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RESUMO

A epilepsia é uma doenga que afeta cerca de 50 milhdes de pessoas,
constituindo um dos disturbios neurolégicos mais prevalentes no mundo. Como
0S mecanismos responsaveis pela propagacao da crise nos circuitos neurais
ainda nao estdo totalmente elucidados, a compreensdo da dinamica ictal &
fundamental para o diagndstico, tratamento e desenvolvimento de modelos de
previsdo e prevencao das crises epilépticas. Neste trabalho, propbs-se o uso
do Vector-EEG (Vector-Electroencephalogram), uma técnica de vetorizagao de
registros eletroencefalograficos, para o estudo da dinamica do recrutamento de
circuitos neurais durante processos ictogénicos. A primeira etapa do estudo
analisou padrdes eletrograficos hipocampais sob influéncia de estimulos
elétricos aplicados na amigdala basolateral, o que permitiu o estudo dos
circuitos participantes do processo ictogénico em um modelo de crise
generalizada. Os resultados indicaram que a estimulagdo da amigdala provoca
um potencial evocado no hipocampo e que a rede neural é progressivamente
acoplada aos estimulos. Demonstrou-se que o Vector-EEG apresenta
caracteristicas distintas do EEG convencional, permitindo a identificagdo de um
estado de competicdo entre circuitos que antecede a crise eletrografica,
seguido pela dominancia de um unico circuito sincronizado a via facilitada pela
estimulacdo. A segunda fase da tese investigou a diversidade e a dindmica de
ativacdo de circuitos envolvidos no status epilepticus em um modelo de
epilepsia focal, com registros realizados bilateralmente nos hipocampos e
amigdalas basolaterais. A aplicacao do Vector-EEG revelou um repertério de
circuitos mais amplo do que aquele obtido pela analise do EEG. Também foram
identificados circuitos preferencialmente ativos em periodos especificos da
crise, além de circuitos especializados em crises isoladas, indicando o aumento
da complexidade da rede envolvida nos sucessivos eventos ictais. Este
trabalho também descreve o desenvolvimento de um sistema de aquisi¢cao de
sinais eletrofisiolégicos de baixo custo, o MicroMAP, incluindo metodologias
para montagem do conversor analégico-digital e para construgdo de implantes
com multiplas regides cerebrais. O sistema constitui uma solugdo de baixo
custo para registros eletrofisiolégicos, com grande potencial para explorar
processos epileptogénicos em experimentos paralelos de longa duragcao. Por
fim, apresenta-se a biblioteca CircadiPy para andlise de séries temporais
cronobiolégicas. Desenvolvida em Python, ela oferece um conjunto de
ferramentas para a extragao de dados ritmicos, como atividade locomotora,
expressao génica e temperatura corporal, importantes para o estudo sistémico
dos processos epileptogénicos.

Palavras-chave: Ictogénese; Vector-EEG; Eletrofisiologia; Circuitos neurais;
Aquisigcao de sinais.



ABSTRACT

Epilepsy is a disease that affects approximately 50 million people, making it one
of the most prevalent neurological disorders worldwide. Since the mechanisms
responsible for seizure propagation across neural circuits are not yet fully
understood, understanding ictal dynamics is essential for diagnosis, treatment,
and the development of models for seizure prediction and prevention. In this
work, we propose the use of Vector-EEG (Vector-Electroencephalogram), a
technique for vectorization of electroencephalographic recordings, to study the
dynamics of neural circuit recruitment during ictogenic processes. The first
stage of the study analyzed hippocampal electrographic patterns under the
influence of electrical stimulation applied to the basolateral amygdala, which
enabled the investigation of circuits involved in the ictogenic process in a
generalized seizure model. The results indicated that amygdala stimulation
evokes a potential in the hippocampus and that the neural network is
progressively coupled to the stimuli. We demonstrated that Vector-EEG displays
characteristics distinct from conventional EEG, allowing the identification of a
competitive state among circuits that precedes the electrographic seizure,
followed by the dominance of a single circuit synchronized with the pathway
facilitated by stimulation. The second phase of the thesis investigated the
diversity and activation dynamics of circuits involved in status epilepticus in a
focal epilepsy model, with bilateral recordings in the hippocampi and basolateral
amygdalae. Application of Vector-EEG revealed a broader repertoire of circuits
than that obtained through conventional EEG analysis. Circuits preferentially
active during specific seizure periods, as well as circuits specialized in isolated
seizures, were identified, indicating increasing network complexity across
successive ictal events. This work also describes the development of a low-cost
electrophysiological  signal acquisition system, MicroMAP, including
methodologies for assembling the analog-to-digital converter and constructing
implants targeting multiple brain regions. The system provides a low-cost
solution for electrophysiological recordings with great potential for exploring
epileptogenic processes in long-term parallel experiments. Finally, we present
CircadiPy, a Python library for the analysis of chronobiological time series. It
offers a set of tools for extracting rhythmic data, such as locomotor activity,
gene expression, and body temperature, which are important for systemic
studies of epileptogenic processes.

Keywords: Ictogenesis; Vector-EEG; Electrophysiology; Neural circuits; Signal
acquisition.
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A epilepsia € uma das condigdes neuroldgicas mais prevalentes e
representa um desafio, tanto do ponto de vista diagndstico quanto terapéutico.
Dentre seus diversos subtipos, a epilepsia do lobo temporal mesial destaca-se
por sua alta taxa de refratariedade ao tratamento farmacoldgico, o que torna
especialmente relevante a busca por uma compreensdo mais profunda dos
mecanismos ictogénicos e epileptogénicos, além do estabelecimento de novas
abordagens terapéuticas. A presente tese objetiva avangar na compreensao
dos mecanismos ictogénicos, além de contribuir com o desenvolvimento de
tecnologias e inovagdes em areas relacionadas.

A Neurociéncia € multidisciplinar e a compreensao dos fenédmenos
neurais reside, em parte, na intersegcao entre a Biologia e as Engenharias. Se
por um lado a primeira desvenda as estruturas e o0os mecanismos dos
componentes do sistema nervoso, a segunda oferece o arcabougo tedrico para
medir, processar e decifrar a complexa dindmica dos sinais neurais. Conceitos
de teoria de controle, modelagem de sistemas e, fundamentalmente,
processamento de sinais sdo indispensaveis para interpretar as flutuagdes de
potencial de campo que caracterizam a fungao fisioldgica.

Este trabalho representa um esforgco de engenharia focado em um
problema relevante da neurologia. A presente tese estrutura-se em trés
capitulos interconectados que abordam, sob diferentes perspectivas, os
desafios da epilepsia por meio de aspectos que tém guiado o desenvolvimento
cientifico brasileiro: ciéncia, tecnologia e inovagao.

O primeiro capitulo (Capitulo |) constitui a primeira hipétese cientifica
que escolhemos. Uma linha de pesquisa do orientador Prof. Marcio F. D.
Moraes, onde aplica-se a técnica de amostragem vetorial de campo elétrico
medido por eletroencefalograma (EEG), denominada Vector-EEG (VEEG), para
investigar como os circuitos neurais se organizam durante o estado ictal. A
hipotese geral é que, ao adicionar uma nova caracteristica espacial aos
registros, torna-se possivel mapear os circuitos e revelar padrdées ocultos ao
EEG na dindmica da rede. O estudo foi conduzido por duas d&ticas
complementares, inicialmente estudando aspectos do processo ictogénico por
meio do acoplamento neural a um estimulo exégeno e, em seguida,

desvendando caracteristicas de crises sucessivas durante o status epilepticus.
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O segundo capitulo (Capitulo Il) avanga no eixo da tecnologia e nasce
de uma caracteristica do nosso laboratério (Nucleo de Neurociéncias - NNC,
ICB, UFMG): o desenvolvimento de solugdes solidas e de baixo custo para
incentivar e permitir a pesquisa em um ambiente onde o orgcamento € tao
escasso. Aqui, apresentamos o sistema MicroMAP, uma plataforma de
aquisicao de dados eletrofisiolégicos, projetada para registrar multiplos canais
em animais com livre movimentagdo. Esta plataforma foi concebida para
viabilizar estudos em epileptogénese sequenciais aos experimentos do
Capitulo I. O sistema apresenta a capacidade de registrar o EEG de varios
animais de forma paralela em experimentos longitudinais. Além disso, o
sistema representa uma contribuigdo tecnologica independente para a
comunidade cientifica interessada em registros eletrofisioldgicos agudos e de
longa duragao.

Por fim, o terceiro capitulo (Capitulo IIl) é fruto do ambiente colaborativo
e interdisciplinar do doutorado, mostrando que, ao longo desses anos, nosso
grupo contribuiu com demandas n&o estritamente relacionadas a uma unica
pesquisa, algo importante para o desenvolvimento cientifico no geral. Nesse
trabalho, junto ao grupo do Laboratério de Endocrinologia e Metabolismo (ICB,
UFMG) desenvolvemos a biblioteca CircadiPy, com fungdes desenvolvidas em
Python para a analise de séries temporais ritmicas. Essa biblioteca lida com
grandes volumes de dados, como os potencialmente produzidos pelo
MicroMAP e fornece uma base computacional para o estudo de padrdes
temporais. Nesse primeiro passo, abordamos ritmos circadianos, linha de
pesquisa da Prof. Paula Bargi de Souza, com aplicagbes que podem abranger
a cronobiologia e futuramente estudos longitudinais em epilepsia.

