminas histoldgicas
cerebelar, cerebral, e principalmente medular, pdde-se constatar um aumento do espagamento
endoneural entre os axonios dos filhotes expostos ao (PhTe),, 0 que poderia ser interpretado,
como mais um indicativo de desmielinizacéo.

A coloragdo hematoxilina e eosina (HE) é com certeza a técnica mais comumente
utilizada para pigmentagdo de laminas histologicas. A HE s&o corantes adequados para
evidenciar caracteristicas estruturais, revelando aspectos gerais da organizacdo dos tecidos,
entretanto, eles ndo sao capazes de revelar todos componentes celulares. N6s temos ciéncia de
que o uso de uma coloragcdo mais apropriada para marcar a mielina, e conseqiientemente o
processo de desmielinizacdo, € um ponto de partida indispensavel para estudos subsequentes e
para a melhor caracterizacdo do modelo de desmielinizacéo.

NOs gostariamos de ter realizado o método de coloragdo de Nissl, os corantes usados

neste método poderiam apontar, com uma maior riqueza de detalhes, as mudancas
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morfolégicas encontradas nos neurénios, as quais foram descritas acima, e a desmielinizagéo.
Esta técnica é constituida por uma dupla coloracdo, onde os corantes, luxol fast blue e
0 violeta de cresil, permitem demonstrar as bainhas de mielina e os neurdnios no mesmo corte
de parafina. Nesta técnica, o fundo da lamina fica claro, destacando os elementos corados.
Este também é um método muito Util para revelar a arquitetura do tecido, separando bem
substancia cinzenta e branca. Contudo, para este estudo, a realizacdo de tal técnica ndo foi
possivel.

Uma vez que 0s processos de crescimento, proliferacdo ou diferenciacdo celular,
envolvem rotas metabolicas complexas, tanto a sintese quanto a manutencéo da membrana de
mielina dependem da disponibilidade de todos o0s seus constituintes nas proporcdes
necessarias e no tempo correto. Como ja mencionado anteriormente, na se¢do de revisdo da
literatura, as proteinas perfazem 30% da membrana de mielina (Van der Goes & Dijkstra,
2001), sendo que algumas proteinas da mielina séo especificas da mielina do sistema nervoso
periférico, enquanto outras sdo compartilhadas com a mielina do SNC. A proteina zero da
mielina é a proteina principal, constituindo quase 50% da proteina da mielina do sistema
nervoso periférico. Contudo, a mielina central é constituida de proteolipidios, proteinas
basicas da mielina e outras proteinas acidas.

Desta forma, outro método que poderia ser usado para mensurar a sintese de mielina, é
0 estudo da expressao de algumas destas proteinas. Uma vez que outros trabalhos indicam que
guando ha uma degeneracdo axonial, hd uma down-regulation na expressao dos genes que
codificam todos os constituintes protéicos da mielina. Por outro lado, quando ha uma
regeneracdo axonial, hd uma up-regulation na expressdo dos genes que codificam estes
componentes da membrana (Gupta e col., 1988; LeBlanc & Poduslo, 1990). Isto sugere que
hd um controle coordenado da expressio do mRNA para diferentes componentes da
membrana mielinica durante o processo de mieliniza¢do, desmielinizacdo e remielinizacdo
(Lemke & Chao, 1988; Gupta e col., 1990; Towes e col., 1990).

A AChE desempenha um papel importante na regulagdo de varios eventos
fisioldgicos, como aprendizado, memoria, organizagao cortical do movimento, processamento
de informacGes sensoriais e controle do fluxo sanguineo cerebral (Milatovic & Dettbarn,
1996; Schetinger e col., 2000). Além de seu papel classico na transmisséo colinérgica a AChE
tem sido implicada em varias agdes nao colinérgicas como crescimento dos neuritos (Day &
Greenfiel, 2002), regulacéo estrutural da diferenciagdo pos-sinaptica, osteogénese (Chacén e

col., 2003) e também tem sido proposto a atividade hematopoiética pela presenca desta
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enzima em ceélulas progenitoras do sangue (Soreq & Seidman, 2001). A AChE também foi
localizada e identificada em linfocitos onde provavelmente apresenta um papel importante na
regulacdo das fungdes imunes (Kawashima & Fugii, 2000). Assim uma inibicdo ou ativacdo
desta enzima pode ter conseqiiéncias devastadoras no cérebro e outros 6rgaos (Mesulan e col.,
2002). Com isso, a ativacdo do sistema colinérgico foi demonstrada como sendo importante
no desenvolvimento das estruturas cerebrais (Zirger e col., 2003) e interferéncias na
neurotramissdo colinérgica durante o desenvolvimento produzem danos estruturais com
efeitos no comportamento (Hohmann, e col., 1991).

