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RESUMO 

 

 O telúrio é um elemento raro utilizado principalmente em escala industrial. 

Pode ser encontrado na sua forma nativa e em formas orgânicas e inorgânicas. 

Estudos demonstraram que compostos orgânicos do telúrio têm efeitos 

neurotóxicos, entre eles o ditelureto de difenila [(PhTe)2]. Este composto causa 

importantes alterações no SNC, podendo romper o equilíbrio do nível de fosforilação 

dos filamentos intermediários (FIs) de células neurais in vivo e in vitro. Inicialmente, 

culturas primárias de astrócitos foram submetidas ao tratamento com diferentes 

concentrações de (PhTe)2 por 24 ou 48 horas e os ensaios de viabilidade (MTT) e 

morte (Anexina-PI) celular foram realizados, e indicaram que ocorre alteração da 

viabilidade celular de maneira dose e tempo dependente. Os resultados de 

fosforilação in vitro dos FIs mostraram que astrócitos primários expostos a 0,1µM de 

(PhTe)2 durante 24 horas apresentavam hiperfosforilação da proteina glial fibrilar 

ácida (GFAP) e vimentina, FIs expressos em astrócitos primários. A utilização de 

inibidores específicos das principais cinases que fosforilam sítios no domínio N-

terminal da GFAP (H89 inibidor da PKA e estaurosporina inibidor da PKC) mostrou 

que tanto a PKA como a PKC são responsáveis pela hiperfosofrilação mediada por 

(PhTe)2. Além disso, o uso de antagonistas específicos para os receptores 

glutamatérgicos ionotrópicos tipo NMDA (DL-AP5) e não NMDA (CNQX), bem como 

metabotrópicos (MCPG), mostraram que esse efeito é mediado pelo sistema 

glutamatérgico. Sabe-se que o rompimento da homeostase do sistema fosforilante 

associado aos FIs causa desregulação de seu equilíbrio de 

associação/desassociação, comprometendo a dinâmica de outros componentes do 

citoesqueleto. Estudos citoquímicos com faloidina-actina mostraram um aumento 

das fibras de estresse nos astrócitos tratados com (PhTe)2. Como a desorganização 

do citoesqueleto pode levar a uma disfunção celular, os presentes resultados 

contribuem para o melhor entendimento dos mecanismos envolvidos na intoxição 

com (PhTe)2, demonstrando que possivelmente, há um envolvimento do 

citoesqueleto nos mecanismos de neurotoxicidade desse composto. 

 

 



 

 

ABSTRACT 

 

Tellurium is a rare element mainly used on an industrial scale. In nature, this 

element can be found in native form or in organic and inorganic forms. Studies have 

shown that organic compounds of tellurium, including the diphenyl ditelluride 

[(PhTe)2], have neurotoxic effects. This compound causes important changes in the 

CNS, which can upset the balance in the level of phosphorylation of intermediate 

filaments (IFs) of neural cells in vivo and in vitro. In the present study, initially, primary 

astrocytes were treated with (PhTe)2 at different concentrations for 24 or 48 hr and 

testing for viability (MTT) and cell death (Annexin-PI). The tests indicated that cell 

viability was altered in a dose- and time-dependent manner. The results of in vitro 

phosphorylation of IFs showed that primary astrocytes exposed to 0,1μM (PhTe)2 for 

24 hours showed hyperphosphorylation of glial fibrillary acidic protein (GFAP) and 

vimentin, IFs expressed in primary astrocytes. The use of specific inhibitors of 

kinases that phosphorylate main sites at the N-terminus of GFAP (H89 inhibitor of 

PKA and staurosporine inhibitor of PKC) showed that both PKA and PKC are 

responsible for hyperphosphorylation mediated by (PhTe)2. Furthermore, the use of 

specific antagonists of NMDA type glutamate ionotropic receptors (DL-AP5) and non-

NMDA (CNQX) and metabotropic (MCPG) glutamate receptors showed that this 

effect is mediated by the glutamatergic system. It is known that disruption of 

homeostasis associated with the FI phosphorylating system cause disruption of 

association/disassociation, affecting the dynamics of other components of the 

cytoskeleton. Cytochemistry and immunocytochemistry studies with phalloidin-actin 

showed an increase in stress fibers in astrocytes treated with (PhTe)2, otherwise, 

immunocytochemical studies with Anti-GFAP antibody showed unaltered GFAP 

organization in cytoplasm. As the disruption of the cytoskeleton network can lead to 

cellular dysfunction, the present results contribute to a better understanding of the 

mechanisms involved in the intoxication with (PhTe)2, demonstrating that possibly 

there is an involvement of the cytoskeleton in the mechanisms of neurotoxicity of this 

compound. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1 Telúrio 

O telúrio, assim como oxigênio, enxofre e selênio, pertence ao grupo 16 da 

tabela periódica, sendo um elemento raro, não essencial e em muitos casos, tóxico. 

Apesar do conhecimento prévio de sua toxicidade, os mecanismos responsáveis por 

essas ações são pouco conhecidos, pois o contato com essa substância é raro (Ba 

et al., 2010). Os sinais clínicos de uma intoxicação aguda ao telúrio incluem gosto 

metálico, náuseas, vômito, mucosa oral e pele escura, odor de alho e lesões no trato 

gastrointestinal (Yarema e Curry, 2005) 

Compostos com telúrio são utilizados ou produzidos em escala industrial na 

produção de aço, refino de metais pesados, síntese de fármacos e explosivos, na 

vulcanização da borracha, entre outros (Clayton e Clayton, 1981; Taylor, 1996). 

Atualmente, estão envolvidos na produção de diferentes tipos de materiais 

eletrônicos, como discos de DVD (Hardman, 2006; Klaine et al., 2008; Ogra, 2009), 

o que demonstra a necessidade de maiores estudos a respeito de sua toxicidade, 

bem como a interação com outros metais e sua liberação no ambiente.  

O telúrio pode ser encontrado na sua forma nativa, mas na maioria das vezes 

está na forma de telureto de ouro ou combinado a outros metais (Cooper, 1971). 

Também pode ser encontrado na forma elementar (Te0), inorgânica (telureto, 

telurato) e orgânica. Cada uma das formas possui toxicidade específica, sendo o 

telúrio inorgânico o mais tóxico enquanto o orgânico apresenta menor toxicidade, 

devido às diferentes propriedades farmacológicas e farmacocinéticas dos compostos 

e seus metabólitos no organismo (Ba et al., 2010).  

