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RESUMO

As crises neonatais, manifestagdes agudas de disfungdes no Sistema Nervoso Central (SNC),
estdo entre uma das emergéncias mais comuns e fatais apds o parto, responsaveis por
intensos comprometimentos cerebrais, podendo afetar a sociabilidade e emocionalidade dos
individuos. Dentre as regides possivelmente comprometidas, a RTDS (Rede Neural de
Tomada de Decisao Social) € mais vulneravel as crises epilépticas, uma vez que as descargas
elétricas podem levar a uma resposta inadequada com alteragdes na plasticidade neuronal,
como mudancas celulares, incluindo neurénios. Assim, o modelo de Status Epilepticus é
promissor para entender a relagao entre a sociabilidade, a emocionalidade e a RTDS. Dessa
forma, o projeto tem como propdsito examinar a ativagdo neural, em ratos Wistar macho,
seguida da exposi¢gdo a um novo contexto e a uma novidade social, que apresentariam
nenhuma ou reduzida quantidade de células nervosas, respectivamente, e destacando os
sitios da rede relacionados aos prejuizos causados pela descarga elétrica. Sendo assim, a
pesquisa seguiu a metodologia em que foi necessario induzir o Status Epilepticus nos animais,
realizar os testes de exposi¢ao a um novo contexto e a uma novidade social e, posteriormente,
perfusdo cardiaca, seguida da analise de laminas de cortes cerebrais para contagem de
neurénios. O estudo indicou que a quantidade de neurénios corresponde ao estabelecido no
objetivo, de modo que a ativagdo da rede neural associada a um novo contexto, ndo
apresentou alteracdo no numero de células nervosas € a ativagcéo da rede neural relacionada

a um novo estimulo social apresentou decaimento do nimero de neurénios.
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ABSTRACT

Neonatal crises, acute manifestations of dysfunctions in the Central Nervous System (CNS),
are among one of the most common and fatal emergencies after childbirth, responsible for
intense brain damage, which can affect the sociability and emotion of individuals. Among the
possibly compromised regions, the RTDS (Social Decision-Making Neural Network) is more
vulnerable to epileptic seizures, since electrical discharges can lead to an inadequate
response with changes in neuronal plasticity, such as cellular changes, including neurons.
Likewise, the Status Epilepticus model is promising to understand the relationship between
sociability, emotionality and RTDS. Thus, the project aims to examine neural activation in male

Wistar rats, followed by exposure to a new context and a social novelty, which would show no
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or a reduction in the number of nerve cells, respectively, and highlighting the sites of the
network related to damage caused by electrical discharge. Therefore, the research followed
the methodology in which it was necessary to induce Status Epilepticus in animals, carry out
exposure tests to a new context and social novelty and, subsequently, cardiac perfusion,
followed by the analysis of brain sections to count neurons. The study indicated that the
number of neurons corresponds to that established in the objective, so that the activation of
the neural network associated with a new context, did not change the number of nerve cells
and the activation of the neural network related to a new social stimulus showed decay. of the

number of neurons.
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INTRODUCAO

Entre as patologias neurolégicas mais frequentes do periodo neonatal (até 4
semanas), encontram-se as crises convulsivas, de alta morbi-mortalidade, cuja
incidéncia varia entre 1,8-5/1.000 nascidos vivos (COSTA et al., 2001). As crises
neonatais sdo um problema neurolégico, que pode ser o primeiro e unico indicador de
disfungbes no Sistema Nervoso Central (SNC), caracterizado como descarga elétrica
sincrona e excessiva de um grupo ou uma totalidade de neurdnios (MARTINS,
PEREIRA, 2023). Devido a imaturidade do cérebro, o impacto das crises epilépticas
pode provocar um comprometimento cerebral grave, como anormalidade crénica da
sociabilidade e da emocionalidade, cujos mecanismos ainda n&do foram

completamente compreendidos.

