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RESUMO 
 
A estimulação neonatal ocasiona alterações no desenvolvimento 

neuroendócrino, morfológico e comportamental de ratos. O procedimento de 

manipulação neonatal promove uma ruptura na relação mãe-filhote que pode 

perturbar o desenvolvimento do SNC. Uma das alterações morfológicas 

apresentadas em ratos machos e fêmeas manipulados no período neonatal é a 

diminuição do número de neurônios no locus coeruleus. A S100B é uma proteína 

ligante de cálcio secretada por astrócitos que pode apresentar ações 

extracelulares neurotróficos e neurotóxicas. Diversos estudos relacionam 

alterações dos níveis de S100B a eventos estressores. O estudo objetivou avaliar 

o efeito da estimulação neonatal, através da manipulação repetida, em ratos 

machos e fêmeas de 10 dias de idade sobre a concentração das proteínas S100B 

e GFAP no locus coeruleus, córtex frontal e bulbo olfatório, além da secreção de 

S100B no líquor. Os resultados revelaram um aumento da concentração de S100B 

no líquor apenas nas ratas fêmeas manipuladas, e uma diminuição da 

concentração de S100B no locus coeruleus em ratos machos e fêmeas 

manipulados. Ocorreu também, uma diminuição da concentração de S100B no 

córtex frontal em ratos machos manipulados. Em relação à proteína GFAP foi 

verificado um aumento no seu conteúdo no locus coeruleus em ratos machos e 

fêmeas manipulados. Foram encontrados diferenças entre os sexos, os machos 

não-manipulados têm um maior nível de S100B comparados com fêmeas não-

manipuladas no locus coeruleus. Os resultados sugerem que a manipulação 

neonatal pode interferir sobre o funcionamento das células gliais e através delas 

alterar o desenvolvimento das células nervosas. Além disso, os resultados 

mostram um efeito do sexo dos animais sobre as concentrações de S100B já no 

período neonatal. 

                                 



1  INTRODUÇÃO 
  
 
1.1  Estresse Neonatal 

 
O desenvolvimento de um organismo pode ser influenciado por estímulos 

ambientais durante estágios precoces da vida, podendo resultar em mudanças 

permanentes no comportamento e fisiologia na idade adulta (Francis et al., 1999; 

Meerlo et al., 1999; Lucion et al., 2003; Gomes et al., 2005).  

O eixo hipotálamo-hipófise-adrenal (HPA) em ratos tem sua responsividade 

diminuída nas primeiras semanas de vida um período que é denominado 

hiporresponsivo ao estresse. A glândula adrenal é menos sensível ao hormônio 

adrenocorticotrófico (ACTH), e as concentrações, tanto basais quanto induzidas 

por estresse, de corticosterona, ACTH e hormônios secretados pelo hipotálamo 

estão diminuídas. Trabalhos mais recentes têm descrito que o eixo HPA de ratos 

neonatos é responsivo a estímulos ambientais de uma maneira peculiar, diferente 

de um animal adulto (Dent et al., 2000;).   

A estimulação neonatal pela manipulação tem sido utilizada como modelo 

experimental para examinar os mecanismos pelos quais variações precoces do 

ambiente do animal afetam o desenvolvimento de sistemas neurais, dando origem 

a alterações comportamentais estáveis (Levine, 1962; Meerlo et al., 1999; 

Severino et al., 2004).  Em ratos, a manipulação consiste em afastar os filhotes do 

ninho por 3-15 minutos, podendo incluir ou não a estimulação tátil do filhote feita 

pelo experimentador. Este procedimento deve ser realizado nas duas primeiras 

semanas de vida do animal, durante o período hiporresponsivo.   

Os efeitos comportamentais da manipulação neonatal são diversos. Plotsky 

e Meaney (1993) relataram que ratos manipulados por 15 minutos durante as 

primeiras três semanas de vida possuem menor reatividade ao estresse quando 

adultos e menos "medo" a ambientes novos. A manipulação aparentemente é uma 

intervenção branda.  

Conforme Padoin e colaboradores (2001), a estimulação neonatal pode 

afetar a interpretação de estímulos ambientais devido às alterações 
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comportamentais observadas em ratos adultos que foram manipulados no período 

neonatal. Estes animais, quando avaliados no teste de campo aberto, além de 

apresentarem um aumento geral da atividade de locomoção na ausência do 

predador, exploraram ativamente a área quando um gato é colocado na arena.  No 

teste de labirinto em cruz elevado, os animais manipulados permanecem 

significativamente mais tempo nos braços abertos do que o grupo não-

manipulado, o que é um indicativo de menor ansiedade (Severino et al., 2004, 

Pellow et al., 1985). 

A estimulação neonatal também modifica padrão de comportamento 

alimentar em ratos adultos. Esses animais apresentam um apetite aumentado por 

alimento doce que não é modificado após a administração de diazepam, sugerindo 

que essa alteração comportamental não é devida à ansiedade aumentada (Silveira 

et al., 2005).    

Conforme Raineki (2006) a manipulação repetida no sétimo dia de idade 

induz em fêmeas uma diminuição no aprendizado olfatório. O reconhecimento do 

odor maternal é fundamental para sobrevivência de filhotes altriciais como ratos, 

pois eles dependem da mãe para proteção, manutenção da temperatura corporal 

e alimentação. Essa identificação da mãe ocorre devido ao aprendizado olfatório, 

que se dá pelo pareamento do cuidado maternal (estímulo tátil) com o cheiro da 

mãe (Leon, 1992).   