Tanto as formas orgânicas quanto as inorgânicas do telúrio apresentam alta 

toxicidade para o sistema nervoso central de roedores (Maciel et al., 2000; Nogueira 

et al., 2001; Widy-Tysziewicz et al., 2002). Compostos de telúrio inibem a enzima 

escaleno monooxigenase, com consequente inibição da síntese de colesterol, 

provocando uma desmielinização transitória do sistema nervoso periférico. Isso 

provavelmente ocorre pela interação do telúrico com os resíduos cisteinil das 

proteínas (Laden e Porter, 2001). 
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1.1.2 Ditelureto de difenila 

 

O ditelureto de difenila [(PhTe)2] é um composto orgânico derivado do telúrio, 

importante intermediário em reações de síntese orgânica. Dados sobre a possível 

toxicidade desse composto são controversos, mas estudos mostram que o ditelureto 

de difenila pode ser teratogênico em ratos, causando malformações, hidrocefalia e 

presença de cérebro exposto (Stangherlin et al., 2006), além de ser capaz de alterar 

a funcionalidade de vários tecidos, como o sistema nervoso central (SNC) (Heimfarth 

et al., 2008; Stangherlin et al., 2009; Souza et al., 2010). 

Os efeitos neurotóxicos deste composto orgânico são bem descritos na 

literatura. O ditelureto de difenila causa efeitos tóxicos marcantes ao SNC de 

roedores tanto após uma exposição aguda ou prolongada (Maciel et al., 2000; 

Nogueira et al., 2001; Meotti et al., 2003). Estudos têm demonstrado que ele pode 

modificar a funcionalidade do sistema glutamatérgico in vivo e in vitro, sendo capaz 

de alterar a homeostase do glutamato. Essa alteração do sistema glutamatérgico é 

dependente da idade do animal (Nogueira et al., 2001; Souza et al., 2010). Estudos 

in vitro com esse composto mostraram que ele é capaz de afetar a atividade de 

enzimas importantes para o funcionamento do SNC, como a Na+, K+ -ATPase 

cerebral, que é inibida por ele de maneira dependente da concentração (Borges et 

al., 2005). Os danos neurotóxicos causados pelo composto orgânico do telúrio 

podem estar relacionados, pelo menos em parte, com alterações na função dos 

canais de cálcio da membrana plasmática (Moretto et al., 2007).  

1.2 Citoesqueleto 

 

A capacidade das células em adotar uma variedade de formas e de executar 

determinados movimentos depende de uma rede complexa de filamentos de 

proteínas fibrosas que se estende por todo o citoplasma e é denominada 

citoesqueleto.  

O citoesqueleto é uma estrutura altamente dinâmica que, em resposta a 

estímulos do ambiente, se reorganiza continuamente e leva a alteração da 

morfologia celular. É o responsável pelo deslocamento das células sobre um 

substrato, contração muscular, plasticidade, sobrevivência e morte celular, além de 
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fornecer a maquinaria necessária para movimentos intracelulares (Alberts et al., 

2002). 

No SNC, as proteínas do citoesqueleto têm papel fundamental na criação e 

manutenção da morfologia de neurônios e astrócitos, participam da manutenção do 

calibre axonal, bem como de organelas e substâncias envolvidas na transmissão 

sináptica. (Kirkpatrick e Brady, 1999; Ackerley, 2000).  

Por sua importância na manutenção da homeostase celular, o citoesqueleto 

está associado a diversas doenças neurodegenerativas e distúrbios psiquiátricos 

(Hirano, 1991; Lariviere e Julien, 2004). 

As diferentes atividades do citoesqueleto dependem de três tipos de filamentos 

proteicos: filamentos de actina ou microfilamentos (MF), microtúbulos (MT), e 

filamentos intermediários (FI). Todos os filamentos são formados pela 

polimerização/associação de monômeros proteicos específicos. Os três tipos de 

filamentos proteicos do citoesqueleto têm a sua dinâmica regulada por uma grande 

variedade de mecanismos, incluindo famílias de proteínas associadas, fazendo com 

que o citoesqueleto forme uma estrutura altamente conectada e complexa, 

respondendo de forma coordenada a estímulos fisiológicos ou patológicos, sendo 

fundamental em todas as respostas celulares tanto no funcionamento normal da 

célula como nas respostas a agentes estressores (Alberts et al., 2002). 

 

Figura 1: representação esquemática do citoesqueleto. Adaptado de Alberts et al., 2002 
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1.2.1 Filamentos intermediários 

 

Os filamentos intermediários (FI) são polímeros de proteínas fibrosas, com 

diâmetro aproximado de 10 nm. São filamentos longos que possuem subtipos 

específicos em diferentes tipos celulares, sendo utilizados como marcadores de 

diferenciação celular.  

As principais funções dos FI são a manutenção da forma celular, integridade 

estrutural e organização do citoplasma, além de proteger a célula contra o estresse 

mecânico e não mecânico (Chou et al., 1997; Omary e Ku, 1997). Além de 

funcionarem como integradores celulares, os FI são importantes alvos dos sistemas 

de sinalização celular, participando das respostas celulares à estímulos (Paramio e 

Jorcano, 2002; Chang e Goldman, 2004) 

 

 

1.2.1.1 Proteína glial fibrilar ácida (GFAP) 

 

A proteína glial fibrilar ácida (GFAP) é uma proteína estrutural de 50 kDa 

sintetizada nos astrócitos e em algumas células de Schwann (Kaneko et al., 1995; 

Kosako et al., 1997; Guo-Ross et al., 1999). A GFAP é considerada marcador de 

astrócitos e é importante na modulação da motilidade e forma celular, fornecendo 

estabilidade estrutural a essas células. Além disso, a GFAP é importante para a 

interação astrócito-neurônio (McCall et al, 1996; Eliasson et al, 1999), participando 

do sistema de comunicação intercelular que pode regular a liberação de 

neurotransmissores, a excitabilidade neuronal e a transmissão sináptica 

(Carmignoto, 2000).  

No SNC, após uma injúria, os astrócitos tornam-se reativos e respondem de 

uma maneira típica denominada astrogliose, que é caracterizada por uma rápida 

síntese de GFAP (Eddleston et al., 1993), sendo essa proteína, em muitos casos, 

utilizada como marcador de neurotoxicidade. Mudanças na expressão de GFAP 

podem alterar a morfologia dos astrócitos, o que pode afetar indiretamente outros 

tipos celulares e a estrutura cerebral como um todo (Middeldorp e Hol, 2011).  
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1.3 Fosforilação de proteínas 

A fosforilação de proteínas é um processo reversível e dinâmico que 

desempenha um papel fundamental na regulação de diversas funções celulares, 

sendo o principal mecanismo utilizado no processo de transdução de sinal (Hunter, 

1995). Através dessa modificação covalente, há uma regulação da função das 

proteínas em resposta a estímulos extracelulares (Nestler e Greengard, 1994), como 

por exemplo, neurotransmissores e hormônios. (Walaas e Greengard, 1991; Grant e 

Pant, 2000; Helfand et al., 2005).  