Assim, o status epilepticus (SE), ou Estado de Mal Epiléptico (EME), no que |he
concerne, definido como crise convulsiva com duragdo maior que 5 minutos, € um
modelo promissor para o estudo da associacdo entre as crises epilépticas e as
anormalidades de sociabilidade. Esse padréo pode facilitar a investigagédo da Rede
Neural de Tomada de Decisées Sociais (RTDS), responsavel por fungdes envolvidas
com sociabilidade e emocionalidade, que avalia e responde as pistas sociais de
modalidades sensoriais e ndo sociais, e implementa uma resposta adaptativa frente
aos desafios e oportunidades (O’'CONNEL, HOFMANN, 2011, 2012).

Portanto, devido a vulnerabilidade do cérebro as crises neonatais, o projeto pretende
examinar a ativagao neural da RTDS seguida de exposigao a um novo estimulo social
e a um novo contexto, de modo a identificar os sitios da rede relacionados aos

prejuizos da sociabilidade, no modelo do SE neonatal.
REFERENCIAL TEORICO

A rede neural do comportamento social (RNCS), descrita por Newman (1999), baseou-
se no papel de regides cerebrais sensiveis aos esteroides sexuais na regulagédo de
multiplas formas de expressao do comportamento social (comportamento sexual,
comportamento agressivo, afiliagao e vinculo, comportamento parental e na resposta
ao estresse social). No entanto, a RNCS carecia de regides para detectar, avaliar e
responder as pistas de multiplas modalidades sensoriais de outros individuos do
grupo, que avaliassem aspectos potencialmente recompensadores das interagbes
sociais e que respondesse por comportamentos sociais complexos, como a formagao,
manutencdo e ajuste dindmico de hierarquias sociais que dependem da capacidade
de memorizar informagdes sobre individuos especificos, perceber mudangas no
ambiente social, e de se ajustar a elas (O'CONNEL, HOFMANN, 2012). Esses
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aspectos, em geral, sdo mediados pelo Sistema Cerebral de Recompensa, definido
por seus componentes centrais (nucleo accumbens, area tegmentar e cortex pré-
frontal — Figura 1) e por seu comprometimento com o sistema limbico, amigdala e
hipocampo, de maneira que todos os comportamentos que sao reforcados por uma
recompensa, propendendo-se a serem repetidos e aprendidos (BRASIL, 2017).
Biologicamente, esse sistema garante a sobrevivéncia, através de atitudes como
comer, beber e reproduzir (SOARES, 2010).

Figura 1 — Representagéo do encéfalo humano com marcagdes das principais areas do
Sistema de Recompensa Cerebral

Fonte: Brasil, 2017

Assim, O’'Connell e Hofmann (2011, 2012), observaram que as estruturas cerebrais do
sistema de recompensa dopaminérgico mesolimbico evoluiram para expressar muitos
dos mesmos receptores e genes que intercedem comportamentos sociais que foram
considerados para definir a RNCS. Desse modo, fundiram o RNCS com o sistema de
recompensa dopaminérgico mesolimbico, elaborando o termo Rede Neural de
Tomada de Decisao Social (RTDS), Figura 2, que passou a incluir o nucleo accumbens
(NAc), Ventral Palido (VP), Amigdala basolateral, (BLA), Hipocampo (HIP), a area
tegmentar ventral (VTA) e cortex Pré-frontal (CPF).

Figura 2 — Representagéo do encéfalo humano com marcagao das principais areas da RTDS
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Fonte: GOELDNER, 2009.

Nessa rede neural, apesar de ter sido reconhecida recentemente e ainda n&o ser
totalmente compreendida, o sistema mesolimbico e o mesocortical, que juntos
constituem o sistema de recompensa cerebral, foram associados, de modo que, as
estruturas da RTDS, fossem responsaveis por diferentes fungbes. Dessa forma, o
cortex pré-frontal foi associado as fungdes cognitivas superiores e pelo controle do
sequenciamento de agdes; a amigdala, estrutura responsavel pelo processamento do
conteudo emocional de estimulos ambientais; o hipotalamo, a resposta ao estresse e
integracdo dos estimulos do meio interno e externo; o hipocampo, o sitio da memoria
social, da representacido de diferentes dimensdes do espaco social, de rastreio do
comportamento social dinamico, da flexibilizagdo do mapa cognitivo social para
adaptacdo a novos contextos sociais, por conseguinte, € também alvo do
comportamento social desadaptativo em alguns transtornos psiquiatricos; e o nucleo
accumbens, pelo aprendizado e pela motivagao, bem como pela valorizagao de cada
estimulo (BRASIL, 2017).