No conjunto, esta tese percorre um trajeto que comecga pela pergunta
cientifica, passa pela construgdo das ferramentas necessarias para
respondé-la e culmina na criagdo de solugbes de analise que expandem as
possibilidades do campo. Sendo assim, ao explorar 0os mecanismos da
epilepsia por meio dos VEEG, ao desenvolver sistemas acessiveis para a
coleta de dados e ao propor métodos computacionais, este trabalho objetivou

contribuir para o desenvolvimento cientifico nacional em diferentes aspectos.
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CAPITULO |

Amostragem Vetorial De Campo
Eletrico Aplicada a Avaliacao Da

Dinamica Ictal
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1.  REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1. Epilepsia

Crise epiléptica pode ser caracterizada pelo aumento anormal da
atividade e do sincronismo de uma ou mais estruturas cerebrais (Cota et al.,
2016). Um dos principais mecanismos relacionados a sua ocorréncia € a
desregulacédo de circuitos neuronais que possuem algas de retroalimentagao
negativa, cujo desequilibrio do controle inibitério ocasiona um aumento na
excitabilidade ou sincronismo (Scharfman, 2007). A susceptibilidade de crises
pode estar relacionada a fatores genéticos, falhas no desenvolvimento,
traumas, infecgdes, tumores, entre outros (Scharfman, 2007; World Health
Organization, 2019).

De acordo com a International League Against Epilepsy - ILAE, a
epilepsia é definida como uma doenga caracterizada por: (1) ocorréncia de ao
menos duas crises epilépticas espontaneas, separadas entre si por, no
minimo, 24 horas, (2) uma crise espontanea com alto risco de recorréncia, ou
(3) diagnéstico de uma sindrome epiléptica (Fisher et al., 2014). Portanto,
apesar da relagcdo entre as definicbes de crise epiléptica e epilepsia, a
ocorréncia da primeira ndo necessariamente esta atribuida a presenga da
segunda, sendo a espontaneidade e a recorréncia dos eventos ictais, uma
caracteristica fundamental para o diagnéstico da doenca.

A epilepsia € considerada uma das desordens neurolégicas mais
comuns no mundo e acomete cerca de 50 milhdes de pessoas. A populagao
com epilepsia possui aproximadamente trés vezes mais risco de morte
prematura em relagdo a populagédo geral. Além disso, a populagdo acometida
frequentemente enfrenta consequéncias fisicas, psicolégicas e sociais que
impactam significativamente sua qualidade de vida. Um outro aspecto
agravante é a distribuicdo geografica de pessoas afetadas pela doenga, que
aponta uma dominancia de diagndsticos em paises subdesenvolvidos, cuja
disponibilidade de assisténcia médica em geral € mais precaria (World Health
Organization, 2019).

Do ponto de vista eletrofisioldgico, a crise epiléptica € caracterizada

como: (1) focal, quando o evento ictal ocorre em um dos hemisférios do
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cérebro; (2) generalizada, quando o foco se origina rapidamente em circuitos
bilaterais; (3) de origem indeterminada, quando n&o ha uma definicdo quanto
ao foco primario (Fisher et al., 2017; Scheffer et al., 2017). A epilepsia pode
ser classificada por métricas semelhantes as enunciadas anteriormente, como
focal, generalizada, combinada focal e generalizada (foco secundario) ou
desconhecida (Scheffer et al., 2017).

Dentre uma enorme variedade de tipos de epilepsia, destaca-se a
epilepsia de lobo temporal mesial (ELTM), por ser a mais prevalente e
apresentar o maior percentual de pacientes farmacorresistentes (epilepsia
refrataria), cuja a intervengao cirurgica se faz necessaria em consequéncia do
tratamento farmacoldgico ineficiente. A ELTM esta associada as estruturas
limbicas do lobo temporal, como o hipocampo e a amigdala, e pode gerar
crises generalizadas secundarias, a partir dessas regides.

Em geral, o desenvolvimento da condicdo epiléptica pode ser
caracterizado por trés etapas: (1) um insulto inicial; (2) um periodo silente de
alteracbes moleculares e estruturais; e (3) o surgimento de crises
espontaneas e recorrentes (Raedt et al., 2009). Na ELTM, o processo possui
alta correlagdo com a presenca de esclerose hipocampal, morte celular,
brotamento de fibras musgosas, reorganizacdo do circuito trissinaptico
hipocampal, gliose, dispersao de células granulares, entre outros fatores
(Engel, 2001; Lévesque & Avoli, 2013; Raedt et al., 2009; Rusina et al., 2021).

A compreensao da dindmica neural das epilepsias, em especial da
ELTM, e dos mecanismos envolvidos na propagag¢ao de um foco epileptico,
pode auxiliar na concepgcao de técnicas e modelos de previsdo de crise e,
consequentemente, na prevencido de eventos ictais, o que impacta de forma

positiva e significativa na qualidade de vida dos pacientes.

1.2. Ictogénese e epileptogénese

Denomina-se ictogénese o processo pelo qual um cérebro em estado
interictal passa a apresentar atividades ictais (crises epilépticas), por meio de
alteragdes fisioldégicas anormais nos mecanismos sinapticos, moleculares

e/ou estruturais, como flutuagdes no limiar de disparo de potenciais de acéo
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neuronais, desequilibrio nas concentragdes ibnicas ou hiper sincronizacao de
populagdes neurais.

O processo ictogénico pode ser descrito, de forma basica, pela
presengca de quatro tipos de circuitos: (1) regides cerebrais susceptiveis ao
surgimento de atividade anormal que originam um foco epiléptico, (2) circuitos
necessarios para a sustentacdo deste evento inicial, que s&o recrutados e
efetivamente geram a crise, (3) circuitos interconectados que espalham a
crise para outras regides, e (4) circuitos externos ao(s) foco(s) primario(s) que
modulam a excitabilidade dos diversos componentes de uma crise (Bertram,
2013).

Em uma escala temporal expandida, que pode variar de dias a anos,
define-se epileptogénese como o processo pelo qual um cérebro saudavel se
torna epiléptico, cuja dindmica envolve uma cascata de alteragdes fisioldgicas
e funcionais como morte neuronal, crescimento andmalo de ramificacdes
axonais, falhas no desenvolvimento de novas sinapses, entre outros. Ainda,
define-se epileptogenicidade um conceito atrelado a susceptibilidade de um
cérebro a gerar uma crise de forma espontanea (Engel Jr, 2011).

Pode-se notar que as concepgdes dos fendmenos citados ndo sao
explicadas somente pelos eventos ictais, mas também pelas alteragdes que
levam o cérebro a expressar tais caracteristicas patoldgicas. Em outras
palavras, os estados do sistema estdo diretamente relacionados a sua
dinAmica e, consequentemente, ndo devem ser analisados de maneira
isolada.

De fato, crises epilépticas podem gerar alteragdes plasticas nas redes
neurais subjacentes de modo a modificar circuitos, seus mecanismos de
retroalimentacao e até mesmo criar rotas de propagacao da atividade anormal
para outras regides do cérebro. Além disso, as alteragbes mencionadas
podem reciprocamente levar ao surgimento de mais crises convulsivas. Logo,
a descricdo dos processos que viabilizam a epilepsia sdo cruciais para o
diagndstico e para o desenvolvimento de tecnologias, farmacos e técnicas
terapéuticas que visam atenuar, prever ou até evitar o surgimento de novas

crises e a progressao da doenca.
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1.3. Lobo temporal

O lobo temporal, situado bilateralmente no cérebro, €, em linhas gerais,
associado a processamentos cognitivo e sensorial, como a compreensao da
linguagem, a memoria e o aprendizado (Squire et al., 2004). Sua porgao
medial abriga componentes essenciais do sistema limbico, frequentemente
referido como o "cérebro emocional" (LeDoux, 1998). Nestes substratos
operam estruturas como o hipocampo, crucial para a consolidagdo de novas
memorias, e o complexo amigdaldide, o epicentro do processamento
emocional, particularmente na modulagcao de respostas de medo e ansiedade
(LeDoux, 1998). Esta intima relagdo anatomofuncional posiciona o lobo
temporal medial como um portal cortical primario, através do qual as emocgdes
sdo integradas as memodrias e a outros processos cognitivos complexos,
como a tomada de decisdo e a cogni¢gdo social (Pessoa, 2008; Squire &
Zola-Morgan, 1991).

A regidao hipocampal € composta por areas de associagcdo polimodais
que integram informagdes sensoriais altamente processadas de todas as
modalidades sensoriais em representagdes configuracionais complexas,
como o contexto ambiental (Maren et al., 2013; McDonald & Mott, 2017).
Estruturalmente, o hipocampo é formado por trés regides principais: o giro
denteado, Corno de ammon (CA1 - CA2 - CA3) e o subiculo, organizadas em
um circuito trissinaptico. Este circuito, em sua forma mais classica, envolve a
projecao de aferéncias do cértex entorrinal para o giro denteado, que, por sua
vez, se conecta a CA3, seguindo para CA2 e depois a CA1, culminando no
subiculo, que compartilha conexdes com diversas regides corticais e
subcorticais (Andersen et al., 2006).

Essa arquitetura permite que o hipocampo funcione como um
integrador e comparador de informacdes neurais, estando fortemente
envolvido na formagdo de memorias declarativas, episodicas e no
mapeamento do contexto ambiental (O’Keefe, 1976; Squire et al., 2004). Além
disso, suas propriedades oscilatérias intrinsecas e conectividade extensa com
o sistema limbico tornam-no um nucleo central na regulagdo de estados
comportamentais complexos. A amigdala é um complexo de nucleos

estritamente relacionados com as emocg¢des, comportamentos € a memoria
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emocional. Suas principais aferéncias sao conexdes glutamatérgicas
provenientes do cortex e talamo, relacionadas a entradas sensoriais, e do
hipotdlamo e tronco encefalico, estas relacionadas aos sistemas
autonémicos. Essas diversas aferéncias fazem da amigdala um centro de
processamentos sensoriais, que, através de numerosas vias intra e
internucleares, direcionam sinais para diversas outras regides do cérebro
(Sah et al., 2003).