O grau de fosforilação de uma proteína alvo reflete um balanço entre as ações 

contrárias de proteínas cinases e fosfatases, integrando um conjunto de rotas de 

sinalização celular (Nestler e Greengard, 1994). 

Os componentes do citoesqueleto estão entre as principais proteínas 

modificadas em resposta à maioria dos sinais extracelulares que determinam a 

morfologia celular (Sanchez et al., 2000). Nos FI, a fosforilação é o principal 

mecanismo responsável pela sua modulação, contribuindo na organização e função 

dos mesmos (Grant e Pant, 2000; Omary et al., 2006). 

Os FI são fosforilados na região amino-terminal e carboxi-terminal. A 

fosforilação do domínio amino-terminal está relacionada com a capacidade de 

associação e desassociação dos FI, sendo controlada por cinases dependentes de 

segundos mensageiros (Sihag et al. 2007). Já no domínio carboxi-terminal, a 

fosforilação é realizada por cinases independentes de segundos mensageiros e tem 

implicações na interação dos filamentos com outras estruturas do citoesqueleto 

(Chou et al., 1996, Grant e Pant, 2000).  

Filamentos intermediários são substratos de inúmeras serina/treonina cinases, 

incluindo a proteína cinase C (PKC), a proteína cinase dependente de cálcio e 

calmodulina (PKCaMII), a proteína cinase dependente de AMPc (PKA), a família das 

proteínas cinases ativadas por mitógeno (MAPK), a proteína cinase dependente de 

ciclina 5 (CDK5), entre outras. Estas cinases possuem um papel significativo na 

regulação da estrutura e associação dos filamentos, bem na interação deles com 

outras proteínas (Eriksson et al., 2004, Sihag et al., 2007). Além disso, a ação 

dessas cinases nos FI é sítio-específica, sendo que o equilíbrio de 
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fosforilação/desfosforilação de cada sítio está relacionado com o equilíbrio de 

funções específicas dessas proteinas dentro da célula (Sihag et al., 2007). Proteínas 

serina/treonina fosfatases como a proteína fosfatase 1 (PP1), e as proteínas 

fosfatases 2A (PP2A) e 2B (PP2B ou calcineurina) asseguram a reversibilidade da 

ação das proteinas cinases e também desempenham papel importante na regulação 

do citoesqueleto (Grant e Pant, 2000). 

A fosforilação é o principal mecanismo regulatório dos FI e de outras proteínas 

do citoesqueleto, e alterações nos níveis fisiológicos de fosforilação destas proteínas 

são consideradas eventos críticos em patologias do SNC (Miller et al, 2002), 

podendo levar a disfunções neurológicas e a perda da função, e consequentemente, 

a morte celular. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

13 

2. OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 O objetivo geral deste trabalho é investigar os efeitos causados pelo (PhTe)2 

sobre  a fosforilação da GFAP e vimentina, os dois FI de astrócitos em cultura 

primária, identificando as proteinas cinases e os receptores glutamatérgicos 

envolvidos nesse efeito. 

 

2 .2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

2.2.1 Determinar o efeito do (PhTe)2 sobre a viabilidade dos astrócitos corticais 

de ratos 

2.2.2 Verificar o efeito do (PhTe)2 sobre a fosforilação dos FIs de astrócitos; 

2.2.3 Verificar a influência do (PhTe)2 no imunoconteúdo de FIs; 

2.2.4 Verificar a participação de diferentes cinases sobre os efeitos do (PhTe)2; 

2.2.5 Verificar a participação de receptores glutamatérgicos na ação do (PhTe)2 

sobre os FIs de astrócitos em cultura; 

     2.2.6 Verificar o efeito do (PhTe)2 sobre a organização dos FIs e dos filamentos 

de actina  nos astrócitos em cultura. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1  Animais 

 

Foram utilizados ratos Wistar recém nascidos (com idade de 0-1 dia), obtidos 

no Departamento de Bioquímica, Instituto de Ciências Básicas da Saúde da 

Universidade Federal do Rio Grande do Sul. O protocolo experimental seguiu o 

"Principles of Laboratory Animal Care" (NIH publicação 85-23, revisado 1985) e foi 

aprovado pela Comissão de Ética em Pesquisa Animal da Universidade Federal do 

Rio Grande do Sul.  

 

3.2  Reagentes 

 

Ortofosfato de sódio radioativo (32 P-Na2PO4) foi adquirido do CNEN, São 

Paulo, Brasil. Benzamidina, leupeptina, antipaína, pepstatina, quimostatina, 

acrilamida, bisacrilamida, anticorpos anti-GFAP e anti-vimetina foram obtidos a partir 

de Sigma (St. Louis, MO, EUA). Ditelureto de difenila foi sintetizado pelo Prof. João 

Batista Teixeira da Rocha da Universidade Federal de Santa Maria, utilizando o 

método descrito por Petragnani (1994), sendo dissolvido em dimetilsulfóxido (DMSO) 

imediatamente antes da utilização. O soro fetal bovino (SFB) e o meio de cultura de 

Eagle modificado por Dulbecco: Mistura de nutrientes F-12 (DMEM/F12), fungizona e 

penicilina/estreptomicina foram adquiridos da Gibco BRL (Carlsbad, CA, EUA). 

Brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazólio (MTT) foi obtido da 

Invitrogen (Eugene, OR, EUA). Todos os demais reagentes foram de grau analítico. 

 

3.3  Metodologia 

 

3.3.1 Cultura primária de astrócitos  

 

Culturas primárias de astrócitos corticais foram preparadas a partir de ratos 

Wistar recém nascidos (0 a 1 dia de idade; P0), conforme descrito previamente 

(Loureiro et al., 2010). Os ratos foram decapitados e as cabeças imediatamente 
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colocadas em placa de Petry estéril com Krebs-HEPES contendo NaCl 121 mM, KCl 

4,83 mM, KH2PO4 1,22 mM NaHCO3 25,5 mM, Na-HEPES 10 mM (pH 7,4), glicose 

13mM. Os cérebros foram cuidadosamente removidos com auxílio de tesouras e 

pinças cirúrgicas e colocados em uma segunda placa de Petry onde, ainda em 

presença de Krebs, o córtex cerebral foi retirado. As etapas de dissecção das 

estruturas cerebrais, remoção das meninges e dissociação mecânica das células 

aconteceram conforme protocolo. As células dissociadas foram suspensas em 

DMEM/F12, acrescido de 10% de soro fetal bovino (SFB), contadas em câmara de 

Neubauer e semeadas em placas de cultura.  