Os ratos manipulados no período neonatal apresentam quando adultos 

alterações neuroendócrinas importantes como a redução na liberação de ACTH e 

corticosterona em resposta a eventos estressores, além do retorno mais rápido de 

corticosterona aos níveis basais (Plotsky et al., 1993).  As concentrações basais 

do hormônio do estresse de ratos manipulados no período neonatal não são 

diferentes dos animais controles (Meaney et al., 1996), indicando que as 

alterações no SNC se encontrem em áreas que modulam o eixo hipotálamo-

hipófise-adrenal (Caldji et al., 1998a; 2000a; Kaufman et al., 2000).  

 Há estudos demonstrando que a manipulação neonatal em ratos pode 

influenciar o número de neurônio encontrados em diferentes áreas do sistema 
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nervoso central. A manipulação neonatal induz uma redução permanente em torno 

de 35% do número das células nervosas do locus coeruleus em ratos de 11, 26, 

35 e 90 dias de idade, tanto em machos quanto em fêmeas (Lucion et al., 2003).  

A manipulação promove na amígdala medial, uma diminuição no número de 

neurônios aos 11 e 90 dias de idade, como também nos neurônios das camadas 2 

e 3 do córtex frontal no 11° dias de vida em ratos machos e fêmeas (Lucion et al, 

1999). 

Além disso, também foi constatada uma redução no número de neurônios 

na região parvocelular do núcleo paraventricular e supra-óptico do hipotálamo, e 

um aumento na densidade de neurônios na área CA1 do hipocampo (lado 

esquerdo). No entanto, estudos anteriores não revelaram efeitos da manipulação 

neonatal sobre as células gliais da amígdala (Winkelmann-Duarte, 2004). 

 

 
1.2  A Proteína S100B 

 
Diversas alterações no SNC de ratos manipulados no período neonatal têm 

sido verificadas em neurônios e pouco tem sido relatado sobre o papel da glia 

nestes estudos. No sistema nervoso central há dois tipos de células gliais: a 

macroglia, constituída dos astrócitos, oligodendrócitos e células ependimais e a 

microglia.  Dentre as células gliais, os astrócitos são as que estão presentes em 

maior números. Os astrócitos liberam fatores neurotróficos e citocinas, orientam o 

desenvolvimento neuronal, direcionam o crescimento dos axônios, regulam o 

metabolismo dos neurotransmissores e os níveis de íons extracelulares (Dong; 

Benveniste, 2001).   

A S100B é uma proteína ligante de cálcio secretada por astrócitos que tem 

sido relacionada a ações extracelulares neurotróficas e neurotóxicas (Donato, 

2001). Os efeitos neurotróficos acontecem em concentração nanomolar 

estimulando a extensão de neuritos (Kligman; Marshak, 1985) e aumentando a 

sobrevivência dos neurônios durante o desenvolvimento (Van Eldik et al., 1991) e 

após lesão (Barger et al., 1992). 
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Elevados níveis de S100B, em concentração micromolar, pode ocasionar 

um efeito neurotóxico da proteína que pode ser atribuído à estimulação da óxido 

nítrico sintase induzível de astrócitos, resultando na morte celular por apoptose, 

tanto de neurônios quanto de astrócitos (Hu; Van Eldik, 1996; Hu et al., 1997; 

Donato 2001). 

Conforme Huttunen e colaboradores (2000) nos efeitos neurotróficos e 

neurotóxicos, há evidências da participação do receptor RAGE (receptor de 

produtos de glicação final), no entanto é possível que haja a participação de outros 

receptores de membrana na transdução dos efeitos da S100B. Tem sido proposto 

que moléculas de S100B liberadas no espaço extracelular ativam vias de 

sinalização que modulam a expressão gênica e amplificam mecanismos efetores 

nas células que carregam o RAGE, de fato, neuritos apresentam uma grande 

expressão do RAGE durante o desenvolvimento celular do sistema nervoso.  

Conforme Gonçalves e colaboradores (2002) o tratamento de culturas de 

astrócitos com S100B em concentração nanomolar ativa ERK (cinase regulada por 

sinais extracelulares), uma proteína chave em processos de transdução de sinais 

regulando principalmente a proliferação celular. Em doses micromolares a S100B 

está relacionada a efeitos neurotóxicos podendo induzir apoptose em astrócitos e 

neurônios, estando envolvida na patogênese de doenças neurodegenerativas 

(Griffin et al., 1998). 

Devido a esta ação trófica sobre os neurônios e astrócitos, a família da 

proteína S100 tem sido relacionada ao desenvolvimento e a manutenção do 

sistema nervoso (Marshak, 1990; Azmitia et al., 1992).  