As conexdes entre a amigdala e hipocampo sao essenciais para a
formacédo de memodrias espaciais, episddicas, declarativas e emocionais, além
de processos motivacionais. Além disso, a amigdala promove a memodria
hipocampal, priorizando experiéncias emocionais ou estressantes, através de
conexdes majoritariamente reciprocas entre a regido CA1, giro denteado,
cortex entorrinal medial/lateral e parasubiculo. Em especial, a regido
basolateral da amigdala possui projecées glutamatérgicas aferentes e
eferentes para o hipocampo e cértex pré-frontal e tem um papel fundamental
na valéncia dos estimulos processados, por consequéncias nos mecanismos
de memoérias e na modulagédo de comportamentos complexos (Song, 2023).

Além das conexdes estruturais, populagdes neurais do hipocampo e da
amigdala produzem oscilagbes eletrograficas ritmicas por propriedades
intrinsecas de seus circuitos e neurdnios (Caligskan & Stork, 2019; Karashima
et al., 2010). Estas flutuagdes do potencial de campo frequentemente se
sincronizam, principalmente em consequéncia das diversas conexdes
reciprocas que interconectam as estruturas. A promog¢ao do sincronismo entre
elas, sobretudo influenciado por vias glutamatérgicas, cria janelas recorrentes
que facilitam as interagcdes das sinapses, podendo viabilizar, inclusive, a
plasticidade sinaptica (Ahmadi et al., 2025; Basu et al., 2016; McDonald &
Mott, 2017; Seidenbecher et al., 2003).

No contexto das crises epilépticas, a atividade aberrante em uma das
estruturas promove o rapido recrutamento da outra (Carriero et al., 2012).
Especificamente para ELTM, danos estruturais ocasionados na amigdala e
hipocampo ocorrem em decorréncia da epileptogénese (McDonald & Mott,
2017). Logo, é de se esperar que alteragdes fisioldgicas na primeira possam
excitar, inibir, sincronizar e até dessincronizar circuitos no segundo, e

vice-versa.
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1.4. Modelos animais em estudos sobre epilepsia

Os modelos animais sdo comumente utilizados como forma de
mimetizar sistemas humanos, a fim de reproduzir diferentes tipos de
fendmenos, como os moleculares, estruturais, patoldgicos e sintomaticos. No
estudo de ELTM ou de epilepsias generalizadas, diversos métodos podem ser
utilizados na indugdo do processo epileptogénico e, consequente, na
manifestacdo de crises esponténeas e recorrentes, como agentes quimicos
pré-convulsivantes, injuria craniana, modificagdes genéticas, entre outros
(Kandratavicius et al., 2014; Rusina et al., 2021).

Nesse cenario, o Pentilenotetrazol (PTZ) € amplamente utilizado como
agente quimico para induzir crises epilépticas generalizadas em animais. Seu
mecanismo de acgado principal envolve um desequilibrio entre os sistemas
neurotransmissores GABAérgico e glutamatérgico. Em doses elevadas, o PTZ
atua como um antagonista ndo competitivo dos receptores GABA e esse
processo leva a excitotoxicidade, estresse oxidativo, ativagdo microglial e
neuroinflamacao, culminando em crises epilépticas e morte celular neuronal,
principalmente no hipocampo e no cortex cerebral (Monteiro et al., 2024).

Apesar de ser também um modelo utilizado para epileptogénese
(kindling quimico), o PTZ possui uma vasta aplicabilidade em sua modalidade
aguda, principalmente no teste de farmacos anticonvulsivantes. Com a
administragdo de doses subcutdneas ou intraperitoneais, geralmente
superiores a 60 mg/kg, € capaz de produzir crises miocldénicas e crises
tonicoclénicas generalizadas em um periodo de tempo curto, além de ser
capaz de gerar padrdes eletrograficos de alta reprodutibilidade, semelhantes
aqueles apresentados por humanos, principalmente na ELTM (Monteiro et al.,
2024; Yang et al., 2019).

No que diz respeito a modelos de crise focal, o Acido Cainico (KA, do
inglés Kainic Acid) administrado via intrahipocampal é bem estabelecido. Este
€ um agente quimico isolado e extraido de algas vermelhas Digenea simplex,
analogo ao L-glutamato e agonista de receptores ionotropicos de cainato, que

nesta modalidade de administragcdo atinge estruturas como amigdala, cortex
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entorrinal e, sobretudo, o hipocampo (Lévesque & Avoli, 2013; Rusina et al.,
2021).

E proposto que a liberacdo excessiva de glutamato, desencadeada
pela ativacdo dos receptores ionotrépicos de cainato, leva a morte celular por
excitotoxicidade e apoptose (Wu et al., 2025). A fase aguda do modelo é
resultado da morte neuronal que leva o sistema ao status epilepticus,
condicdo em que crises ocorrem de forma sucessiva por pelo menos 1 hora.
Ap0s o status, o circuito passa pelo processo epileptogénico, que ocasiona o
surgimento de crises espontaneas e recorrentes em um periodo de 5 a 21
dias (Rusina et al., 2021).

A avaliacao histolégica post mortem dos animais indica lesao focal no
hipocampo, predominantemente na regido CA3 ipsilateral a injegéao,
brotamento de fibras musgosas, dispersdo de células granulares no giro
denteado e evidéncias de danos extra-hipocampais (Rusina et al., 2021;
Lévesque & Avoli, 2013; Raedt et al., 2009). Ainda, observa-se a presenca de
padrées eletrofisiolégicos semelhantes aqueles observados em pacientes
com ELTM refrataria (Raedt et al., 2009).

Portanto, o modelo de acido cainico apresenta caracteristicas
dindmicas, estruturais, eletrograficas e sintomaticas semelhantes aquelas
descritas em relacdo a da epilepsia de lobo temporal mesial em humanos.
Além disso, o estabelecimento de um foco primario representa um aspecto
importante do modelo, pois, conhecendo-se o foco, pode-se descrever a

dindmica experimentada pelo sistema na deflagracéo e propagacgao de crises.

1.5. Eletroencefalografia

A relagao entre energia elétrica e a atividade cerebral foi introduzida no
fim do século XIX (Caton, 1875; Beck, 1890) e teve, entre as décadas de
1920 e 1930, significativo avango com as pesquisas de Hans Berger, Edgar D.
Adrian e Brian H. C. Matthews, que desenvolveram uma série de estudos que
associaram, ao ceérebro, flutuacbes do potencial elétrico causadas pela
abertura e fechamento dos olhos de humanos (Compston, 2010). A aquisicao
dos sinais foi efetuada por eletrodos posicionados no escalpo e no cortex dos

pacientes e Berger, o primeiro a descrever o fenbmeno, atribuiu ao registro o
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nome de eletroencefalograma (EEG) (Berger, 1929). Desde entdo, o EEG tem
sido uma das ferramentas mais estudadas e aplicadas na compreensao do
funcionamento do cérebro, bem como na caracterizacdo e diagnostico de
patologias.

Mais tarde, em 1939, Alan L. Hodgkin e Andrew Huxley conduziram
estudos que viriam a ser um marco para a modelagem da atividade neural e
para o entendimento dos mecanismos de sinalizacdo do sistema nervoso.
Utilizando o modelo do axénio gigante da lula, eles descreveram a presencga e
as caracteristicas elétricas dos potenciais de agao, registrando a flutuagéo do
potencial elétrico intracelular (Hodgkin & Huxley, 1939). Em 1952, os mesmos
pesquisadores publicaram um modelo matematico, utilizado quase sem
alteragao até os dias de hoje, que descreve o fendbmeno da transferéncia de
informacéo neural com base em alteragdes de permeabilidade de ions através
da membrana celular e equagbes de cabos para propagacdo de campos
elétricos dentro das proje¢des axonais. Este trabalho ainda é um marco
importante das neurociéncias por descrever em detalhes como uma
informagédo pode ser propagada por longas distancias entre redes neuronais
(Hodgkin & Huxley, 1952).

Contudo, o potencial de agdo nao explica por si s6 como uma
informagcao pode ser retransmitida para outro neurdnio. Em 1926, Adrian e
Zottermann ja haviam proposto que a intensidade de um estimulo seria
codificada pela frequéncia dos disparos neurais de um determinado axdnio
(Adrian & Zotterman, 1926), porém, a definicdo de sinapse s6 veio depois
com a contribuicdo de varios pesquisadores como Golgi, Ramon y Cajal,
Sherrington, Otto Loewi (Kandel, 2013). Em conjunto, as ideias trouxeram
uma flexibilidade enorme em como redes neurais poderiam processar a
informacgdo, uma vez que a codificagdo de frequéncia de potenciais de acgao
poderia modular o numero de vesiculas em exocitose contendo
neurotransmissores.