Desta forma, em algumas situagdes neuropatolégicas, alteracfes na atividade da AChE
tem sido evidenciadas, caracterizadas por uma hiperatividade desta enzima. Assim, 0S
inibidores da acetilcolinesterase (AChEIs) tém sido utilizados no tratamento de doencas como
Alzheimer e esclerose maltipla (Parry e col., 2003; Christodoulou e col., 2006). Recentemente
foi demonstrado que AChEIs possuem propriedades anti-inflamatérias, reduzindo a
proliferacdo de linfocitos e secrecdo de citocinas pré-inflamatérias (Nizri e col., 2006)
provendo assim, uma melhora na integridade da mielina pela estimulacdo colinérgica de
oligodendracitos em humanos (Bartzokis, 2007).

Neste estudo, a atividade da AChE foi aumentada no 4° e 5° dias pds a exposicdo ao
(PhTe),, coincidindo com a fase inicial da desmielinizagcdo, desta forma, sugere-se que a
integridade da mielina pela estimulagdo colinérgica, estava prejudicada. Com este resultado,
fica evidenciado, que de alguma forma, o sistema colinérgico esta associado ao processo de
desmielinizacdo induzido pelo (PhTe), em filhotes de ratos. O aumento da atividade da AChE
pode ter sido aumentada neste protocolo experimental por diversos fatores, entretanto uma
explicagdo plausivel para este evento seria uma tentativa do SNC de compensar o dano
causado pelo Te, uma vez que a AChE tem participacdo importante no crescimento cerebral.

Por fim, os filhotes de ratos expostos ao (PhTe), apresentaram diversos sinais
caracteristicos de toxicidade induzidos pelo Te, incluindo alteragbes comportamentais de
carater sensorio-motor. O (PhTe), causou desmielinizacdo no SNC dos filhotes de ratos
expostos a este composto, prejudicando o desenvolvimento normal destes animais. As
analises histologicas confirmaram que (PhTe), induziu neurotoxicidade em filhotes de ratos.
Além disso, conclui-se, que o aumento da atividade da AChE esteve relacionada com o
periodo critico da desmielinizag&o.
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5. CONCLUSOES

De acordo com os resultados apresentados nesta dissertacdo podemos inferir o

seguinte:

1.

Os filhotes de ratos expostos ao (PhTe), no 14° PND apresentaram diversos sinais
gerais de toxicidade, como: perda de peso corporal; perda de pélos, exalagcdo de odor

géarlico; tremores; diarréia; e paralisia dos membros pélvicos.

Prejuizos no comportamento sensoério-motor dos filhotes expostos ao (PhTe), também
foram observados, devido as alteracdes verificadas na performance destes animais na
execucdo das tarefas nos testes da geotaxia negativa, de sustentacdo na barra e no

campo aberto.

O (PhTe), causou desmielinizacdo no SNC de filhotes de ratos, esta perda das
membranas de mielina foi constatada pela quantificacdo da densidade da mesma no

encéfalo destes animais.

As andlises histoldgicas revelaram que os filhotes de ratos expostos ao (PhTe),
apresentaram dano neuronal, diversas alteragdes morfoldgicas foram encontradas nos
neurbnios, dentre elas, estdo o aparecimento de: células eosinofilicas; sinais de
cromatolise; perda de aparéncia multipolar; migracdo da substancia de Nissl para a
periferia da célula, mostrando claramente o ndcleo e nucléolo com retracdo e

hipercromasia; e neurénios com nucleo picnético.

Por fim, o (PhTe), induziu um aumento na atividade da AChE no cértex cerebral, a
atividade desta enzima esteve aumentada durante a fase inicial da desmielinizacéo,
indicando um possivel envolvimento entre o sistema colinérgico e 0 processo

desmielinizante.

Desta forma, conclui-se que o (PhTe), induz desmielinizacdo no SNC de filhotes de

ratos Wistar causando diversos prejuizos desenvolvimentais e neurotoxicidade.

Entretanto, mais estudos sdo necessarios para elucidar se a intoxicacdo a este

organoteldrio consistiria em um modelo experimental de desmielinizagéo.
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6. PESPECTIVAS

Tendo em vista os resultados obtidos neste trabalho, as perspectivas para trabalhos
posteriores sdo:
e Ampliar o tempo de observacdo dos efeitos causados pelo (PhTe), em filhotes de

ratos, com a finalidade de se observar uma possivel remielinizacdo do SNC;
¢ Realizar andlises histologicas com coloragdo especifica para a membrana de mielina,
usando luxol fast blue, com o intuito de caracterizar melhor o modelo de

desmielinizagdo e a provavel remielinizacéo;

e Para melhor observar o dano neuronal induzido pelo (PhTe),, realizar novas analises

histoldgicas usando a coloracao de violeta de cresil;

e Investigar mais profundamente o feito do (PhTe), e da desmielinizagdo sobre a

atividade das colinesterases:;
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