Porém, em destaque, o hipocampo, localizado no assoalho do ventriculo lateral, tem
papel central na memoria episddica e na navegagao espacial sendo considerado uma
estrutura espaco-temporal dentro do qual os varios componentes sensoriais,
cognitivos e emocionais estdo associados para contextualizar a experiéncia
(KNIERIMKet al., 2015). Essa estrutura, inclui o giro dentado (DG) e as regides CA1,
CA2, CA3 (Figura 3). Situada entre as regides CA1 e CA3, a regidao CA2 conecta-se
com todas as sub-regides do hipocampo desempenhado um papel central na meméria
social. Dessa forma, é evidente que haja prejuizo na sociabilidade em pacientes e
ratos com epilepsia do lobo temporal e lesdo hipocampal (WANG et al., 2015; IVES-
DELIPERI et al., 2019; MARIN et al., 2008), especialmente, na inativagéo das células

piramidais ou lesao da regiao CA2.
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Figura 3 — Regides CA1, CA2 e CA3 do hipocampo
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Fonte: UNICAMP, [s.d].

O papel da CA2 na memdria social esta associado as suas conexdes (HAINMUELLER
et al.,, 2014), pois os seus neurdnios piramidais recebem impulsos excitatorios do
cortex entorrinal (CHEVALEYRE et al, 2010), do septo medial, do nucleo
supramamilar, da banda diagonal de Broca, do nucleo paraventricular do hipotalamo
e do nucleo mediano da rafe (CUIl et al., 2013; LERQY et al., 2018) e enviam impulsos
excitatorios para todas as regides do hipocampo, mas principalmente para a regido
CA1 ventral (TAMAMAKIet al., 1988; KOHARA et al., 2014). O nucleo paraventricular
do hipotalamo produz e secreta os neuropeptideos ocitocina e vasopressina que
alcanca regides seletivas do hipocampo para mediar papel essencial na memoria
social. Em 1985, houve a identificacdo de receptores de ocitocina no hipocampo
(LEEWEN et al., 1985). A estimulacdo dos axénios vasopressinérgicos melhorou a
memoria de reconhecimento social pela ativacdo seletiva dos receptores
vasopressinérgicos 1B (AVPr1b) expressos nos neurdnios piramidais da regido CA2
dorsal (SMITH et al., 2016).

Em roedores, por apresentarem um fenotipo comportamental de autismo de grau leve,
com déficits no comportamento de brincar, baixa preferéncia pela novidade social,
déficit na discriminagdo social, aumento do estado de ansiedade e prejuizo na
vocalizagdo ultrassbnica, porém sem prejuizo na memoéria social, flexibilidade
comportamental e aprendizagem associativa, foi registrado redugédo na motivagéao
social, da expressédo do receptor de ocitocina (OTR) no hipocampo, aumento do
conteudo de ocitocina (OT) no hipotalamo, sem alteragdo na expressdo de genes
relacionados ao sistema de recompensa (DRD1 e DRD2 no estriado), de genes
relacionados a plasticidade sinaptica do hipocampo (NT3 e sinapsina) (CASTELHANO
et al., 2010; TALOS et al., 2012; CASTELHANO et al. al., 2013; LUGO et al., 2014;
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BERNARD, BENKE, 2015; BERNARD et al., 2015; CASTELHANO et al., 2015;
MIKULECKA et al., 2019; HODGES et al., 2019, REYNOLDS et al., 2016; REYNOLDS
etal., 2017).