A titulo de exemplo, no caso excitatério, o neurotransmissor é capaz de
abrir canais de sddio no neurdnio pés-sinaptico provocando um influxo deste
ion e promovendo a despolarizacdo da membrana (Buzsaki et al., 2012). Por
sua vez, o desbalango momentaneo de cargas no meio extracelular produz o

surgimento de um dipolo elétrico, cuja regido pdés-sinaptica (sorvedouro)
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apresenta polaridade negativa e a regido pré-sinaptica (fonte), polaridade
positiva (Jellinger, 2011). Por outro lado, sinapses inibitérias, agindo em
canais de cloreto ou de potassio, geram fontes de menor magnitude, uma vez
que a forga eletromotriz destes ions estd bem préxima do potencial de
repouso da célula.

Nesse sentido, as alteragbes no campo elétrico extracelular registrado
no EEG sao fruto, principalmente, de atividade sinaptica excitatéria. Sendo
assim, a grandeza elétrica capturada por um eletrodo é a propagacgéo do
campo elétrico em volume condutor gerada pela atividade de diversos dipolos,
que influenciam o potencial de campo local (LFP, do inglés Local Field
Potential) (Buzsaki et al., 2012; Einevoll et al.,, 2013; Grech et al., 2008;
Jellinger, 2011).

Embora o LFP oferega uma janela unica para estudo dos processos
sinapticos integrativos das redes neurais, sua relagdao direta as multiplas
fontes de dipolos gerados no encéfalo, sobretudo na camada cortical,
conferem aos registros um alto grau de complexidade, tornando-o um sinal
ambiguo e de dificil interpretacao (Einevoll et al., 2013). O problema direto do
LFP é um exercicio de predicdo com solugdo bem definida. Dada a
localizacdo de multiplos dipolos, a posicdo do eletrodo de registro e a
caracteristica dinamica dos momentos de dipolo (dire¢ao e amplitude elétrica
em fungéo do tempo), pode-se calcular a resultante do sinal a ser registrado.
Em esséncia, conhecendo as causas (a atividade cerebral), podemos prever
com exatiddao o efeito (o tragcado do EEG). Entretanto, a reciproca nao é
verdadeira e define o problema inverso do LFP: ndo é possivel determinar a
localidade e a contribuicdo dos dipolos que constituem um sinal registrado,
uma vez que o sistema de equacdes matematicas que descreve o problema
nao possui solugao unica para multiplas fontes (Buzsaki et al., 2012; Grech et
al., 2008).

Portanto, fica evidente a importancia do LFP como ferramenta de
estudo das fungdes integrativas de circuitos neurais na escala mesoscopica (a
nivel de circuitaria), entretanto a interpretabilidade das fontes de dipolos e,
portanto, dos circuitos registrados, ainda € uma barreira a ser vencida (Varela
et al., 2001). Nesse contexto, Einevoll et al. (2013) conclui que o LFP é um

sinal extremamente rico, mas que seu potencial s6 sera plenamente realizado
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com o avan¢o de ferramentas computacionais e metodolégicas adequadas.
Ele sugere que o desenvolvimento e validagdo técnicas de analise e a
construcao de melhores modelos computacionais de rede em larga escala
sdo fundamentais a esse processo.

Tao antiga quanto a eletroencefalografia, esta a tentativa de se isolar a
resposta gerada por um circuito especifico quando provocado por estimulo
externo: os potenciais evocados transitorios. Apesar de varias contribui¢cdes
prévias (Canton, Beck, Larionov, Grasser, Davis e outros), foram os trabalhos
de Dawson (1947) que comegaram a dar a ideia de que cada circuito tinha
uma assinatura eletrografica especifica, que era sobreposta a atividade
espontanea de diversas outras redes neuronais. Contudo, somente adiante,
com a aplicacdo da simples média de diversos sinais, tornou-se possivel
isolar a atividade de um unico circuito evocado por uma sequéncia de
estimulos, técnica utilizada em audiometria, decodificacdo de fala, estudos
diagnosticos, entre outros (Moraes et al.,, 2000; Moraes & Garcia-Cairasco,
2001; Moreira et al., 2025).

Mesmo nao sendo capazes de prever exatamente a localidade de um
determinado gerador de atividade, registros de LFP muito provavelmente
podem produzir informagdes relevantes associadas a um circuito neural
especifico, que, por sua vez, pode carregar informagdes importantes sobre o
estado do sistema, seja ele acometido por um processo patolégico ou ndo.
Portanto, a utilizagdo da eletrofisiologia para identificar circuitos e 0 momento
em que estes se tornam relevantes em um processo neuronal sdo, ambas,
técnicas com potenciais aplicagbes diagndsticas, preditivas e terapéuticas

para diversas doengas neuroldgicas, como a epilepsia.

1.6. [Escalas espaciais e temporais de registros eletrofisiologicos

Ha décadas podemos descrever fendmenos eletrofisiologicos em
diferentes escalas espaciais-temporais, como: (1) a atividade de canais
ibnicos isolados (Neher & Sakmann, 1976); (2) a alteragdo de potenciais
intracelulares e extracelulares de neurdnios (Hodgkin & Huxley, 1939); (3) a
descricdo de substratos neurais, por meio de registros com eletrodos
profundos (Kandel & Buzsaki, 1997; Moraes & Garcia-Cairasco, 2001); e (4) a



36

comunicagao/integracdo de larga escala entre areas encefalicas, pela
utilizagcao do EEG de escalpo (Adrian & Zotterman, 1926; Berger, 1929).

A elucidagdo das complexas relagdes de causalidade entre os
multiplos niveis de organizag&o do sistema nervoso representa uma fronteira
cientifica. Tal desafio se mostra presente nas escalas mesoscopicas, onde a
vasta rede de interagcdes neurais obscurece mecanismos fundamentais
(Freeman, 2000). Consequentemente, emerge a necessidade de desenvolver
abordagens metodoldgicas inovadoras que sejam suficientemente precisas,
tanto no espaco, quanto no tempo. O avanco nesta area depende da criagao
de técnicas com resolugcado espacial aprimorada e capacidade de medir de
forma fidedigna a sincronia em circuitos definidos, populagdes neurais e nas
vias de integragao de longo alcance (Einevoll et al., 2013).

Em todas as modalidades mencionadas anteriormente, a frequéncia de
amostragem dos registros eletrofisiolégicos pode alcangar as grandezas
necessarias para analisar as flutuagdes mais sutis do sistema nervoso no
dominio do tempo, como o disparo de um neurdnio (1 a 2 ms) ou uma
conducdo monossinaptica (4 a 6 ms) (Girard et al., 2001; Varela et al., 2001).
Entretanto, a precisdo espacial é prejudicada, seja pela dificuldade na
definicdo da fonte do potencial elétrico enunciada pelo problema inverso do
EEG, pela limitagdo do numero de eletrodos, pelo tamanho do eletrodo ou
pela propagacdo do campo elétrico no volume encefalico (Asadzadeh et al.,
2020; Buzsaki et al., 2012; Parvizi & Kastner, 2018).

Com o advento da ressonancia magnética funcional (fMRI) e de outras
técnicas de imagem, foi possivel caracterizar espacialmente a atividade
neural de processos funcionais em tempo real, com resolu¢gdes de até 1 mm.
Todavia, as técnicas séo limitadas em descrever funcdes fisiologicas com a
mesma resolugcdo temporal que o EEG (Asadzadeh et al., 2020; Parvizi &
Kastner, 2018).

Portanto, dentre os diferentes métodos de registro elétricos e
magnéticos da atividade neural, presencia-se um desequilibrio entre as
escalas de tempo e espaco, tornando a precisao espago-temporal um aspecto
auto-exclusivo. Em outras palavras, quando um método é capaz de descrever
o fendbmeno eletromagnético com alta precisdo temporal, a escala espacial é

prejudicada e vice-versa.
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No caso das epilepsias, tanto o EEG de escalpo, quanto a
magnetoencefalografia (MEG), sdo amplamente utilizadas para diagnéstico e
identificacdo de focos epilépticos corticais, entretanto, a precisdo decai
proporcionalmente em relagdo ao tamanho e a profundidade da regiéo
acometida. Especificamente para ELTM, por se tratar de estruturas limbicas, a
precisdo de ambas as técnicas para a caracterizagdo de um foco € limitada,
sendo necessaria a utilizacdo da eletroencefalografia intracraniana (iEEG),
principalmente nos casos refratarios, cuja remog¢ao do foco deve ser efetuada
cirurgicamente (Asadzadeh et al., 2020; Parvizi & Kastner, 2018).

Muito tem se desenvolvido em termos de estimativa de localizagao de
focos epilépticos utilizando EEG e MEG, entretanto, o iEEG ainda € o método
mais preciso e, portanto, mais utilizado para o estudo e identificagdo dos
focos epilépticos em pacientes farmacorresistentes (Parvizi & Kastner, 2018).
Em modelos animais in vivo, a légica € a mesma, sendo 0s registros
profundos os mais utilizados para a caracterizacdo da dindmica das redes e

suas conexodes anatdmicas e funcionais.

1.7. Vetorizagao de amostras de campo elétrico

Teoricamente, um dipolo elétrico circundando de forma perpendicular
um eletrodo com um raio fixo muito maior que a distancia entres as cargas,
gera um registro de campo constante. Entretanto, como a magnitude do
campo elétrico medida pelos eletrodos depende da distancia da fonte, ao
adicionar outro ponto de registro suficientemente distante do primeiro, ambos
os potenciais captados passam a se diferenciar (Buzsaki et al., 2012). Logo, a
posicdo da fonte pode ser associada a combinagao do registro dos eletrodos
e a caracteristica espacial, antes nao capturada, passa a integrar os dados.
Obviamente, quanto maior o numero de eletrodos, melhor a estimativa da
localizac&o, sendo quatro pontos, com pelo menos 1 n&o coplanar, 0 minimo
necessario a construgao tridimensional.