Os níveis da proteína S100B aumentados no sangue e no LCR podem 

indicar vários distúrbios agudos e crônicos envolvendo o SNC como o traumatismo 

craniano (Ingebrigtsen et al, 1999), a esquizofrenia (Lara et al, 2001), a síndrome 

de Down (Griffin et al., 1989) e a doença de Alzheimer (Sheng et al, 1996) o que 

permite sua utilização em estudos como marcador bioquímico de dano ou 

disfunção cerebral (Tramontina et al., 2002).  
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Tem sido sugerido um papel da S100B na plasticidade sináptica devido a 

um aumento desta proteína coincidente com a sinaptogênese pós-natal e para que 

isso aconteça é necessária a presença de uma quantidade suficiente desta 

proteína no ambiente extracelular. Conforme Tramontina e colaboradores (2002) 

ocorre um decréscimo do conteúdo de S100B neste fluído de acordo com a idade 

do rato, sendo que a secreção da proteína deve ser maior nos animais mais 

jovens reforçando sua função extracelular nas fases iniciais do desenvolvimento. 

A S100B tem ampla distribuição dentro do astrócito e pode ser encontrada 

no citoplasma, em associação com membranas ou proteínas do citoesqueleto 

(Bianchi et al.,1996) assim como no núcleo da célula, participando de eventos 

como a apoptose e a regulação do ciclo celular (Scotto et al.,1998). A atuação da 

proteína S100B no ambiente intracelular dos astrócitos é de regular a dinâmica do 

citoesqueleto, a atividade enzimática, a fosforilação de proteínas e a homeostase 

do cálcio (Donato, 2001). A S100B modula de forma inibitória a fosforilação de 

diversas proteínas como a GFAP, GAP-43 e vimentina (Donato,1998). 

 

 

 1.3 S100B e o Estresse 
 

Os astrócitos são células extremamente plásticas alterando sua morfologia 

em resposta a injúria ao SNC ou mesmo durante o desenvolvimento cerebral, 

onde funcionam como guias para a migração neuronal (Garcia-Segura; McCarthy, 

2004). Diversos estudos sobre estes processos têm consolidado o papel da 

S100B como importante modulador do citoesqueleto astroglial, embora pouco se 

saiba a respeito de seus mecanismos de ação (Donato, 1999).  

Muitos estudos têm sido realizados com a proteína S100B, no entanto, os 

efeitos de situações provocadores de estresse nos níveis desta proteína no líquor 

e tecidos cerebrais não são ainda bem conhecidos (Margis et al., 2004).   

Insultos impostos no período pré, perinatal ou pós-natal podem estar 

associados a efeitos deletérios sobre células gliais, especialmente os astrócitos, 

que estão envolvidos na diferenciação neuronal, no suporte metabólico de 
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neurônios, captação de glutamato, secreção de fatores neurotróficos e defesa 

antioxidante (Takuma et al., 2004). 

As células gliais são participantes ativas nos processos de formação e 

transmissão sináptica. Em situações de estresse, diferentes estudos em adultos 

têm demonstrado o aumento da atividade do glutamato e a toxidade de elevados 

níveis de glutamato no cérebro (Volterra; Meldolesi, 2005).  

Os astrócitos pela captação do glutamato podem proteger os neurônios de 

um potencial dano excitatotóxico convertendo o glutamato em glutamina pela ação 

da glutamina sintetase sendo que esta enzima pode ser induzida por 

glicocorticóides (Pfrieger et al., 1997). Sob alta concentração, o glutamato pode 

ativar receptores glutamatérgicos em astrócitos levando a aumento da 

concentração de cálcio intracelular o que pode gerar danos celulares (Volterra; 

Meldolesi, 2005). A proteína S100B extracelular em concentração micromolar 

também pode levar a morte celular induzindo o aumento de influxo de cálcio 

citosólico e a depleção das reservas de cálcio intracelulares (Mariggio et al., 1997; 

Donato, 1999). Por outro lado, baixas concentrações de S100B estimulam, em 

cultura, a captação de glutamato (Tramontina et al., 2005)  

 

 

 1.4  Proteína Fibrilar Ácida Glial (GFAP) 
 

A necessidade de alterações morfológicas que é característica dos 

astrócitos, a translocação de organelas, o transporte de vesículas e a divisão 

celular são apenas algumas situações em que o citoesqueleto sofre 

reorganização. Os filamentos intermediários, assim como os demais constituintes 

do citoesqueleto celular, estão constantemente respondendo a diferentes 

estímulos externos alterando seu estado de polimerização. A GFAP é a principal 

proteína dos filamentos intermediários, além disso, é considerada marcador 

específico para astrócitos maduros (Laping et al., 1994; Eng et al., 2000). 

Os filamentos intermediários gliais no período pré-natal são formados 

exclusivamente por vimentina e após o nascimento a GFAP tem sua expressão 
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aumentada e substitui a vimentina no animal adulto (Liedtke et al., 1996). A 

proteína S100B se liga à GFAP e a maioria de seus outros alvos por um sítio 

localizado na sua porção C-terminal (Garbuglia et al., 1999). 

A GFAP apresenta uma atividade dinâmica modulada por fosforilação e 

desfosforilação, efetuando um papel fundamental ma plasticidade astrocítica 

(Rodnighe et al., 1997). O seu estado de fosforilação é regulado, dentre outros 

fatores, pela proteína S100B (Ziegler et al., 1998). 

Diversos tipos de eventos cerebrais, como uma injúria cerebral (Hausmann 

et al., 2000), traumatismo (Hermann et al., 2000), ou crise induzida (Stringer, 

1996) pode promover hipertrofia reativa e proliferação de células astrogliais, um 

processo conhecido como astrogliose. Em nível molecular esta gliose reativa é 

demonstrada por um aumento na expressão de GFAP. A expressão desta 

proteína é essencial para a arquitetura normal da substância branca e a 

integridade da barreira hematoencefálica (Liedtke et al., 1996). 