Além disso, a facilitagdo da sinalizagdo por reguladores socioemocionais
(endocanabinoides) antes do encontro social, por meio da inibicdo enzimatica,
diminuiu a motivagéo social e a discriminagao social de ratos normais, sem efeito nos
animais afetados pelas crises neonatais, com sociabilidade prejudicada. Tal fato foi
relacionado baixa sinalizagdo mediada pela ocitocina, pelo nucleo paraventricular
(PVN) do hipotalamo para o nucleo accumbens, visto que o endocanabinoides é
dependente da liberagdo de OT que promove a mobilizagdo de anandamida no nucleo
accumbens do camundongo (NAC). Esta descoberta indica que a sinalizagdo mediada
por anandamida nos receptores, impulsionada pela ocitocina, modula a recompensa
(LIMA et al., 2020).

Ademais, em 2016, foi demonstrado que a conexdo entre CA1 ventral e Nucleo
accumbens, regiao da concha (NAc), é essencial para a discriminagdo social
(OKUYAMA et al., 2016), e, em 2018, através de uma abordagem farmacogenética e
optogenética, inativaram reversivelmente a CA2 dorsal e as suas projegdes para o
hipocampo ventral durante as fases de aquisi¢cao e recuperagdo da memoaria social e
observaram que os neurdnios piramidais da regido CA2 dorsal sao essenciais para
ambas as fases (MEIRA et al., 2018). Assim, a conexao excitatéria entre CA2 dorsal,
CA1 ventral e a projegcao para o nucleo accumbens é necessaria e suficiente para
mediar a discriminagdo de estimulos sociais, mas ndo os nao sociais. Ou seja,
roedores sdo naturalmente curiosos sobre uma novidade social (animal da mesma
espécie, ndo-familiar, do mesmo sexo), ou seja, demostram mais interesse por um rato
desconhecido do que um familiar. Entretanto, quando apresentam a regido CA2
inativada ou afetada, por exemplo, pela descarga elétrica das crises epilépticas
neonatais, ndo mostram interesse pela novidade social, uma vez que a conexao

excitatoria ndo seria suficiente (LEITE, 2014).
METODOLOGIA
3.1. Animais

O projeto foi aprovado pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Presbiteriana Mackenzie, e desenvolvido no laboratério de
Neurobiologia e Metabolismo Energético. As idades foram definidas a partir da
data do nascimento e denominadas com PO. Ratos Wistar recém-nascidos

foram mantidos com as suas maes em estantes ventiladas sob condigcbes
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3.2.

3.3.

controladas (Ciclo claro/escuro 07h-19h; 22—-24 °C e umidade relativa de 50-
55%). Em P5, houve a sexagem, fazendo parte da pesquisa apenas filhotes
machos. Em P21, os animais foram desmamados e alojados em grupos com

acesso livre a agua e comida.

Onde “P” é relacionado ao tempo de vida, dado em dias (numero subsequente),

exemplo, P5 = 5 dias apds nascimento.
Inducao do Status Epilepticus neonatal

A pilocarpina foi utilizada para induzir o Status Epilepticus, conforme estudos
anteriores (Castelhano et al., 2010, 2013, 2015; Pacifico et al., 2020 e Ribeiro
et al., 2020), nos ratos Wistar machos P9, que corresponde a um recém-
nascido a termo, recebendo pilocarpina (Sigma) 3,8% em solugéo salina (380
mg / kg, i.p.) ou solugao salina (0,1mL / 10g). Durante este periodo os animais
ficam sob uma fonte de luz para se manterem aquecidos. A taxa de mortalidade
€ em torno de 10%. Apods a cessagao do SE (cerca de 3,5 —4 horas), 0os animais
retornam para as caixas moradias até serem desmamados no 21 ° dia pos-
natal e agrupados 3-5 animais por caixa para constituir os seguintes grupos
(tabela 1).

O grupo CTR néo recebeu qualquer estimulo, pois séo a referéncia da ativagao
basal do gene c-fos. O c-fos € um proto-oncogene de ativagdo imediata, cujo
produto proteico (proteina c-fos) € usado como marcador de ativagéo neural e

pode ser identificado por técnicas de imuno-histoquimicas (BULLITT, 1990).