Se por um lado, a ativagao de circuitos pode influenciar a amplitude do
campo captado por um eletrodo de iEEG, a diferenciagdo combinada entre
diferentes pontos de registro pode fazer emergir uma trajetéria sensivel a

alteragao do sinal registrado por quaisquer dos eletrodos. Mais do que isso,
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esse trajeto se relaciona estritamente com a localidade do gerador da fonte
que altera o campo, conferindo uma direcionalidade as amostras
eletrofisioldgicas.

Pesquisas datadas do inicio do século XVIII utilizaram o conceito de
dipolos para elaboragdo da técnica de Vectocardiografia, que € uma analise
avancada da conducgéao elétrica cardiaca usada até hoje para diagnédstico de
patologias e pesquisa clinica (Einthoven et al., 1913; Grishman et al., 1953;
Klajman et al., 1963; Wilson et al., 1933).

Entretanto, foi em 2000 que conceitos semelhantes de vetorizagao
foram utilizados para identificar caracteristicas eletrograficas inerentes a
dinAmica da atividade encefalica. Essa técnica adicionou informacdes
derivadas do espacgo aos registros convencionais, originando um vetor de alta
precisdo temporal, com magnitude e direcdo relacionadas aos dipolos
formados durante a atividade neural (Moraes et al., 2000, 2005; Moraes &
Garcia-Cairasco, 2001).

A metodologia, aqui nomeada de Vector-EEG (VEEG), emprega a
configuragdo espacial dos eletrodos na inferéncia da posigdo de fontes e
sorvedouros, através da estimativa do campo elétrico medido entre os
registros de diferentes canais. Esta técnica foi introduzida no contexto de
sondagem de circuitos neurais, sendo utilizada no estudo da dinamica dos
dipolos formados durante a deflagracdo de potenciais auditivos, evocados em
ratos Wistar (Moraes & Garcia-Cairasco, 2001).

Em 2005, foi aplicada no estudo da dindmica de crises convulsivas,
evocadas por potenciais auditivos em ratos GEPR-9s. O estudo mostrou que
0 padrao eletrografico caracteristico de espicula-onda lenta observado nas
crises generalizadas n&o é gerado por uma unica fonte, mas sim pela soma
das atividades de pelo menos dois circuitos neurais distintos e reverberantes.
Um circuito do tronco encefalico-mesencéfalo é suficiente para gerar a crise
motora e o componente de espicula, enquanto um circuito do
prosencéfalo-mesencéfalo € responsavel pela geragdo do componente de
onda lenta. Nesse caso, a vetorizagdo se demonstrou eficaz para dissociar a
atividade desses diferentes circuitos neurais (Moraes et al., 2005).

Diante da crescente evidéncia de que a epilepsia € uma doenca de

circuitos em interacdo, e ndo apenas de hipersincronia, torna-se essencial o
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uso de ferramentas que possam desvendar componentes centrais de uma
rede epiléptica e elucidar como as suas interagbes afetam a dinamica ictal
(Paz & Huguenard, 2015). Neste contexto, o VEEG emerge como uma tatica
de identificacdo de padrdes neurais por meio do estudo de suas componentes
temporais e espaciais, que pode ser aplicada como forma de identificar
microcircuitos com padrées de conectividade recorrentes importantes aos

processos ictogénios.

1.8. Biomarcadores

Biomarcadores s&o processos bioldgicos mensuraveis que medeiam,
antecipam, participam ou sucedem um fenédmeno natural ou patoldgico.
Podem ser de natureza elétrica, quimica, morfolégica, genética e funcional
(Engel Jr, 2011). Biomarcadores substitutos, por outro lado, s&o definidos
como uma medida laboratorial ou sinal fisico que pode ser utilizado como
substituto em um diagndstico clinico na definicio de como o paciente se
sente, funciona ou sobrevive (Katz, 2004). Assim, um biomarcador pode ser
um candidato a marcador substituto, no qual o primeiro expressa uma
caracteristica indicativa de certo fendbmeno, enquanto o segundo efetivamente
conclui um diagndstico.

Especificamente para epilepsia, biomarcadores auxiliam principalmente
na identificacdo de processos epileptogénicos e de epileptogenicidade, e
podem ser aplicados no monitoramento de comorbidades, no estudo da
efetividade de farmacos, assim como na caracterizagao de focos epilépticos.
Também possuem potencial como sinalizadores preditivos, visto que algumas
caracteristicas do fendbmeno podem ocorrer de forma antecipada, neste caso,
os biomarcadores teriam papel fundamental na abolicdo ou sondagem de
determinado processo patologico progressivo, evitando maiores prejuizos ao
paciente (Engel Jr, 2011).

A propria crise € um marcador, entretanto, sua ocorréncia isolada ndo
fornece muitas informagdes acerca de sua evolugdo, causa ou tratamento. A
eletroencefalografia tem se mostrado como uma ferramenta mais relevante
para a definigdo de marcadores, tanto para processos de epileptogenicidade,

quanto para a epileptogénese. Isso se da pela ocorréncia de padrbes
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visualmente estereotipados, que emergem tanto no periodo ictal, quanto no
interictal. De fato, esses padrées podem estar relacionados ao circuito
recrutado, bem como a génese do processo de instabilidade que antecede
sua propagacao e o recrutamento de uma por¢do mais ampla do encéfalo.
Desta forma, o EEG pode fornecer informacbes importantes quanto a
localizagdo de focos, gravidade da lesao, severidade de crises e a dindmica
espacial e temporal do processo epileptogénico (Engel Jr, 2011; Staba &
Bragin, 2011).

Dos biomarcadores de EEG, destacam-se atualmente as oscilagdes de
alta frequéncia, principalmente aquelas que ocorrem no periodo interictal, que
sdo, como o nome sugere, flutuagcbes do potencial de campo que se
caracterizam por rapidas flutuagdes em frequéncias maiores que 100 Hz. O
exemplo mais relevante de oscilacbes de alta frequéncia sédo os fast ripples,
que ocorrem em uma banda de 250 Hz a 600 Hz, e sdo expressdes dos
potenciais de campo gerados por pequenos grupamentos neuronais,
conectados de forma anormal apds reorganizagéo sinaptica (Ogren et al.,
2009; Staba & Bragin, 2011). Os fast ripples séo altamente associados com
areas capazes de gerar crises espontdneas e estdo presentes apenas
naqueles pacientes que desenvolvem crises recorrentes, mas nao naqueles
que somente passaram por uma crise convulsiva (Staba & Bragin, 2011).

Ainda, evidéncias demonstraram que a reconstrucao tridimensional do
hipocampo de pacientes com ELTM, por ressonancia magnética, pode indicar
epileptogénese. Correlacionou-se a atrofia hipocampal ipsilateral ao foco
epiléptico com a frequéncia de ocorréncia de fast ripples, e
consequentemente definiu-se as possiveis regides capazes de gerar crises
(Ogren et al., 2009).

No ambito farmacoldgico, biomarcadores possuem o poder de impactar
beneficamente a saude do paciente e o custo do tratamento, se aplicados
para previsao, validacao ou até mesmo invalidacdo de determinado farmaco,
visto que periodos de teste farmacolégico podem demorar de semanas até
anos. Além disso, os biomarcadores podem exercer influéncia na detecgao de
pacientes farmacorresistentes, fazendo o processo de testes dispensavel
(Engel Jr, 2011).
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1.9. Estimulagao elétrica e potencial evocado por estimulo

A excitabilidade do tecido nervoso estudada por Luigi Galvani
inaugurou a eletrofisiologia, mostrando como impulsos elétricos podem
produzir respostas motoras através dos nervos (Galvani, 1791). Sua nogéo de
“irritabilidade”, segundo a qual os tecidos vivos reagem a estimulos,
revelou-se uma concepgao fundamental para o entendimento moderno dos
processos bioelétricos. A tal “irritabilidade” foi caracterizada, de fato, como
sendo uma propriedade intrinseca de células neurais que, através de canais
ibnicos e das flutuagdes do potencial elétrico/quimico dos meios celulares,
sdo capazes de transmitir informacgdes e codificar o ambiente (Catacuzzeno et
al., 2024; Piccolino, 1997).

O mecanismo basico decorrente da estimulagdo elétrica (EE) de
tecidos neurais € a despolarizacdo das membranas celulares e consequente
inducdo de potenciais de agao, entretanto, a aplicabilidade da técnica vai
além deste unico fendbmeno. Estimulos em intensidades sub-limiares podem,
por exemplo, tornar as células mais propensas a disparos espontaneos ou
endogenos, e, portanto, possuem a capacidade de modular a atividade
neural. A depender dos parametros utilizados (frequéncia, duracgao,
localizagdo), a EE pode, além de excitar, inibir ou até silenciar sinapses,
interferindo na liberagdo de neurotransmissores e nos ritmos oscilatérios de
circuitos neurais. Ela pode, ainda, induzir plasticidade sinaptica e
reorganizagao de redes, favorecendo a estabilizacdo ou a interrupcéo de
padrées patoldgicos. Por fim, também influencia a migragcdo de células
precursoras neurais e a regeneracgao tecidual, evidenciando seu potencial ndo
apenas como ferramenta experimental, mas também como estratégia
terapéutica (Balbinot et al., 2025).