As culturas foram colocadas na incubadora sendo mantidas em atmosfera 

úmida, à 37ºC e com 5% de CO2 (condições mantidas durante todo o 

desenvolvimento da cultura). Sucessivas trocas de meio foram realizadas a cada 3 

dias onde, com a simples agitação da placa, eram removidas células que 

normalmente ficam aderidas sobre os astrócitos (neurônios, microglia e 

oligodendrócitos), além de renovados os nutrientes para as células. O 

desenvolvimento das culturas foi acompanhado diariamente por observações no 

microscópio de contraste de fase.  

 

 

3.3.2 Tratamento das culturas com ditelureto de difenila (PhTe)2  

 

Após as células atingirem a semi-confluência, o meio de cultura foi removido 

por sucção e as mesmas foram incubadas por até 24 horas, a 37ºC em atmosfera 

úmida com 5% de CO2 em DMEM/F12 sem SFB, na presença ou ausência 

(controles) de (PhTe)2 em diferentes concentrações (0,01; 0,05; 0,1; 0,5; 1; 5 e 10 

μM). 

 

3.3.3 Viabilidade celular 

 

3.3.3.1 Anexina V-FITC 

 

Para análise da apoptose celular, foi realizada a medição da aderência de 

anexina V à membrana celular, através da conjugação da anexina V ao isotiocianato 
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de fluoresceína (FITC). O marcador fluorescente iodeto de propídio (PI) foi utilizado 

para distinguir células apoptóticas de células necróticas.  

As células foram incubadas com o (PhTe)2 (0,5 e 10 µM) por 24 horas e após 

foram recuperadas com 0,25% de tripsina-EDTA, centrifugadas e lavadas com 

solução salina tamponada (PBS). Foi realizada a marcação por incubação com PI e 

FITC em um tampão de ligação (kit de detecção de apoptose I-556547; BD 

Pharmingen) durante 15 minutos à temperatura ambiente, no escuro, de acordo com 

as instruções do fabricante. As células coradas foram analisadas em um citômetro 

de fluxo FACS Calibur. A análise foi realizada em Flow Jo Software. 

 

3.3.3.2 MTT 

 

A viabilidade celular foi determinada através do método de brometo de 3-(4,5 

dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazólio (MTT) que se baseia na capacidade das 

células viáveis de clivar o anel tetrazólico do MTT pela ação de desidrogenases 

presentes na mitocôndria ativa, formando cristais de formazan de cor azul, que se 

acumulam em compartimentos endossomais e/ou lisossomais, sendo depois 

transportados para fora das células por exocitose (Mosmann, 1983; Liu et al., 1997). 

Foram utilizadas placas de 96 poços, nas quais 0,5 mg/mL de MTT foi adicionado a 

cada poço por 2 horas. O sobrenadante foi então separado, e 100 µL de 

dimetilsulfóxido (DMSO) foi adicionado a cada poço, seguido de incubação e 

agitação durante 10 minutos. O produto de formazan gerado durante a incubação foi 

solubilizado em DMSO e a absorbância foi medido a 490 e 630 nm. Apenas as 

células viáveis são capazes de reduzir o MTT. 

 

3.3.4 Fosforilação dos FI do citoesqueleto 

 

Os astrócitos em cultura foram incubados durante 24 horas na presença ou 

ausência de (PhTe)2, e em seguida o meio foi modificado, sendo a incubação 

realizada durante 1 hora em meio Krebs-HEPES contendo NaCl 124 mM, KCl 4 mM, 

MgSO4 1,2 mM, Na-HEPES 25 mM (pH 7,4), glicose 12 mM e CaCl2 1 mM, 

juntamente com os seguintes inibidores de proteases: benzamidina 1mM, leupeptina 

0,1 μM, antipaína 0,7 μM, pepstatina 0,7 μM e quimostatina 0,7 μM e 10 µCi de 

ortofosfato radioativo.  
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Nos experimentos realizados para estudo dos mecanismos de sinalização, as 

células foram pré-incubadas durante 60 minutos na presença ou ausência de 

Estaurosporina 10 nM, H-89 10 µM, KN-93 1 µM, MCPG 50 µM, 43CHPG 10 µM, 

MPEP 100 µM, DL-AP5 50µM e CNQX 50µM. A incubação prosseguiu por 24 horas 

a 37 ºC, sendo interrompida com tampão usado para cessar a atividade enzimática 

(NaF 150 mM, EDTA 5 mM, EGTA 5 mM, Tris-HCl 50 mM, pH 6,5) com os inibidores 

de proteases descritos anteriormente. As células foram lavadas 2 vezes para 

retirada do excesso de radioatividade, e posteriormente, foi adicionado um tampão 

de alta força iônica (KH2PO4 5 mM (pH 7,1), KCl 600 mM, MgCl2 10 mM, EGTA 2 

mM, 1% de Triton X-100, e os inibidores de protease descritos anteriormente), 

obtendo assim, a fração citoesquelética enriquecida em FI a partir dos astrócitos 

corticais. A quantidade de proteínas foi determinada pelo método de Lowry (Lowry et 

al., 1951). 

 

3.3.4.1 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-page) 

 

Para a análise em eletroforese, as amostras foram dissolvidas em 25% (v/v) de 

uma solução contendo glicerol 40%, mercaptoetanol 5%, Tris-HCl 50 mM, pH 6,8 e 

fervidas por 3 minutos. As concentrações de proteína foram igualmente aplicadas 

em gel de poliacrilamida 10% e analisadas por SDS-PAGE de acordo com o sistema 

descontínuo de Laemmli (Laemmli, 1970). Os géis contendo a fração citoesquelética 

enriquecida em FI foram expostos em filmes de raio-X (T-Mat G/RA, Kodak) a -70°C, 

com intensificadores de radioatividade (screen) e, finalmente, a autoradiografia foi 

obtida e quantificada por digitalização dos filmes com um scanner HP Scanjet 6100C 

Hewlett-Packard e a densidade óptica determinada com uma versão de software 

Optiquant 02.00 (Packard Instrument Company). Valores de densidade óptica foram 

obtidos para a faixa correspondente a cada proteína. A quantidade de amostra 

aplicada e a qualidade da migração na placa de eletroforese foram controladas por 

coloração com Brilliant Blue R.  