Tabela 1. Distribuigdo dos animais em grupos.

CRT - novo contexto (5 animais)
CONTROLE (10 ANIMAIS) CRT - novidade social (5

animais)

GRUPOS

EXP — novo contexto (5 animais)
EXPERIMENTAL (10

ANIMAIS) EXP — novidade social (5
animais)

Testes comportamentais

Os testes ocorreram em ratos (P60-70) habituados previamente (45 minutos)
a sala de experimentacdo com pouca iluminacgao, entre 8:00-12:00 horas, sem

a presenca do experimentador e filmados para analise posterior.

3.3.1. Ativacao neural diante da exposi¢cdao a uma novidade social
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3.4.

3.5.

Animais (CTRA e EXPA) habituados a uma arena circular (50 cm (altura) x
60 cm (didmetro) contendo uma caixa de acrilico (L x P x A, 40 cm x 40 cm
x 40 cm) durante 3 dias por 10 minutos, foram expostos a um estimulo
social ndo familiar num contexto familiar. O estimulo social € um animal, da
mesma espécie, nao-familiar, do mesmo sexo (30-35 dias pds-natal)
inserido na caixa de acrilico por 10 minutos. A investigacdo social é
avaliada durante o tempo de exposicdo ao novo estimulo social. Ao final,
os animais sido anestesiados e perfundidos 1,5 horas do término do

experimento.

3.3.2. Ativacao neural diante da exposi¢cdo a um novo contexto

Animais (CTRB e EXPB) foram transferidos das caixas moradias para uma
arena circular, (50 cm (altura) x 60 cm (didmetro) contendo uma caixa de
acrilico (L x P x A, 40 cm x 40 cm x 40 cm) por 10 min. Ao final, os animais

sdo anestesiados e perfundidos apés 1,5 horas do término do experimento.
Perfusao transcardiaca

Os ratos foram anestesiados profundamente com Uretana (1,2g/kg),
perfundidos com tampéao PBS (0,1M, pH 7,4), seguido de PFA 4% com auxilio
de uma bomba peristéltica (Masterflex L/S, 15 ml/min) por meio de uma agulha
(40X12) inserida no ventriculo esquerdo. Em seguida, os ratos foram
decapitados e os encéfalos removidos. Os encéfalos permaneceram por 24
horas em PFA 4% e, posteriormente, em solugdo de sacarose 30% por 72
horas. Com o auxilio do vibratomo de Iamina vibratéria (Leica System), de
acordo com o atlas Paxinos e Watson, 6th edition, 2009, versdo compacta,
foram obtidos cortes coronais seccionados na espessura de 40 mm, referentes
as seguintes regides: cortex pré-frontal (4,68 mm a 2,76 mm), nucleo
accumbens (4,24 mm a 0,96 mm), hipotalamo, hipocampo e amigdala (-1,56

mm a -5,04 mm).
Imunofluorescéncia

As fatias (4/6 por regiao de interesse por animal) lavadas com PBS 0,1 M (3x10
min) foram colocadas em tampao de bloqueio (10% de soro de cabra, 5% de
albumina de soro bovina e 0,2% Triton X-100 em PBS 0,1 M) por 1 hora.
Posteriormente, incubadas “overnight” a 40 °C com o anticorpo primario
monoclonal anti-C-fos (1:1000) em solugdo de 5% de soro de cabra, 1% de
BSA em PBS 0,1 M contendo 0,2% de ftriton X-100. Apdés o periodo de

incubagédo, as fatias foram lavadas 3 vezes com PBS e incubadas com o
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anticorpo secundario (Donkey anti-Mouse IgG (H+L) Secondary Antibody,
Texas Red, 1:500) por 2 horas a temperatura ambiente em solugao de 5% de
soro de cabra, 1% de BSA em PBS 0,1 M contendo 0,2% de triton X-100. A
seguir, as fatias foram lavadas 2 vezes com PBS e depois na presenga de DAPI
(1:10.000). As fatias, entdo, foram organizadas em laminas de vidro com
fluoromount-G e cobertas com laminulas e analisadas em microscopio de
fluorescéncia, fotografadas e as imagens analisadas no Image J (software para
processamento e analise de imagens, desenvolvido por Wayne Rasband no
National Institute of Mental Health, USA).