Consideramos importante avaliar a atuação da manipulação neonatal na 

expressão da GFAP devido sua importância na maturidade do SNC e manutenção 

do funcionamento das funções encefálicas normais. 
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2  JUSTIFICATIVA 
 

 

A manipulação neonatal induz alterações permanentes no SNC de ratos 

como a redução no número de células nervosas do locus coeruleus em diversas 

idades (Lucion et al., 2003) assim como uma diminuição nos neurônios das 

camadas 2 e 3 do córtex frontal no 11° dias de vida em ratos machos e fêmeas 

(Lucion et al, 1999).  

O presente trabalho avalia a possibilidade da manipulação neontal interferir 

sobre as células gliais e estas estarem envolvidas com as alterações morfológicas 

decorrentes deste procedimento. Para isso analisaremos a proteína S100B e 

GFAP.  

Consideramos pertinente verificar estas alterações, pois conforme Barros e 

colaboradores (2006) ocorre um aumento na expressão de S100B e 

imunorreatividade de GFAP no córtex frontal de ratos adultos que foram 

submetidos a estresse por contenção durante a gestação. Além do trabalho de 

Margis e colaboradores (2004) que observaram alterações significativas no líquor 

de ratos adultos submetidos ao estresse por predador demonstrando uma 

responsividade a eventos estressores da proteína S100B no líquor. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
3  OBJETIVO 

 

 

O presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito da estimulação 

neonatal em ratos machos e fêmeas de 10 dias de idade sobre os níveis das 

proteínas S100B e GFAP no locus coeruleus, córtex frontal e bulbo olfatório, além 

do conteúdo extracelular de S100B no líquor. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



4  MATERIAIS E MÉTODOS 
 

 
 4.1  Animais 

 

 Foram utilizados ratos Wistar machos e fêmeas provenientes do biotério do 

Instituto de Ciências Básicas da Saúde da Universidade Federal do Rio Grande do 

Sul (UFRGS). Os animais foram mantidos no biotério sob um ciclo claro-escuro de 

12:12 horas com início da fase escura às 17 horas e 30 minutos.  

Fêmeas prenhas foram trazidas do biotério central da UFRGS ao biotério do 

Laboratório de Neuroendocrinologia. O momento do parto foi rigorosamente 

controlado. No dia seguinte ao nascimento, as ninhadas foram reduzidas a oito 

filhotes com um mínimo de quatro machos que foram utilizados para coleta do 

material biológico. 

 

 

4.2  Estimulação Neonatal 
 
Não-manipulados (controle): cujos filhotes não foram tocados pelo 

experimentador nem pelos tratadores durante os 10 primeiros dias de vida. 

Manipulados crônicos: os animais foram retirados da caixa por 3 minutos e 

gentilmente manipulados pelo experimentador por 1 minuto uma vez por dia 

durante os dez primeiros dias de vida (manipulação repetida).  

 

 

4.3  Obtenção do Material Biológico 
 
Os animais foram anestesiados com tiopental sódico (Cristália) na dose de 

50 mg/Kg, via intraperitoneal. 
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4.4  Líquor 
 
Amostras de líquor foram obtidas por uma punção da cisterna magna 

conforme Consiglio e Lucion (1999) e sacrificados por decapitação com uso da 

guilhotina após o procedimento. Em seguida, o líquor coletado foi armazenados 

em temperatura de 70C° negativos para quantificação de S100B.  

 

4.5  Córtex Frontal e Bulbo Olfatório 
  
Os animais foram sacrificados por decapitação com uso da guilhotina sendo 

rapidamente removido o encéfalo o qual foi colocado sobre placa de Petri invertida 

sobre gelo. A seguir com auxílio de material cirúrgico uma fatia de bulbo olfatório e 

do córtex pré-frontal foi removida e congelada e mantidas a –70°C. 

 
4.6  Obtenção do Locus Coeruleus  pela Técnica de “Punch” 
 

Após a decapitação, os encéfalos foram retirado e congelado no isopentano 

99% p.a (Vetec) em gelo seco e armazenado em -70ºC. 

Para retirar o locus coeruleus foi utilizada a técnica de punch descrita por 

Palkovits (1973). As coordenadas para localização dos núcleos foram obtidas com 

o auxílio do atlas para o encéfalo de ratos Paxinos & Watson (1997). Os encéfalos 

dos ratos foram fixados pela parte posterior no criostato e os cortes foram 

realizados da região anterior para a posterior. A temperatura interna do criostato 

foi mantida em -15 ± -1ºC. 