 

3.3.5 Imunocitoquímica e citoquímica 

 

A imunocitoquímica foi realizada como descrito por Gomes (Gomes et al., 

1999).  As células cultivadas em lamínulas de vidro foram fixadas com 500 μL de 
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paraformaldeído 4% por 20 minutos e, após a fixação, foram lavadas com 500 μL de 

PBS por 3 vezes, durante 5 minutos cada. Em seguida, as células foram 

permeabilizadas com 50 μL de PBS contendo Triton X-100 0,2 % por 5 minutos à 

temperatura ambiente. Posteriormente, foi realizado o bloqueio com 300 μL de 

albumina de soro bovino (BSA) 5% em PBS durante 30 minutos para bloquear a 

superfície de reação. O passo seguinte foi a incubação durante a noite com o 

anticorpo primário anti-GFAP policlonal (1:500), seguido por 5 lavagens com PBS (5 

minutos cada) e incubação com o anticorpo secundário específico conjugado com 

Cy3 (1:1000) por 1 hora. Em todos os controles negativos as reações foram 

realizadas omitindo o anticorpo primário. Não foi observada reatividade na ausência 

do anticorpo primário. O citoesqueleto de actina foi observado utilizando faloidina-

fluoresceína e o núcleo foi corado com DAPI. As células foram visualizadas com um 

microscópio invertido e as imagens transferidas para um computador com uma 

câmera digital acoplada (Sound Vision Inc., EUA). 

 

 

3.3.6 Análise do imunoconteúdo das proteínas pela técnica de Western 

blot 

O homogeneizado total de proteínas (50 g), foi analisado através da técnica 

de eletroforese em SDS-PAGE e transferido para uma membrana de nitrocelulose 

(Trans-blot SD semi-dry transfer cell, BioRad) por 1 hora a 15 V, utilizando para isso 

o tampão de transferência contendo Tris 48 mM, glicina 39 mM, metanol 20% e 

0,25% SDS. Posteriormente as membranas de nitrocelulose foram lavadas por 10 

minutos com tampão TBS (NaCl 0,5 M, Tris 20 mM, pH 7,5), seguido de 2 horas de 

incubação com solução de bloqueio, contendo TBS adicionado de 5% de albumina 

bovina sérica e 0,1% de Tween 20. Após o bloqueio, as membranas de nitrocelulose 

foram lavadas 2 vezes por 5 minutos cada com TBS contendo 0,05% Tween-20 (T-

TBS) e então incubadas durante a noite  a 4°C com os seguintes anticorpos diluídos 

em tampão de bloqueio: anti-GFAP diluída 1:1000, anti-vimentina diluída 1:1000 e 

anti-actina diluída 1:1000. As membranas de nitrocelulose foram então lavadas 4 

vezes por 5 minutos com T-TBS e incubadas por 2 horas com os anticorpos 

secundários conjugados com peroxidase e diluídos em solução de bloqueio (anti-IgG 

de camundongo diluído 1:2000 e anti- IgG de coelho diluído 1:2000). 
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Posteriormente, as membranas de nitrocelulose foram lavadas 2 vezes com T-TBS e 

2 vezes com TBS por 5 minutos. O blot, então, foi revelado usando o kit de 

quimioluminescência ECL (Amersham). O imunoconteúdo das proteínas foi 

quantificado através da técnica de densitometria óptica, usando para isso o 

programa OptiQuant, software versão 02.00 (Packard Instrument Company). Como 

controle da quantidade de proteínas foi utilizada a β-actina. 
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4. RESULTADOS 

 

4.1  Viabilidade celular 

Inicialmente determinamos a viabilidade celular de culturas primárias de 

astrócitos corticais expostos a diferentes concentrações de (PhTe)2 através das 

técnicas de MTT e citometria de fluxo (anexina V-FITC/Pi ), descritas nos Materiais e 

Métodos. 

 A técnica do MTT foi realizada 24 e 48 horas após o tratamento, utilizando 

concentrações entre 0,01 a 10 µM de (PhTe)2. Os resultados mostraram que, 24 

horas após o tratamento, houve uma redução dose dependente da viabilidade 

celular a partir da concentração de 1 µM de (PhTe)2.  O aumento do tempo de 

exposição ao composto de telúrio causou diminuição da viabilidade celular com 

concentrações menores, a partir de 0,5 µM de (PhTe)2 (Figura 2).  

 

Figura 2: Análise da viabilidade celular pela técnica de MTT em astrócitos primários tratados 

por 24 ou 48 horas com (PhTe)2. Dados foram expressos como porcentagem do grupo controle e 

reportados como média ± D.P de 4 experimentos independentes. Diferenças estatisticamente 

significativas foram determinadas por ANOVA de uma via seguida pelo teste Tukey-Kramer: P<0,05. 

 

Tentando compreender melhor o efeito do tratamento com (PhTe)2 sobre a 

viabilidade dos astrócitos corticais utilizamos a técnica de anexina V-FITC/Pi, que 

determina a quantidade de células apoptóticas e necróticas. Esses experimentos 
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foram realizados 24 horas após o tratamento com (PhTe)2, nas concentrações de 0,5 

e 1,0 µM, e mostraram que o (PhTe)2  causa um aumento no número de células 

apoptóticas e/ou necróticas nessas concentrações. Houve o surgimento de apoptose 

na concentração de 0,5 µM, enquanto apoptose tardia e necrose foram observadas 

nas células tratadas com 1,0 µM do metabólito (Figura 3).  

 

Figura 3: Análise da viabilidade celular, pela técnica de anexina V- FITC/Pi, em cultura de 

astrócitos tratadas por 24 horas com (PhTe)2. Dados foram expressos como porcentagem do grupo 

controle e reportados como média ± D.P de 4 experimentos independentes. Diferenças 

estatisticamente  significativas foram determinadas por ANOVA de uma via seguida pelo teste Tukey-

Kramer: P<0,05.  