4. RESULTADO E DISCUSSAO

41.

Ativagcao mediante a novo contexto social

A ativagao da rede neural por meio de um novo contexto social foi baseada na
hipétese de que os animais, no modelo do Status Epilepticus, nao
apresentariam nenhuma mudanca, em relagdo ao numero de neurdnios, entre
0 grupo controle e o experimental, visto que conexdo excitatéria entre as
diferentes regides do hipocampo (CA2 dorsal e CA1 ventral) e a projegao para
0 nucleo accumbens nao é suficiente para mediar discriminagao de estimulos
sociais. Assim, apos o processo de imunofluorescéncia, as imagens das
laminas dos cortes cerebrais foram analisadas por meio do ImageJ, obtendo

os dados conforme Figuras 4, 5, 6 e 7, e Tabela 2.

Figura 4 — Imagem da regiao do hipocampo (esquerda) e contagem de neurdnios a
vista (direita) — Caixa 1, animal 2
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Figura 5 - Imagem da regido do hipocampo (esquerda) e contagem de neurdnios a
vista (direita) — Caixa 1, animal 2A

Figura 6 - Imagem da regido do hipocampo (esquerda) e contagem de neurdnios a
vista (direita) — Caixa 2, animal 1A

Figura 7 - Imagem da regido do hipocampo (esquerda) e contagem de neurdnios a
vista (direita) — Caixa 2, animal 1B

A partir das Figuras 4, 5, 6 e 7, foram feitas as contagens de neurdnios e que
estdo indicadas na Tabela 2.
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4.2.

Tabela 2. Informagdes geradas a partir do Imaged baseado na analise das figuras 4,

5,6e7
AREA (PIXELS / i CELULAS POR
GRUPO | CAIXA | ANIMAL n CELULAS N
MICROMETRO) MICROMETRO
CRT -
1 2 83129.412 23 27 x10*
contexto
CRT -
1 2A 28416.609 13 45x 10
contexto
EXP -
2 1A 20612.111 28 1,3x10°%
contexto
EXP -
2 1B 29993.426 30 1x10°
contexto

Dessa forma, de acordo com os dados das Figuras 4, 5, 6 e 7, e da Tabela 2,
nao houve variagao drastica do niumero de neurdnios, comprovando a hipétese
de que, mesmo com a regido CA2 afetada pelo modelo SE, ndo haveria
alteracdes significativas no numero de células, uma vez que a conexao
excitatoria entre as diferentes regides do hipocampo (CA2 dorsal e CA1
ventral) e a projegédo para o nucleo accumbens néo é suficiente para mediar

discriminacdo de estimulos sociais.
Ativacao mediante a novidade social

A ativagédo da rede neural por meio de uma novidade social foi baseada na
hipétese de que os animais, no modelo do Status Epilepticus, apresentariam
uma redugao, em relagdo ao numero de neurénios, entre o grupo controle e o
experimental, visto que conexao excitatéria entre CA2 dorsal, CA1 ventral e a
projegao para o nucleo accumbens € necessaria e suficiente para mediar a
discriminacao de estimulos sociais, que, no caso, € a interagdo com um animal
da mesma espécie e sexo. Dessa maneira, apdés 0 processo de
imunofluorescéncia, foi possivel fazer as analises das imagens das laminas
cerebrais no software do ImageJ, alcangando os dados da Tabela 3 e das
imagens 8, 9, 10, 11 e 12.
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Figura 8 - Imagem da regido do hipocampo (esquerda) e contagem de neurdnios a
vista (direita) — Caixa 5, animal 2A