Especificamente para a epilepsia, no que se refere a aplicagcdes
terapéuticas, a estimulacdo cerebral profunda (DBS, do inglés Deep Brain
Stimulation) e a estimulagao neural responsiva (RNS, do inglés Responsive
Neural Stimulation), acumulam uma crescente quantidade de estudos
experimentais (Cota et al., 2021; Ehrens et al., 2025; Mesquita et al., 2011;
Stieve et al., 2023) e aplicagdes clinicas alternativas a ablagao (Fisher et al.,

2010; Heck et al.,, 2014) para a atenuagdo ou interrupgdo de crises
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epilépticas. Atuando respectivamente como malha aberta e malha fechada,
DBS e RNS demonstram redugdo na quantidade de crises em pacientes,
principalmente em tratamentos duradouros, sendo a dessincronizagao dos
circuitos estimulados um possivel mecanismo de acdo (Foutz & Wong, 2022;
Frauscher et al., 2023).

Para além da utilizagdo do DBS como modulador, esta o emprego da
técnica para a sondagem clinica dos circuitos neurais quando conjugada a
registros de EEG. A excitabilidade e o sincronismo de uma determinada rede
podem ser avaliados através do potencial evocado relacionado ao evento
(ERP, do inglés Event-Related Potential), sendo esse um importante
biomarcador do estado do sistema (Frauscher et al., 2023; Matsumoto et al.,
2017).

Conforme abordado na Secao 1.5, isso ocorre porque a aplicagao de
um estimulo gera um campo elétrico cuja propagagao pode ser registrada em
uma regiao cerebral alvo. Desse modo, o registro de um iEEG evocado (ou
ERP) fornece informagdes cruciais sobre as vias neurais recrutadas, que, em
condicbes normais, tendem a exibir um padrdo de ativagdo consistente
relacionado a um estimulo especifico (Medeiros et al., 2018; Matsumoto et al.,
2017). Este fundamento é bem estabelecido e aplicado em técnicas como o
BERA, utilizado para o diagndstico de patologias auditivas (Maggu et al.,
2024; Moraes et al., 2000; Moraes & Garcia-Cairasco, 2001).

No contexto das epilepsias, a instabilidade intrinseca das redes neurais
epilépticas, marcada por flutuagcbes na excitabilidade e sincronia, altera
dinamicamente a resposta do sistema a estimulos. Essa modulagdo nao se
restringe ao evento ictal, mas €& particularmente critica no periodo que o
antecede, sendo uma importante janela para atuagao terapéutica preditiva
(Jirsa et al., 2014). Isso confere ao ERP o potencial de transcender a mera
sondagem do sistema, atuando como uma ferramenta de previsdo e podendo
ser um biomarcador eletrofisiolégico da iminéncia de um processo ictogénico
(Medeiros et al., 2018; Medeiros et al., 2014).

Além disso, a recorréncia de crises epilépticas induz uma
neuroplasticidade mal adaptativa que reconfigura circuitos neurais, facilitando
a propagacéao da atividade ictal e agravando o quadro clinico. Esse processo

opera por mecanismos analogos a Potencializagdo de Longo Prazo (ou LTP,
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do inglés Long-Term Potentiation) (Bliss & Lemo, 1973), fundamentados no
postulado de Hebb, onde a ativagdao temporalmente correlacionada de
neurénios fortalece suas conexdes sinapticas (“neurdnio que disparam junto,
conectam-se”) (Hebb, 2002; Shatz, 1992). Como essa plasticidade patologica
altera a responsividade do sistema, a avaliagdo longitudinal dos ERPs
também emerge como uma ferramenta valiosa para monitorar essas
alteragdes e, portanto, a progressao da doenga (Medeiros et al., 2018).

Evidéncias sugerem que pulsos periddicos e ndo periddicos de 4
estimulos por segundo, aplicados ao complexo amigdaldide de animais
tratados com PTZ, podem produzir efeitos pré-convulsivantes e
anticonvulsivantes, respectivamente. No primeiro caso, estimulagdes elétricas
em tempos regulares (a cada 0.25 segundos) aumentaram a suscetibilidade a
crises e intensificaram a atividade neural em estruturas do sistema limbico.
Entretanto, a simples reorganizacéo das distribuigdes de intervalo-interpulso,
foi capaz de induzir um efeito oposto (Cota et al., 2009; Mesquita et al., 2011).

Uma possivel explicacdo é que os estimulos nao periddicos interferem
no acoplamento excessivo entre os osciladores e desestabilizam o fluxo
anormal de recrutamento de circuitos repetitivos, ao ativarem canais de
comunicacgao distintos engatilhados pelas diferentes fases das oscilagoes.
Ambos os fatores sao propostos como mecanismos de dessincronizagao e
dessensibilizagdo, retardando o surgimento das crises e seu posterior
espalhamento/generalizagéo (Cota et al., 2023).

Em contrapartida, a estimulacdo elétrica da amigdala a 0,5 Hz
demonstrou modular a dindmica da rede pré-ictal, apesar de nao influenciar a
laténcia ou a duracdo das crises no modelo de PTZ. Ao ser aplicada,
observou-se uma sincronizagado de fase progressiva das descargas pré-ictais,
resultando em potenciais evocados detectaveis no coértex cerebral antes do
surgimento de crises epilépticas. Tais estimulos atuaram como um oscilador
externo, impondo uma sincronia anormal entre os circuitos e intensificando a
ativagao de estruturas como tadlamo, hipotalamo e a prépria amigdala. Dessa
forma, foi evidenciado um acoplamento patolégico entre microcircuitos
ictogénicos, cuja identificacdo se deu sem exacerbar a crise, viabilizando uma
deteccdo precoce do evento ictal por meio da sondagem da rede (Medeiros et
al., 2014).
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Estratégias de estimulagdo elétrica, especialmente aquelas que
modulam o acoplamento neural — como a aplicacéo de pulsos nao peridédicos
ou de baixa frequéncia — oferecem nao apenas a possibilidade de
interferéncia terapéutica nos circuitos ictogénicos, mas também uma via
promissora para a deteccdo antecipada de eventos epilépticos. Assim, a
sondagem ativa e a manipulagdo dirigida da via amigdala-hipocampal
emergem como abordagens relevantes tanto para o entendimento dos
mecanismos fisiopatologicos da ELTM, quanto para o desenvolvimento de
intervencgdes clinicas mais precisas e responsivas.

Além da estimulagao elétrica, outras modalidades tém sido exploradas
no estudo das epilepsias, destacando-se a optogenética. Esta técnica permite
o controle preciso da atividade neuronal por meio da manipulagédo genética de
canais ibnicos sensiveis a luz (opsinas), cuja expressao € induzida
seletivamente em populagdes especificas de neurbnios. Essa especificidade
espacial e temporal permite a ativacdo ou inibicdo de circuitos neurais com
alta precisao (Boyden et al., 2005; Deisseroth, 2011).

Apesar dos desafios éticos e técnicos que ainda limitam sua aplicacéo
direta em humanos, a optogenética tem contribuido significativamente para o
entendimento dos mecanismos fisiopatoldgicos das crises epilépticas e para a
investigacdo de abordagens terapéuticas em modelos experimentais,
principalmente na aplicacdo da estimulacdo para supressao de crises
(Krook-Magnuson et al., 2013; Soper et al., 2016).

1.10. Justificativa e organiza¢ao do capitulo

As altas taxas de incidéncia de epilepsia, combinadas com o grande
nuamero de casos cujo tratamento é ineficiente (20% a 30%), fazem deste
distarbio um dos grandes desafios da medicina moderna. A compreensao dos
mecanismos que levam a tal condicdo é parte fundamental para o
desenvolvimento de novos métodos de tratamento (World Health
Organization, 2019).

Portanto, estudar como a atividade de um foco epiléptico primario se
propaga para estruturas secundarias, compreendendo exatamente o que

facilita um caminho em detrimento de outros, abre uma grande janela
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diagndstica e terapéutica para as epilepsias. Em outras palavras, se for
possivel identificar circuitos que passam a exercer controle sobre os demais
(atratores de atividade) e conter o foco de atividade em uma area restrita,
talvez possa-se elucidar como o proprio sistema plasticamente promove
mecanismos de retroalimentacdo para mitigar a hiperexcitabilidade e
desarticular o sincronismo entre areas.

Neste cenario, a previsdo e o entendimento da dindmica de crises
estdo altamente relacionados a capacidade de supressao das mesmas. Pois,
ao compreender as vias de propagacao, principalmente a partir de um foco
primario, pode-se erradicar a atividade anormal, interrompendo-a, por
exemplo, com estimulos elétricos, de forma a reduzir sua capacidade de
sincronizagdo com regides adjacentes (Cota et al., 2021). As ferramentas e
analises propostas a seguir encaixam-se nesse escopo e auxiliam o
desenvolvimento de outras metodologias abordadas pelos autores e
colaboradores deste trabalho, como é o caso da estimulacdo nao-periodica
como potencial método terapéutico para contencdo de crises

Portanto, € apresentado neste projeto a técnica de vetorizagdo de
amostras de campo elétrico descrita inicialmente por Moraes et al. (2000;
2001; 2005), denominada aqui como Vector-EEG. A abordagem foi aplicada
em dois protocolos experimentais utilizando os modelos de PTZ sistémico e
KA intrahipocampal. Assim como mencionado na Introdugéo, a hipotese geral
€ que, ao adicionar a caracteristica espacial aos registros, seja possivel
mapear circuitos e revelar padrées ocultos ao EEG na dindmica da rede.
Entretanto, para cada experimento também foram tragadas hipoteses
complementares.