Para a retirada da locus coeruleus se localizou-se o ponto – 9.16 mm do 

Bregma e se fez um corte de 10 µm. Dessa fatia foi retirado um punch da Locus 

coeruleus com o auxilio de uma agulha (0.60x25). 
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4.7  Quantificação de S100B no Líquor   
 

O imunoconteúdo de proteína foi determinado por ELISA. As placas 

utilizadas para a dosagem de S100B foram previamente incubadas com 100 ul de 

anti-S100B monoclonal (clone SH-B1) em tampão carbonato-bicarboato (50 mM, 

pH 9,5), em uma diluição de 1:1000, durante 16 h a 4 ºC. Após esse período, as 

placas foram bloqueadas com 100 ul de solução de ovoalbumina 2% durante 1 h a 

temperatura ambiente. Então, 50 ul de amostra foram incubados sobre 50 ul de 

um tampão tris-cálcio (pH 8,6), durante 2 h a 37 °C. Posteriormente, a placa foi 

incubada com 100 ul de anticorpo anti-S100 policlonal em diluição 1:5000, durante 

30 minutos a 37 °C, seguida de uma incubação com 100 ul de anticorpo anti-rabbit 

conjugado a peroxidase diluído 1:5000, durante 30 minutos a 37 °C. Ao término 

desse intervalo, a revelação foi feita com 200 ul de solução de OPD durante 30 

minutos no escuro. A reação de cor foi estabilizada com a adição de 50 ul de HCL 

3 N e a leitura dos valores de absorbância foi feita em 492 nm. 

 
 4.8  Quantificação da S100B no Bulbo Olfatório, Córtex Frontal e Locus 
Coeruleus 
 

O tecido foi homogeneizado em solução salina tamponada com fosfato 

(PBS) contendo PMSF (1 mM) e EGTA (1 mM). 50uL de homogenato diluído 

1:100 em PBS foi processado como descrito no item 4.7. 

 
 4.9 Quantificação da GFAP no Bulbo Olfatório, Córtex Frontal e Locus 
Coeruleus 
 

O imunoconteúdo de proteína foi determinado por ELISA. A placa foi 

incubada com 100 µL de amostra, contendo 500 ng de proteína, durante 24 h a 

4°C. Após, a placa foi incubada durante 1 h com anticorpo policlonal anti-GFAP 

(Dako), seguida de incubação com segundo anticorpo conjugado a peroxidase 

(Amersham). A reação de cor foi realizada com OPD (o-fenilenodiamina) durante 

30 min no escuro e a leitura das absorbâncias foi realizada em 492 nm. 
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4.10 Conteúdo Protéico Total 
 

O conteúdo protéico nas amostras do tecido foi determinado pelo método 

de Lowry (1951), usando albumina bovina sérica como padrão. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

21 
 
 
 

 

 

5  ANÁLISE DOS DADOS 
 
 
Todos os dados foram analisados através do teste da ANOVA de duas vias 

comparando-se as médias através do teste de Newman-Keuls. O nível de 

significância assumido foi de p<0,05. 
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6  RESULTADOS 
6.1  Nível de S100B no Líquor 
 
 A concentração da proteína S100B foi expressa em ng/mL de líquor.  A 

média dos níveis da proteína S100B no líquor de fêmeas manipuladas foi de 8,56 

ng/mL, sendo que fêmeas não-manipuladas foi de 2,41 ng/mL. A diferença entre 

estes os dois grupos, fêmeas manipuladas e não-manipuladas, foi 

estatisticamente diferente (p<0,05). A média dos níveis de S100B dos machos 

manipulados foi de 4,60 ng/mL e a diferença da média deste grupo comparada 

com as fêmeas manipuladas também foi estatisticamente diferente.  
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Figura 1: Efeito da manipulação neonatal sobre os níveis da proteína S100B no 
líquor.  Média (+EPM) das concentrações da proteína S100B no líquor de ratos 
machos e femêas não-manipulados e manipulados aos 10 dias de idade 
*    Comparação com o grupo não-manipulados do mesmo sexo. 
# Comparação com outro sexo no mesmo grupo (não-manipulados ou 
manipulados).  
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6.2  Nível de S100B no Locus Coeruleus 
 

A média do nível da proteína do grupo fêmeas manipuladas foi de 0,14 

ng/ug, sendo que a média do grupo fêmeas não-manipuladas foi de 0,37 ng/ug. A 

diferença entre estes os dois grupos, fêmeas manipuladas e não-manipuladas, foi 

estatisticamente diferente (p<0,05).  A média do grupo machos manipulados foi de 

0,31 ng/ug e também é estatisticamente diferente das fêmeas manipuladas 

(p<0,05).  A média do nível da proteína do grupo machos não-manipulados foi de 

0,54 ng/ug, que comparada com a média do grupo fêmeas não-manipuladas foi 

estatisticamente diferente. A média do nível da proteína do grupo machos 

manipulados foi estatisticamente diferente da média do grupo machos não-

manipulados.  
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Figura 2: Efeito da manipulação neonatal sobre os níveis da proteína S100B no 
locus coeruleus. Média (+EPM) das concentrações da proteína S100B no Locus 
coeruleus de ratos machos e fêmeas não-manipulados e manipulados aos 10 dias 
de idade 
*    Comparação com o grupo não- manipulados do mesmo sexo 
# Comparação com outro sexo no mesmo grupo (não-manipulados ou 
manipulados). 
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6.3  Nível de S100B em Fatia de Córtex Frontal 
 

A média dos machos manipulados foi de 0,07 ng/ug sendo que a média do 

grupo machos não-manipulados foi de 0,19 ng/ug. 
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Figura 3: Efeito da manipulação neonatal sobre os níveis da proteína S100B no 
córtex frontal. Média (+EPM) das concentrações da proteína S100B em  fatia de 
córtex frontal de ratos machos e fêmeas  não manipulados e manipulados aos 10 
dias de idade 
*    Comparação com o grupo não manipulados do mesmo sexo. 
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6.4  Nível de S100B em Fatia de Bulbo Olfatório 
 