 

4.2 Fosforilação dos Filamentos Intermediários 

 

Com base nos resultados anteriores, escolhemos estudar os efeitos do (PhTe)2 

sobre o sistema fosforilante associado ao citoesqueleto de astrócitos corticais em 

cultura utilizando a concentração de 0,1 µM durante 24 horas. Considerando que o 

(PhTe)2 é uma substância neurotóxica que afeta a fosforilação de proteínas do 

citoesqueleto de células neurais em modelos animais in vivo e in vitro  (Heimfarth et 

al., 2012; 2013) e que a fosforilação de FIs está relacionada a disfunção das células 

do SNC, é importante analisarmos a suscetibilidade do sistema fosforilante 

associado ao citoesqueleto em cultura primária de astrócitos. 
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 A análise da fosforilação da proteína glial fibrilar ácida (GFAP) e da vimentina, 

IFs presentes em astrócitos foi realizada após o tratamento das células com (PhTe)2  

0,1, 0,5 e 1,0 µM por 24 horas. Os resultados mostraram que o comporto orgânico 

do telúrio causa um aumento do fosforilação da GFAP e vimentina, nas três 

concentrações estudadas 24 horas após a exposição à neurotoxina (Figura 4). 

  

Figura 4: Efeito do (PhTe)2 sobre a fosforilação de GFAP e vimentina. Dados foram expressos 

como porcentagem do grupo controle e reportados como média ± D.P de 4 experimentos 

independentes. Diferenças estatisticamente significativas foram determinadas por ANOVA de uma via 

seguida pelo teste Tukey-Kramer: P<0,05.  

 

Para verificar se o aumento de fosforilação das proteínas GFAP e vimentina 

estava relacionada com os níveis dessas proteinas nos astrócios primários, 

determinamos o imunoconteúdo da GFAP e da vimentina através da técnica de 

Western Blot, utilizando anticorpos monoclonais anti-GFAP e anti-vimentina. Os 

resultados mostraram que não há alteração no imunoconteúdo dessas proteinas 24 

horas após a incubação com o (PhTe)2 (Figura 5), indicando que a hiperfosforilação 

era decorrente de uma alteração da atividade de cinases e/ou fosfatases. 
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Figura: 5: Efeito do (PhTe)2 sobre o imunoconteúdo de GFAP e vimentina. Dados foram 

expressos como porcentagem do grupo controle e reportados como média ± D.P de 4 experimentos 

independentes. Diferenças estatisticamente significativas foram determinadas por ANOVA de uma via 

seguida pelo teste Tukey-Kramer: P<0,05.      

Para identificar as cinases direcionadas para a fosforilação dos FIs envolvidas 

nas ações do (PhTe)2  sobre essas proteinas, verificamos a participação das 

principais cinases dependentes de segundos mensageiros que fosforilam sitios 

nessas proteinas: PKA, PKCaMII e PKC. Para tanto, os astrócitos em cultura foram 

co-incubados com (PhTe)2 e cada um dos inibidores das cinases nas concentrações 

mencionadas anteriormente: H89, inibidor da PKA; KN-93, inibidor da PKCaMII; e 

estauroporina, inibidor da PKC. Após 24 horas de incubação, a fração 

citoesquelética foi extraida e o 32P-ortofosfato incorporado na GFAP e vimentina foi 

avaliado. Os resultados mostraram uma prevenção da hiperfosforilação dos FIs 

gliais na presença dos inibidores estaurosporina e H-89 responsáveis pela inibição 

da PKC e PKA respectivamente, reforçando a participação dessas cinases no 

rompimento da homeostase do citoesqueleto em resposta ao (PhTe)2. Por outro 

lado, não houve prevenção da hiperfosforilação na presença de KN-93, indicando 

que não há participação da PKCaMII na ação desta neurotoxina (Figura 6).    
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Figura 6: Efeito do (PhTe)2 sobre a fosforilação de GFAP e vimentina na presença ou ausência 

de inibidores de cinases. Dados foram expressos como porcentagem do grupo controle e reportados 

como média ± D.P de 4 experimentos independentes. Diferenças estatisticamente significativas foram 

determinadas por ANOVA de uma via seguida pelo teste Tukey-Kramer: P<0,05. 

 Em seguida, pretendemos verificar a participação de receptores 

glutamatérgicos nos efeitos do (PhTe)2  sobre  o rompimento da homeostase do 

citoesqueleto dos astrócitos, pois estudos anteriores mostraram a participação do 

sistema glutamatérgico nas ações do  (PhTe)2   no sistema nervoso central  

(Pessoa-Pureur et al, 2014). Para isso, os astrócitos primários foram co-incubados 

durante 24 horas com (PhTe)2  na presença de um dos seguintes antagonistas 

glutamatérgicos: DL-AP5 (50 µM) e CNQX (50 µM), antagonistas glutamatérgicos 

ionotrópicos NMDA e não NMDA, respectivamente; e MCPG (50 µM), 4-3CHPG (10 

µM) e MPEP (100 µM), antagonistas glutamatérgicos metabotrópicos. 

Inicialmente, os resultados mostraram a prevenção da hiperfosforilação 

induzida pelo organotelureto na presença do DL-AP5 e CNQX, sugerindo a 

participação dos receptores NMDA, AMPA e cainato nas ações do composto sobre o 

citoesqueleto (Figura 7). Por outro lado, na presença do antagonista glutamatérgico 

metabotrópico MCPG, verificamos que o organotelureto não causa hiperfosforilação, 

sugerindo o envolvimento desses receptores nos efeitos desencadeados pelo 

(PhTe)2 (Figura 9). Para tentar compreender melhor qual tipo de receptor 

metabotrópico glutamatérgico está envolvido nas ações do (PhTe)2 sobre o sistema 

fosforilante associado ao citoesqueleto, foram utilizados antagonistas específicos 

dos receptores mGluR1 (MPEP) e mGluR5 (4-3CHPG). Os resultados 
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demonstraram que estes antagonistas preveniram a hiperfosforilação, sugerindo o 

envolvimento dos receptores mGluR1 e mGluR5 no mecanismo de ação do (PhTe)2  

(Figura 8). 

 

Figura 7: Efeito do (PhTe)2 sobre a fosforilação de GFAP e vimentina na presença ou ausência 

de inibidores de receptores glutamatérgicos ionotrópicos. Dados foram expressos como porcentagem 

do grupo controle e reportados como média ± D.P de 4 experimentos independentes. Diferenças 

estatisticamente significativas foram determinadas por ANOVA de uma via seguida pelo teste Tukey-

Kramer: P<0,05; *, diferente do controle; #, diferente do (PhTe)2. 