Os experimentos serao descritos separadamente a seguir, sob a
nomenclatura de Protocolo 1 e Protocolo 2. No primeiro, com base nas
observagobes feitas por Medeiros et al. (2014), foram aplicados estimulos de
0,5 Hz na amigdala durante a indugédo do processo ictogénico por PTZ em
animais sob anestesia de uretano. Os ERPs foram registrados por conjuntos
de VEEG posicionados bilateralmente nos hipocampos. Além de analisados
como potenciais preditores de crise, os potenciais foram observados nos

periodos pré e pos-ictal como biomarcadores do acoplamento da via
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amigdala-hipocampal ao estimulo exégeno e utilizados como sondagem para
a compreensao da dinamica dos circuitos durante o processo ictogénico.

A hipétese testada foi de que os estimulos elétricos aplicados como
facilitadores de uma via, aliados ao o VEEG como ferramenta para evidenciar
circuitos, pode revelar durante o processo ictogénico a existéncia de uma
competicdo dos circuitos, que dinamicamente passa a convergir a um Unico
atrator (ou ganhador). A seguir, hipotetizou-se que a utilizagdo do VEEG é
capaz de separar o circuito ganhador e produzir biomarcadores da iminéncia
de crises a partir de eventos que progressivamente se sincronizam com a
estimulagao, assim como mostrado por Medeiros et al. (2014).

No segundo protocolo, aplicou-se a técnica de VEEG para o estudo
comparativo em relagdo aos dados de iEEG. Foi utilizado um modelo de crise
focal induzido por KA intrahipocampal em animais com livre movimentagao.
Neste experimento, registaram-se amostras de VEEG tanto na amigdala,
quanto no hipocampo, identificando circuitos relevantes ao processo de
progresséao e atuagdo das regides durante o status epilépticos.

A hipétese testada foi de que, em um experimento com animal em livre
movimentacao, o VEEG é capaz de revelar uma maior quantidade de circuitos
do que aquelas produzidas pelos mesmos métodos de analise aplicados ao
iEEG. Confirmada a primeira hipbtese, esperava-se que as trajetérias de
VEEG pudessem revelar a atuagdo de cada substrato registrado durante a
progressao do status epilepticus e, portanto, hipotetizou-se que cada regiao
tem uma contribuicdo para a deflagracdo, manutengao e extingdo em cada

uma das crises registradas.
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2. OBJETIVO

21. Geral

O presente capitulo objetivou empregar a amostragem vetorial de
campo elétrico (Vector-EEG) como ferramenta para aprofundar a
compreensao da dinamica de recrutamento de circuitos neurais durante
processos ictogénicos. A partir da caracterizagao de padrdes de ativagdo em
modelos experimentais de epilepsia generalizada e focal, buscou-se validar a
capacidade da técnica em revelar e mapear as interagdes da rede epiléptica
com maior precisdo que abordagens convencionais, contribuindo para a
identificacdo de biomarcadores eletrofisiolégicos e para o entendimento dos

mecanismos de selegdo e competicdo que governam a evolugao ictal.

2.2. Especifico

2.2.1. Protocolo 1

Investigar a dindmica do acoplamento da via amigdala-hipocampal
durante o processo ictogénico induzido por pentilenotetrazol (PTZ). Utilizando
a estimulacdo elétrica da amigdala como sonda e o Vector-EEG para o
registro dos potenciais evocados (ERPs) no hipocampo, a analise visou
caracterizar a evolugao do processo a partir de duas hipoteses: (1) o processo
ictogénico revela um estado de competicdo entre multiplos circuitos, e esta
competicdo dinamicamente converge para o predominio de um unico circuito
atrator, que se torna patologicamente facilitado; e (2) o ERP se estabelece
como um biomarcador preditivo da crise.

Para tal, foi necessario:

e \Validar o potencial evocado (ERP): Primeiramente, analisar os registros
do periodo basal para confirmar que o sinal evocado pela estimulagao
era de origem neural, comparando sua laténcia e variabilidade com as
do ruido da estimulacéo.

e Analisar a progressao do acoplamento neural: Estudar a evolugdo do

ERP ao longo da infusdo de PTZ, calculando e comparando trés
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parametros em janelas médveis: a magnitude vetorial e a dispersao
angular (derivadas do VEEG) e a poténcia instantadnea (derivada do
iIEEG).

Avaliar o potencial preditivo do ERP: Determinar o momento em que
cada um dos trés parametros atinge um limiar de atividade, a fim de
quantificar sua capacidade de antecipar a crise eletrografica.

Identificar e classificar trajetérias anormais: Desenvolver e aplicar uma
metodologia para identificar, a partir da magnitude vetorial, eventos de
trajetéria anormais nos periodos pré e pos-ictal e agrupa-los em
clusters.

Estudar a dindmica dos clusters pré e pos-Ictal: Comparar os periodos
pré e pos-ictal em relacdo ao numero de eventos, variedade de
clusters, duracédo dos eventos e seu sincronismo com o estimulo.
Quantificar a organizagcéo da rede: Calcular a matriz de transferéncia e
a entropia de Shannon para as sequéncias de clusters, a fim de medir
objetivamente a redugdo da complexidade e o aumento da recorréncia

de um circuito dominante apds a crise.

Protocolo 2

Caracterizar a diversidade e a dinamica de ativacdo de circuitos

neurais em um modelo de epilepsia focal induzido por KA, comparando a

capacidade de discriminagdo de padrdes do Vector-EEG com a da analise

convencional de iIEEG em animais com livre movimentacdo. A hipotese

central foi que a adigdo da informacéo espacial pelo Vector-EEG permitiria (1)

identificar um repertério maior e mais preciso de circuitos envolvidos nas

crises sucessivas do status epilepticus e (2) mapear a existéncia de circuitos

especializados em cada regidao e como essa interagao esta relacionada com a

dindmica das sucessivas crises.

Para tal, foi necessario:

Desenvolver um algoritmo de deteccdo automatica: Criar e aplicar uma
rotina para detectar e isolar eventos anormais de forma automatica,
utilizando a magnitude vetorial para os dados de VEEG e a poténcia

instantanea para os dados de iEEG.
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Realizar o agrupamento e classificacdo de eventos: Agrupar todos os
eventos detectados em clusters unicos, utilizando a mesma rotina
aplicada aos dados do Protocolo 1.

Analisar a progressédo da complexidade da rede: Utilizar regresséo
linear para investigar se o numero total de eventos e de clusters
identificados aumentava ao longo das crises sucessivas do status
epilepticus.

Classificar os clusters em relagdo a preferéncia por janela da crise:
Rotular os clusters com base em sua preferéncia de ativagao para o
inicio, meio ou fim de cada crise e validar estatisticamente essa
especializagao temporal.

Classificar os clusters em relagdo a preferéncia por crise: Identificar e
rotular clusters que ocorriam preferencialmente em crises especificas
(ex: apenas na crise 3), para analisar como a rede epiléptica incorpora
novos circuitos ao longo do tempo.

Realizar a analise comparativa (VEEG vs. IiEEG): Comparar
diretamente o desempenho das duas técnicas, quantificando e
testando estatisticamente as diferengas no numero total de clusters, no
numero de clusters com preferéncia por janela da crise (CPJC) e no
namero de clusters com preferéncia por crises especificas (CPCs)

identificados por cada método.
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3. METODOLOGIA
3.1. Calculo do VEEG: amostras vetoriais de campo elétrico

Embora a dindmica do processo epileptogénico, principalmente em
relagdo a propagacao de crises entre diferentes regides, seja ainda pouco
conhecida (Bertram, 2013), um circuito ativado de forma aberrante é
surpreendentemente recrutado de maneira consistente durante o processo
ictogénico (Jirsa et al., 2014). Por consequéncia, a sucessao de fenbmenos
que fazem parte propagagdo de uma crise pode ser fundamental ao
desenvolvimento de ferramentas para diagnostico, previsao, prevencao e
tratamento das epilepsias.

De fato, a forca de campo elétrico gerada por um dipolo e registrada
por um eletrodo é inversamente proporcional ao quadrado da distancia entre
os dois elementos, sendo assim, um eletrodo mais préximo a fonte de
atividade tende a registrar um potencial de campo de maior amplitude, se
comparado a um eletrodo mais distante. Desta forma, ao subtrair o sinal de
um pelo outro, pode-se atribuir ao resultado um vetor com intensidade e
sentido dependentes da proximidade dos eletrodos em relagao ao dipolo, cuja
direcao reside na reta formada pelos dois pontos de registro.

Convenientemente, ao se posicionar quatro eletrodos em conformidade
com coordenadas cartesianas ortogonais tridimensionais €(0, 0, 0), X(1, 0, 0),
Y(0,1,0), e Z(0,0,1), subtrair o potencial elétrico medido nos trés ultimos

pontos (VX(t), Vy(t) e VZ(t), respectivamente) pelo potencial elétrico medido
no primeiro (VC(t)) e dividir cada componente pela distancia que separam os

pontos de medigdo (d(C, X), d(C, Y), d(C, Z), respectivamente), tem-se a
aproximacdo do gradiente do potencial elétrico - e, portanto, do campo
elétrico - em cada eixo ortogonal.