Não foi observada diferença significativa entre os grupos de ratos machos e 

fêmeas avaliados no que se refere à quantificação de proteína S100B expressa 

em ng/mg de proteína total na fatia de bulbo olfatório. 
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Figura 4: Efeito da manipulação neonatal sobre os níveis da proteína S100B no 
Bulbo Olfatório. Média (+EPM) das concentrações da proteína S100B em fatia de 
bulbo olfatório de ratos machos e fêmeas  não-manipulados e manipulados aos 10 
dias de idade 
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6.5 Nível de GFAP no Locus Coeruleus 
 

A média do nível da proteína do grupo fêmeas manipuladas foi de 5,57  

ng/ug, sendo que a média do grupo fêmeas não-manipuladas foi de 2,12 ng/ug. A 

diferença entre estes os dois grupos, fêmeas manipuladas e não-manipuladas, é 

estatisticamente diferente (p<0,05).  A média do nível da proteína do grupo 

fêmeas manipuladas foi estatisticamente diferente do grupo dos machos 

manipulados que têm a média de 8,12 ng/ug. 

A média do nível da proteína do grupo dos machos manipulados foi 

estatisticamente diferente do grupo machos não-manipulados cuja média é 2,49 

ng/ug. 
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Figura 5: Efeito da manipulação neonatal sobre os níveis da proteína GFAP no 
locus coeruleus. Imunoconteúdo de GFAP no Locus coeruleus de ratos machos e 
fêmeas  não-manipulados e manipulados aos 10 dias de idade 
*    Comparação com o grupo não manipulados do mesmo sexo 

# Comparação com outro sexo no mesmo grupo (não-manipulados ou 
manipulados). 
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6.6  Nível de GFAP em Fatia do Córtex Frontal 
 

Não foi observada diferença significativa entre os grupos de ratos machos e 

fêmeas avaliados no que se refere à quantificação de proteína GFAP expressa em 

ng/mg de proteína total nas fatias de córtex. 
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Figura 6: Efeito da manipulação neonatal sobre os níveis da proteína GFAP no 
córtex frontal. Média (+EPM) das concentrações da proteína GFAP em  fatia de 
córtex pré-frontal de ratos machos e fêmeas não manipulados e manipulados  aos 
10 dias de idade 
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6.7  Nível de GFAP em Fatia do Bulbo Olfatório 
 

Não foi observada diferença significativa entre os grupos de ratos machos e 

fêmeas avaliados no que se refere à quantificação de proteína GFAP expressa em 

ng/mg de proteína total nas fatias de bulbo olfatório. 
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Figura 7: Efeito da manipulação neonatal sobre os níveis da proteína GFAP no 
bulbo olfatório. Média (+EPM) das concentrações da proteína GFAP em  fatia de 
bulbo olfatório de ratos machos e fêmeas  não manipulados e manipulados aos 10 
dias de idade 
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7  DISCUSSÃO 
 

 

O período logo após o nascimento é crítico para o desenvolvimento do 

sistema nervoso em ratos. Interferências ambientais neste período, como o 

procedimento de manipulação neonatal, têm sido amplamente utilizadas para 

avaliação do mecanismo pelo qual intervenções no período neonatal podem 

modificar estruturas neurais que, por sua vez, atuam sobre o desenvolvimento 

neuroendócrino, morfológico e comportamental de ratos (Meerlo et al., 1999; 

Lucion et al., 2003). A intervenção neonatal utilizada neste trabalho foi a 

manipulação neonatal, no qual a ninhada composta de oito filhotes foi submetida à 

manipulação diária pelo pesquisador, durante um minuto, nos dez primeiros dias 

de vida. Dentre os sistemas alterados pela manipulação neonatal, a atividade das 

células gliais têm sido pouco investigada.  

O nível das proteínas astrogliais S100B e GFAP é um parâmetro 

importante, pois nos permite avaliar indiretamente se a proliferação e 

sobrevivência das células gliais está ocorrendo de maneira adequada. O presente 

trabalho investigou a atuação da manipulação neonatal sobre os níveis de S100B 

e GFAP e verificou que ocorrem diversas alterações devido a este procedimento 

em ratos de machos e fêmeas aos 10 dias de idade pós-natal.   

Nossos resultados apresentados na figura 1 mostram que a manipulação 

neonatal em ratas fêmeas aos 10 dias de idade induz um aumento dos níveis da 

proteína S100B no líquor. A presença de S100B no líquor durante o 

desenvolvimento reflete predominantemente a secreção da proteína nas diversas 

regiões encefálicas. Em cultura, uma secreção mais acentuada tem sido 

observada nas fases mais imaturas e pré-confluentes de astrócitos (Tramontina et 

al, 2002). A secreção astrocítica de S100B é estimulada por agonistas dos 

receptores 5-HT1A, adenosina e ácido lisofosfatídico (Donato, 2003).  Conforme 

Smythe e colaboradores (1994), a manipulação neonatal aumenta o turnover de 

serotonina em regiões do encéfalo do neonato, portanto o aumento de 
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S100B encontrado do líquor de ratas manipuladas de 10 dias pode estar 

relacionado aos níveis de serotonina no encéfalo destes animais.  