 

 Figura 8: Efeito do (PhTe)2 sobre a fosforilação de GFAP e vimentina na presença ou 

ausência de antagonistas de receptores glutamatérgicos metabotrópicos. Dados foram expressos 

como porcentagem do grupo controle e reportados como média ± D.P de 4 experimentos 

independentes. Diferenças estatisticamente significativas foram determinadas por ANOVA de uma via 

seguida pelo teste Tukey-Kramer: P<0,05; *, diferente do controle; #, diferente do (PhTe)2. 
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4.3  Imunocitoquímica e Citoquímica 

Para avaliar o efeito de 0,5 µM (PhTe)2 sobre a organização do citoesqueleto 

dos astrócitos em cultura, as células foram tratadas com a toxina e analisadas por 

citoquímica após 24 horas usando faloidina-fluoresceina para marcar o citoesqueleto 

de actina. Os resultados da figura 10 mostram que nas células não tratadas o 

citoesqueleto de actina está completamente distribuído no citoplasma, consistente 

com a forma circular e achatada da célula, uma característica predominante dos 

astrócitos protoplasmáticos nessas culturas. A alteração do citoesqueleto de actina 

foi observada após 24 horas de tratamento. Esta desregulação da distribuição da 

actina parece estar correlacionada com o espalhamento celular, pois nas células 

tratadas com 0,5 µM (PhTe)2 observamos a reorganização da actina, formando 

fibras de estresse, acompanhadas do surgimento da forma estrelada da célula. 

Paralelamente ao citoesqueleto de actina, nas células não tratadas com 

(PhTe)2 (controles), os filamentos de GFAP marcados com anticorpo anti-GFAP 

mostraram uma organização típica, estendendo-se ao longo do citoplasma. Além 

disso, nas células expostas ao (PhTe)2 por 24 horas, nós não observamos o 

rompimento da arquitetura normal dos filamentos de GFAP. 

 

Figura 9: Efeito do (PhTe)2 sobre a morfologia celular de astrócitos corticais. Culturas 

primárias de astrócitos foram tratadas com 0,5 µM (PhTe)2 e a imunocitoquímica foi realizada 24 

horas após o tratamento. Verde= actina; vermelho=GFAP; Azul=DAPI. 
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5. DISCUSSÃO 

O telúrio é um elemento traço usado como componente industrial de muitas 

ligas e na indústria eletrônica. Na forma de telureto de hidrogênio (H2Te) pode ser 

absorvido pelas proteínas (por exemplo, proteínas da pele e do cabelo) e apresenta 

uma taxa de eliminação muito lenta (Russel, 1992). O telúrio é uma substância 

tóxica, a qual pode produzir sintomas neurotóxicos, como diminuição do aprendizado 

e da memória espacial (Walbran e Robins, 1978; Widy-Tyszkiewicz et al., 2002) e 

desmielinização do sistema nervoso periférico (Wagner-Recio et al., 1991; Laden e 

Porter, 2001). Além disso, ele apresenta toxicidade reprodutiva, caracterizada por 

teratogênese  (Stangherlin et al., 2006).  

A importância da exposição ocupacional a compostos contendo telúrio tem 

crescido nos últimos anos, entretanto a clínica e a bioquímica dessa exposição são 

fracamente compreendidas. O contato com o telúrio nas suas diferentes formas 

pode afetar o desenvolvimento e a função cerebral causando hidrocefalia, 

hipomielinização ou desmielinização (Perez-D`Gregório e Miller, 1988; Taylor; 1996). 

O composto orgânico de telúrio (PhTe)2 pode afetar o sistema glutamatérgico 

(Borges et al., 2004; Nogueira et al., 2001; Souza et al., 2010) e alterar a atividade 

de enzimas, como a delta-aminolevulinato dehidratase (Maciel et al., 2000; Nogueira 

et al, 2003) e Na+-K+-ATPase (Borges et al., 2005). Estudos em cultura de astrócitos 

mostraram que o (PhTe)2 é citotóxico para esse tipo celular (Roy e Hardej, 2011). Os 

danos neurotóxicos causados pelo composto orgânico do telúrio podem estar 

relacionados, pelo menos em parte, a alterações na função dos canais de cálcio, 

levando à alteração na homeostase desse segundo mensageiro celular (Moretto et 

al., 2007).   

Os astrócitos são as células mais abundantes no SNC e estão envolvidas em 

diversas desordens que levam a alterações em sua morfologia e função. Culturas 

primárias de astrócitos são consideradas um modelo bastante útil para a avaliação 

de lesões neurotóxicas (Pekny e Pekna, 2014). 

Estudos prévios de nosso laboratório já demonstraram que o citoesqueleto é 

alvo do (PhTe)2 e que a ação desse composto sobre essa rede complexa de 

filamentos proteicos é dependente da estrutura cerebral (Heimfarth et al., 2008). O 
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rompimento da homeostase do citoesqueleto neural tem sido relacionado à 

neurodegeneração (O’Callaghan, 1994) e modificações no nível de fosforilação de 

proteínas do citoesqueleto são consideradas eventos críticos na patologia do SNC 

(Koliatsos et al., 1989; Miller et al., 2002), podendo levar as células neuronais à 

morte, causando disfunção neurológica. Várias doenças neurodegenerativas 

humanas, como Doença de Alzheimer, Parkinson, Huntington, Pick e Demência com 

corpos de Lewy, são caracterizadas pelo acúmulo de agregados de FI relativamente 

insolúveis no corpo celular (Goedert, 1998; Julien e Mushynski, 1998; Julien, 1999; 

Diprospero et al., 2004). 

Considerando que o (PhTe)2 rompe o equilíbrio do citoesqueleto neural de ratos 

jovens in vivo e que esse efeito pode causar neurodegeneração, procuramos 

entender um pouco melhor como esse organotelureto age no SNC, estudando para 

isso o efeito dessa droga em cultura primária de astrócitos, tentando compreender 

quais as principais vias de sinalização envolvidas na ação desse composto. Estudos 

em culturas de células isoladas permitem compreender a importância de cada tipo 

celular na ação de uma determinada toxina. Os resultados obtidos no presente 

trabalho mostraram que o (PhTe)2 causa morte astrocitária de uma maneira dose 

dependente, reforçando os resultados obtidos in vivo (Heimfarth et al., 2013), que 

relataram que esse composto é neurotóxico. Além disso, há uma importante 

alteração do sistema fosforilante associado ao citoesqueleto dos astrócitos, 

implicando numa hiperfosforilação dos FIs gliais. Relatos da literatura sugerem que a 

fosforilação da GFAP regula a plasticidade estrutural dos filamentos gliais e 

eventualmente as funções dos astrócitos (Takemura et al., 2002; Korolainen et al., 

2005).  