Figura 9 - Imagem da regido do hipocampo (esquerda) e contagem de neurdnios a
vista (direita) — Caixa 5, animal 2B

Figura 10 - Imagem da regido do hipocampo (esquerda) e contagem de neurdnios a
vista (direita) — Caixa 7, animal 4A
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Figura 11 - Imagem da regido do hipocampo (esquerda) e contagem de neurdnios a
vista (direita) — Caixa 9, animal 3

Figura 12 - Imagem da regido do hipocampo com a contagem de neurénios a vista —
Caixa 9, animal 3A

A partir das Figuras 8, 9, 10, 11 e 12, foram feitas as contagens de neurdnios

e que estdo indicadas na Tabela 3.

Tabela 3. Informagdes geradas a partir do ImagedJ baseado na analise das figuras 8,

9,10,11e 12
) CELULAS
AREA (PIXELS / 5
GRUPO | CAIXA | ANIMAL n CELULAS POR
MICROMETRO) "
MICROMETRO
CRT -
) 5 2A 18250.173 36 1,9x 103
social
CRT -
5 2B 29491.003 43 1,4x10°%
social
CRT -
) 7 4A 18664.706 29 1,5x 10
social
EXP -
) 9 3 10611.419 9 8,4x10%
social
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EXP -

social

9 3A 37621.107 4 1x10*

Dessa forma, de acordo com os dados das Figuras 8, 9, 10, 11 e 12, e da
Tabela 3, houve variacido drastica do numero de neurdnios, comprovando a
hipotese de que haveria alteragbes significativas no niumero de células nas
diferentes regides do hipocampo (CA2 dorsal e CA1 ventral), uma vez que
foram afetadas pelo modelo SE, ou seja, a conexao excitatoria projetada para
0 nucleo accumbens, que é necessaria, nao foi suficiente para mediar

discriminagao de estimulos sociais.
5. CONSIDERAGCOES FINAIS

Com base nos dados apresentados no item 4. Resultados e Discussao, foi constatado
gue o numero de laminas analisadas foi menor que o esperado, isto, devido ao fato
que, durante o método de perfusao, na retirada do encéfalo, o mesmo sofreu alguns
danos, o que dificultou o corte pelo vibratomo, provocando a perda de fatias,
prejudicando o processo de separagao para a imunofluorescéncia. Outro problema
enfrentado foi durante o processo fotografico das laminas, onde se observou que a
marcagao com somatostatina (SST) estava apenas na regido do hipocampo (capaz de
marcar, por exemplo, nucleo accumbens e camadas piramidais), sem marcagao
expressiva do pré-frontal e que nem todos os animais haviam marcagdo de SST,
podendo indicar um erro de concentracido ou aplicacdo da proteina marcadora.
Ademais, na montagem das laminas, algumas acabaram por apresentar bolhas,

impedindo a leitura no microscopio.

Entretanto, apesar das dificuldades enfrentadas durante o projeto, fica evidente que
os resultados apresentados (Tabelas 2 e 3 e Figuras 3 a 11), confirmam que a hipétese
proposta pode ser verdadeira, dado que a ativacdo da rede neural associada a um
novo contexto, ndo apresentou alteragdo no numero de células nervosas e a ativagao
da rede neural relacionada a um novo estimulo social apresentou decaimento do
numero de neurdnios. Todavia, devido a pequena quantidade de amostras para o
projeto e para garantir que a suposi¢cado do projeto seja totalmente verdadeira, seria
necessario considerar uma nova realizacdo dos testes, de maneira a confirmar os
resultados apresentados. Além disso, em razdo da marcacdo pela SST
(somatostatina), ndo foi possivel identificar, exatamente, os sitios da rede relacionados
aos prejuizos da sociabilidade, no modelo do SE neonatal, da Rede Neural de Tomada
de Deciséo Social (RTDS).
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Nao obstante, o projeto atingiu os seus objetivos, evidenciando que os dados
apresentados mostram um avango na pesquisa em relacdo as crises epilépticas, de

sociabilidade e emocionalidade.
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