Estudos prévios encontraram um aumento da expressão da S100B com a 

maturidade glial e, em paralelo, uma redução da quantidade secretada 

(Tramontina et al, 2002; Netto et al, 2005). Portanto, este aumento na secreção de 

S100B verificado em fêmeas manipuladas de 10 dias se caracteriza como uma 

alteração do desenvolvimento glial, pois o esperado seria um nível proporcional na 

secreção desta proteína no líquor como ocorre com os animais não-manipulados. 

Margis e colaboradores (2004) encontraram uma significativa redução dos níveis 

de S100B no líquor de ratos adultos após 24 horas de exposição ao gato em 

relação aos ratos Wistar não expostos sugerindo uma responsividade desta 

proteína ao estresse. Assim, a manipulação neonatal por induzir também uma 

alteração nos níveis de S100B no líquor de fêmeas poderia ser considerada uma 

perturbação ao sistema nervoso semelhante à exposição a situações estressoras 

em ratos adultos.  

Verificamos que a manipulação neonatal induz uma diminuição dos níveis 

de S100B no locus coeruleus em ratos machos e fêmeas de 10 dias (figura 2). O 

locus coeruleus é uma estrutura bastante sensível a estímulos do meio ambiente 

no período neonatal e há ativação de neurônios desta estrutura em resposta a 

privação maternal em filhotes (Deng et al., 2001) o que sugere  que este sistema 

pode participar na modulação de respostas ao estresse durante o 

desenvolvimento. Conforme Lucion e colaboradores (2003) a manipulação 

neonatal induz a uma redução permanente no número de células nervosas do 

locus coeruleus de ratos machos e fêmeas. Esta alteração neuromorfológica em 

ratos manipulados pode estar relacionada com esta diminuição dos níveis de 

S100B neste núcleo, já que esta proteína em níveis ideais estimula a extensão de 

neuritos e aumenta a sobrevivência de neurônios e astrócitos durante o 

desenvolvimento (Selinfreund., 1990).  Um déficit nos níveis de S100B indica que 

há um prejuízo na proliferação e sobrevivência de neurônios e astrócitos no locus 

coeruleus de ratos que foram manipulados no período neonatal. Van den Hove e 
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colaboradores (2006) demonstraram que o estresse pré-natal reduz a expressão 

da proteína S100B no hipocampo de rato neonato (1° dia de vida) indicando que 

intervenções no período crítico após o nascimento induzem alterações na 

expressão desta proteína. 

O aumento encontrado no líquor de ratas manipuladas juntamente com 

diminuição de S100B verificada no locus coeruleus pode indicar que há uma 

redução de S100B intracelular de astrócitos devido à secreção aumentada no 

líquor, visto que na proximidade do local onde realizamos a punção da cisterna 

magna para coleta de líquor encontra-se o locus coeruleus. Estes dados 

associados podem indicar que a manipulação neonatal induz uma alteração na 

quantidade de S100B sintetizada e secretada pelo astrócito neste núcleo.  

Observamos no presente estudo que a manipulação neonatal induz um 

aumento nos níveis da proteína GFAP no locus coeruleus (figura 5) em ratos 

machos e fêmeas de 10 dias de idade. Por outro lado, observamos uma redução 

no conteúdo de S100B no locus coeruleus aos 10 dias, tanto em machos quanto 

em fêmeas. A S100B regula polimerização da GFAP, tanto por seqüestrar 

monômeros e dímeros bloqueando o processo de elongação dos filamentos 

intermediários (Bianchi et al., 1996), quanto por diminuir a fosforilação da GFAP 

(Ziegler et al., 1998). Portanto a mudança na relação GFAP/S100B talvez implique 

na mudança da organização dos filamentos intermediários. Estudos envolvendo 

imunoistoquímica para GFAP no locus coeruleus poderiam confirmar essa 

possibilidade. 

É importante salientar que GFAP e S100B têm mecanismos independentes 

de expressão gênica e que as variações na expressão não são necessariamente 

paralelas em diversas situações. Por exemplo, ratos submetidos à intoxicação pré-

natal com metil-mercúrio têm uma redução GFAP e aumento de S100B no 

hipocampo ao nascimento (Vicente et al., 2004). Atualmente não sabemos se essa 

diferença de comportamento específica no locus coeruleus de animais 

manipulados (aumento de GFAP e redução de S100B) envolve diferentes 
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populações de células gliais ou não. O exato significado destas variações e suas 

implicações permanecem ainda não esclarecidos.  

O bulbo olfatório é a estrutura principal no aprendizado olfatório e uma 

alteração nos níveis de S100B e GFAP poderia justificar o resultado de Raineki 

(2006) que encontrou que a manipulação repetida no sétimo dia de idade induz 

em fêmeas uma diminuição no aprendizado olfatório. Entretanto, não encontramos 

diferenças significativas nos níveis de S100B e GFAP nesta estrutura (figura 4 e 

7).  