Os mecanismos de sinalização envolvidos na ação do (PhTe)2 não estão bem 

elucidados, mas os resultados do presente estudo mostram o envolvimento  da PKA 

e  PKC nos efeitos gerados pelo (PhTe)2 sobre os astrócitos em cultura. Vários 

estudos têm indicado a importância da PKC e da PKA em injúrias do SNC. Uma 

diminuição da atividade da PKC protege culturas de neurônios da morte induzida por 

aminoácidos excitatórios (Felipo et al., 1993) e metais neurotóxicos (Pavlakovic et 

al., 1995). Inibidores da PKC previnem a hiperfosforilação dos FIs induzida pela 

homocisteína (Loureiro et al., 2010), pelo ácido quinolínico (Pierozan et al., 2012) e 

pelos hormônios da tireóide (Zamoner et al., 2008). Já a PKA é uma importante 
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enzima envolvida em várias vias de sinalização, sendo que um dos seus alvos é o 

citoesqueleto neural. Ela está envolvida com a fosforilação da GFAP, bem como 

com o resíduo nos FIs de neurônios na região amino-terminal (Sihag et al., 1999). É 

importante notar que a fosforilação de subunidades dos FIs mediada por serina-

treonina cinases dependentes de segundos mensageiros como a PKA, a PKC é 

relevante para a polimerização/associação do filamento propriamente dito (Alberts et 

al., 2002) e possivelmente, o envolvimento dessas cinases pode levar a uma 

desregulação do citoesqueleto e da função celular.  

Além disso, os nossos resultados também mostraram que a ação do 

organotelureto nos astrócitos corticais foi dependente dos receptores 

glutamatérgicos ionotrópicos e metabotrópicos. Esses achados sustentam a 

hipótese de que o telúrio age sobre o sistema glutamatérgico, causando 

excitotoxicidade glutamatérgica. Estudos anteriores de nosso grupo mostraram o 

envolvimento dos receptores NMDA, AMPA, cainato, bem como dos receptores 

glutamatérgicos metabotrópicos nas ações desencadeadas pelo telúrio em fatias de 

córtex cerebral e hipocampo de ratos jovens (Heimfarth et al., 2012; 2013). 

  Os receptores glutamatérgicos metabotrópicos estão envolvidos com a 

patofisiologia do SNC. É descrito que o mGluR5 é extremamente importante para a 

plasticidade sináptica, bem como para o desenvolvimento do aprendizado e 

memória (Ayala et al., 2009. Balschun e Wetzel, 2002; Balschun et al., 2006; Grassi 

et al., 2002, Xu et al., 2009). Além disso, estudos (Xu et al., 2007; 2009) 

demonstraram o envolvimento dos mGluR na neurotoxicidade induzida por chumbo. 

Os receptores NMDA estão envolvidos nos efeitos desencadeados pelo 

(PhTe)2 tanto no córtex cerebral, quanto no hipocampo, mostrando a importância 

deste receptor glutamatérgico ionotrópico para a toxicidade desse composto. Vários 

trabalhos do nosso grupo e de outros têm demonstrado que a ativação dos 

receptores NMDA está envolvida com alteração do estado de fosforilação dos FIs 

gliais e neuronais em diferentes estruturas cerebrais (Pierozan et al., 2012; Loureiro 

et al., 2008, Doroudchi e Durham, 1997) . A ativação dos receptores NMDA leva a 

um aumento no influxo do íon cálcio, provocando uma alteração na homeostase 

desse importante segundo mensageiro, ativando cinases e fosfatases, entre elas a 

PKA e a PKC (Pierozan et al., 2014). 
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Levando em consideração os resultados discutidos acima, podemos propor que 

o composto orgânico de telúrio, (PhTe)2, age sobre os receptores glutamatérgicos 

ionotrópicos e metabotrópicos, levando a uma alteração de importantes segundos 

mensageiros como AMPc e cálcio, acarretando na ativação das cinases PKA e PKC, 

respectivamente. Essas enzimas ativadas hiperfosforilam os FIs gliais (GFAP e 

vimentina), ocasionando um rompimento da homeostase dessas proteínas. Uma 

modificação do estado de fosforilação da GFAP e vimentina pode levar a alterações 

na interação com outros tipos de filamentos protéicos ou proteínas associadas ao 

citoesqueleto, causando uma reorganização com conseqüente alteração na 

morfologia celular. Essa alteração do citoesqueleto cerebral pode estar envolvida, 

pelo menos em parte, com a neurotoxicidade do composto orgânico de telúrio. 

Os estudos citoquímicos e imunocitoquimicos com os astrócitos tratados com 

(PhTe)2 mostraram que houve um aumento das fibras de estresse, em comparação 

com as células controles, sem alteração da organização da rede citoplasmática de 

FIs. As fibras de estresse são formadas por uma organização contrátil de filamentos 

de actina e miosina, ancorados à membrana plasmática através de receptores de 

integrina (Alberts et al., 2002). Estas organizações se formam em resposta a sinais 

fisiológicos ou estressores. No caso dos astrócitos tratados com (PhTe)2, podemos 

sugerir que os sinais intracelulares desencadeados pela toxina foram capazes não 

só de romper a homeostase de fosforilação dos FIs, mas também de alterar a 

homeostase de proteinas reguladoras da rede de filamentos de actina. 
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6. CONCLUSÃO 

 

6.1 CONCLUSÃO GERAL 

Os resultados do presente trabalho demonstraram que o (PhTe)2 atua sobre a 

dinâmica do citoesqueleto de astrócitos, alterando a homeostase dos FIs gliais 

através de mecanismos dependentes do sistema glutamatérgico, levando a 

alterações de segundos mensageiros e acarretando a ativação de cinases 

envolvidas na associação/desassociação dos FIs e na reorganização dos filamentos 

de actina, formando fibras de estresse. Essa alteração na homeostase do 

citoesqueleto dos astrócitos pode estar envolvida com os efeitos neurotóxicos 

causados pelo organotelureto. 

 

6.2 CONCLUSÕES ESPECÍFICAS 

6.2.1 O (PhTe)2 leva a uma redução dose e tempo dependente dose 

dependente e tempo dependente, da viabilidade celular, levando à morte por 

apoptose; 

6.2.2 O tratamento com (PhTe)2 causa hiperfosforilação dos FIs de astrócitos 

corticais; 

6.2.3 O (PhTe)2 leva a uma ativação dos receptores glutamatérgicos 

ionotrópicos e metabotrópicos, levando a alterações na homeostase de segundos 

mensageiros e consequentemente, ativação da PKA e PKC, levando ao aumento de 

fosforilação observado; 

6.2.4 O tratamento com (PhTe)2 leva a reorganização do citoesqueleto de 

actina, porém os filamentos intermediários gliais mantêm sua morfologia 

característica. 
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