Observamos que a manipulação neonatal induz uma diminuição dos níveis 

de S100B no córtex frontal de ratos machos (figura 3).  Esta diminuição dos níveis 

de S100B pode estar relacionada com a diminuição do número de neurônios do 

córtex frontal no 11° dias de vida em ratos machos e fêmeas indicada por Lucion 

et al; (1999)  já que a S100B tem atuação neurotrófica. Desta forma, uma redução 

da quantidade de S100B poderia resultar num atraso da extensão de neuritos e 

decréscimo da proliferação glial no córtex frontal.  

Conforme Barros e colaboradores (2006) o estresse por contenção durante 

a gestação de ratos induziu na ninhada diversas alterações nos filhotes quando 

adultos, como o aumento nos níveis de S100B e a imunorreatividade GFAP, além 

de uma redução na arborização dendrítica e diminuição no número de sinapses no 

córtex frontal. Portanto, podemos verificar que o córtex frontal é uma estrutura 

susceptível a intervenções no início do desenvolvimento pós-natal que podem ser 

detectadas na avaliação dos níveis de S100B. 

A diminuição dos níveis da S100B verificado no córtex frontal de ratos 

machos manipulados pode estar relacionado com o baixo desempenho em tarefas 

de aprendizado verificado em ratos manipulados (Anisman et al.,1998) e a 

interpretação inadequada do ambiente como o comportamento de exploração da 

área do gato no teste de campo-aberto com gato (Padoin, 2001). Conforme Mello 

e Souza e colaboradores (2000) há relação da S100B extracelular nos processos 

associados à memória assim como na modulação da plasticidade sináptica, 

porém, os mecanismos que abrangem este processo ainda não foram elucidados.  
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Camundongos transgênicos, que expressam elevadas concentrações de 

S100B, demonstram alterações comportamentais além de apresentar uma alta 

densidade de dendritos no hipocampo durante períodos precoces do 

desenvolvimento pós-natal e uma significativa perda de dendritos ao completarem 

um ano de idade (Whitaker-Azmitia et al, 1997).  

A alteração dos níveis da proteína S100B é relacionada com as 

características cognitivas deficitárias dos portadores da síndrome de Down (Griffin 

et al., 1989). O gene que codifica a proteína S100B está localizado no 

cromossomo 21 e na síndrome de Down esta região cromossômica apresenta 

uma cópia extra, o que determina um aumento constitutivo na expressão e nos 

níveis extracelulares da S100B (Donato, 2001). Portanto, alterações nos níveis de 

S100B podem indicar repercussões deficitárias no desenvolvimento cognitivo e 

comportamental como as que são verificadas em ratos que foram manipulados no 

período neonatal. 

Os resultados obtidos neste trabalho demonstraram diferenças sexuais nos 

níveis da expressão de S100B. Foi verificado que machos não-manipulados têm 

um maior nível de S100B comparados com fêmeas não-manipuladas no locus 

coeruleus (figura 2). Este dado pode estar relacionado com a atuação dos 

esteróides gonadais no período neonatal sobre o locus coeruleus que é um núcleo 

sexualmente dimórfico (Deng et al., 2001). Neste período crítico do 

desenvolvimento, os machos, diferentemente das fêmeas, estão submetidos à 

atuação da testosterona que é convertido em estradiol no encéfalo (Benton et al., 

1995).  

As células gliais demonstram uma responsividade a esteróides gonadais 

que tem sido bem caracterizada por mudanças físicas em sua morfologia e os 

efeitos da testosterona sobre os astrócitos são provavelmente mediados pela 

conversão da testosterona em estradiol (Garcia-Segura & McCarthy, 2004).  

Mong e Blutstein (2006) demonstraram que o estradiol aumenta a atividade 

da expressão gênica na neuroglia, incluindo glutamina sintetase. Este dado sugere 

que a regulação da neurotransmissão de glutamato envolve uma responsividade 
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glial a esteróides gonadais. Portanto, é consistente a hipótese de que a expressão 

e secreção da proteína S100B possa ser modulada pelos esteróides gonadais, 

assim como o aumento dos níveis de S100B verificado em machos seja 

conseqüência da maior quantidade de estradiol no encéfalo dos ratos machos de 

10 dias. 

Com os experimentos realizados no presente trabalho podemos concluir 

que a manipulação neonatal induz alterações na atividade astrocítica que podem 

estar relacionadas com as diversas modificações no SNC observadas nos animais 

que foram submetidos a este procedimento. As repercussões dos resultados 

obtidos estão relacionados principalmente com as funções da proteína S100B no 

SNC como a proliferação e sobrevivência de neurônios e glias.  

 

 



8  CONCLUSÕES 
 

 

A interpretação dos resultados deste estudo encaminham para as seguintes 

conclusões: 

A manipulação neonatal induz um aumento da proteína S100B no líquor em 

ratas fêmeas aos 10 dias de idade. 

A manipulação neonatal induz uma diminuição na expressão de S100B no 

locus coeruleus em ratos machos e fêmeas aos 10 dias de idade. 

A manipulação neonatal induz uma diminuição na expressão de S100B no 

córtex frontal de machos aos 10 dias de idade. 

A manipulação neonatal induz um aumento na expressão da proteína GFAP 

no locus coeruleus em machos e fêmeas aos 10 dias de idade. 

Os machos não-manipulados têm um maior nível de S100B comparados 

com fêmeas não-manipuladas no locus coeruleus aos 10 dias de idade, sugerindo 

a atuação do estradiol sobre os níveis de S100B. 
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