Nesse caso, trés vetores dependentes do tempo sao formados, eles

- - -

residem respectivamente nos eixos unitarios u..,u. eu. esua combinagao

origina um vetor tridimensional Ev::Ea(t) cuja amplitude, sentido e direcéo
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sofrem influéncia das regides de maior atividade durante o registro de um

processo neural.
O caélculo da distancia Euclidiana entre dois pontos quaisquer A e B

esta mostrada na Equac&o 1, na qual d(4, B) € a distancia, ||.||2 € a norma
vetorial e X e § sdo os vetores que definem os pontos A e B. A Equacéo 2 se
refere aos eixos ortogonais, enquanto a Equagédo 3 apresenta o campo
elétrico E(t), dependente do tempo t, como o gradiente do potencial elétrico
VV(t) registrado entre dois pontos arbitrarios A e B, sendo VA(t) e VB(t) a
poténcia medida nos dois pontos e u;B o vetor que os conecta. As Equacdes
4, 5 e 6 expandem a Equagao 3 para o caso tridimensional explicado nos
paragrafos anteriores, sendo Ex(t), Ey(t) e EZ(t) as estimativas do campo
elétrico para cada um dos eixos. Por fim, a Equacdo 7 define o calculo do
Vector-EEG, EV;EG(t), que em resumo representa uma estimativa do real

campo elétrico tridimensional no ponto C, dado pelo gradiente do campo

escalar de tensdes no encéfalo.

d(P1’ Pz) - Hﬁz B 15)1”2 (1)

w_ =[1,0,0] u_=[0,10] u_=1[0,0,1] 2)
E(t) =— WV (b) ~ % cu (3)
E(0) ~ g iy @

CICEES ®)

E () ~ ~Soi e 6)

EV_E)EG(t) = Ex(t) + E_;(t) + EZ(t) = [Ex(t), Ey(t), Ez(t)] 7)
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A representagdo de um conjunto de eletrodos de VEEG pode ser
obtida pela Figura 1A. Cada grupo de quatro eletrodos, representados por
esferas, formam um conjunto de VEEG, ligado por retas. Nesse conjunto, os
eletrodos estdo espagados igualmente entre si e arranjados em conformidade
com um espaco cartesiano, sendo um eletrodo para cada eixo (X, Y e Z) e um
eletrodo central (C). Um conjunto de VEEG também sera referido como
tetraedro devido a sua geometria, uma vez que a conformagao dos pontos de

registros formam um tetraedro trirrentangular.

Ex =[HL5 - (-HL7))/d
y - Ey =[HL5 - (-HL8)l/d
E; = [HL5 - (-HL6))/d
Evees = (Ex, Ev, E2)
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Figura 1 - Vetorizagdo de amostras de campo elétrico.

(A) Desenho esquematico de conjuntos de VEEG registrados no Hipocampo. Esferas representam os
eletrodos, enquanto as linhas conectam conjuntos de VEEG. A direita é mostrado um exemplo de
calculo de VEEG, a referéncia das coordenadas em relagdo ao Bregma e um vetor resultante. (B)

Vetores e trajetérias medidas em diferentes conjuntos de VEEG. (C) Potenciais de campo hipotéticos
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registrados por um conjunto de VEEG (conjunto TR2). (D) Vetores relacionados ao registro hipotético da
Figura 1C. (E) Trajetdria relacionada ao registro hipotético da Figura 1C. (F) Exemplo de calculos

aplicados aos vetores do VEEG.

Utilizando as coordenadas estereotaxicas de cada eletrodo e o bregma

como referéncia espacial, é possivel calcular, por meio das equagbes acima,

o EVEEG(t) conforme mostrado na Figura 1B. Para melhor exemplificar o

processo, apresenta-se, na Figura 1C, um registro arbitrario observado por
cada um dos canais de um conjunto de VEEG (no exemplo, dados simulados
para o tetraedro TR2). Cada amostra de campo elétrico registrada em um
instante de tempo é representada por um ponto no grafico, enquanto as cores
refletem a progressao temporal. Ao aplicar a vetorizagdo enunciada acima,

cada amostra 4-dimensional sera convertida em um vetor tridimensional,

exemplificado pelo vetor EV; (to) destacado pela linha vertical vermelha na

EG
Figura 1C e pelos vetores correspondentes nas Figura 1D e 1E.
A juncado dos vetores de cada instante de tempo forma uma matriz

EVEEG que é denominada trajetoria, apresentada em fungdo do tempo na

Equacdo 8 e exemplificada pela Figura 1E, sendo R*™ o espago real
tridimensional para n amostras de tempo. As trajetorias, assim como os
vetores que as constituem, foram utilizadas neste trabalho como forma de
inferir circuitos participantes da dinamica de processos neurais, uma vez que
refletem indiretamente a formacado de dipolos e também caracteristicas

relevantes em relagao a localidade da fonte de atividade.

N T T S T
EVEEG - EVEEG(tO) ’ EVEEG(tl) Ty EVEEG(tn) €R

3xn

(8)

Dipolos formados proximos a um unico eletrodo externo (X, Y ou Z2)
tendem a aumentar a trajetéria em uma unica dire¢do, enquanto dipolos
distantes ou equidistantes dos eletrodos externos tendem a zerar a mesma. A
direcdo resultante dos vetores depende do posicionamento do dipolo (ou
dipolos) que os influenciam, entretanto, a amplitude evidencia a intensidade

de ativacdo. Além disso, é de se esperar que circuitos predominantes e



54

repetitivos provoquem nos conjuntos de VEEG trajetdrias unicas e repetitivas,
conforme mostrado por videos demonstrativos disponiveis em
https://drive.google.com/drive/folders/1hqzANuy 1-wkAdjwQsd9Qpi4pkqrBOM
WU?usp=sharing.

A Figura 1E mimetiza um desses circuitos, comecando de uma
atividade basal de baixa amplitude, passando por um aumento da magnitude
vetorial e, por fim, retornando ao estado basal. Como mostrado pela Figura
1F, os vetores podem adicionar informagdes relevantes ao estudo dos
circuitos recrutados durante processos fisiolégicos através de analises como

dispersao angular, produto escalar, direcao e amplitude.

3.2. Metodologia de construgao de matrizes de eletrodos profundos

No contexto da proposta deste trabalho, as matrizes de eletrodos
profundos desempenham um papel fundamental para a medicao da atividade
elétrica das regides encefalicas de interesse, e, portanto, para o sucesso dos
experimentos. Os registros foram efetuados por meio do sistema de aquisigao
de sinais da Open Ephys (Open Ephys® Acquisition Board - 3rd Generation,
referida, a partir daqui, apenas como Open Ephys) conjugado ao headstage
(dispositivo acoplado a cabega do animal experimental para a coleta de
registro eletrofisioldgicos) (Mourao et al., 2022).

Além disso, como forma de compatibilizar os requisitos do headstage
adaptado, foi desenvolvido um sistema de construcdo de matrizes composto
por dois principais componentes: (1) uma placa perfurada que define as
coordenadas estereotaxicas anteroposteriores (AP) e médio-laterais (ML),
destacada na Figura 2A (Mourédo et al., 2022), e (2) uma base de resina,
impressa em impressora 3D, que fornece a referéncia dorsoventral (DV),
representada na Figura 2B.

Para cada um dos protocolos, apdés a definigdo da regido-alvo no
cérebro, utilizou-se o KiCAD 8 e o Autodesk® Fusion 360 para projetar,
respectivamente, a placa AP/ML e a base DV. Cada furo na placa AP/ML se
alinha a uma cavidade de 1 mm de profundidade na base DV e, em conjunto,
definem a coordenada estereotaxica de cada regido alvo. Quatro furos

periféricos adicionais acomodam agulhas G20 (Figura 2C painel ), que


https://drive.google.com/drive/folders/1hqzANuy1-wkAdjwQsd9Qpi4pkqrBOMWU?usp=sharing
https://drive.google.com/drive/folders/1hqzANuy1-wkAdjwQsd9Qpi4pkqrBOMWU?usp=sharing
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fornecem suporte mecanico ao fixar a placa perfurada AP/ML na base DV,
formando uma estrutura estavel para a construgdo da matriz de eletrodos,

conforme mostrado no painel Il da Figura 2C.

Placa Perfurada
com Coordenadas
Agulhas de AP

Suporte {Referéncia)

rousdng BISiA

Eletrodo Placa Perfurada
com Coordenadas
AR

{Base da Matriz}

Base com
Coordenadas DV Conestor

Eletrodos

.................... | Watriz de Eletrodos I Conectores dos Canals

i !
Soidada Buracos Metalizados
/ para Solda dos Conectores

Jousdng Bisia

-------------------- 3 mm
DV M Ref.
,,,,,,,, W Tera
Suporie para
M Referénocia Soidar
W Terra
M Eletrode

Figura 2 - Desenho esquematico da construgdo de matrizes para registros de iEEG em muliltiplas areas.
(A) Placa perfurada para referéncia das coordenadas estereotaxicas anteroposteriores e médio lateral
(AP/ML). (2) Base de construgédo para referéncia das coordenadas dorsoventrais (DV). (C) Passo a
passo da confecgdo da matriz de eletrodos. (D) Esquema de posicionamento da matriz no cranio do
animal experimental. (E) Base para manipulagdo da matriz durante o processo de solda dos eletrodos,
exemplo de matriz do Protocolo 1. (F) Desenho esquematico da placa de circuito impresso compativel

com conectores SMD/FPC.

Para cada matriz de eletrodos, uma placa perfurada adicional foi fixada
ao suporte, acima da placa AP/ML de referéncia. A placa adicionada serviu

como base da matriz e nela foram posicionados os eletrodos (791400 ou
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791600 AM Systems Inc.®, Carlsborg, WA, EUA), canulas e conectores, como
mostrado no painel Il da Figura 2C.

A distancia entre a placa perfurada e o orificio correspondente na base
determina a posi¢gao DV desejada para cada eletrodo. Além da profundidade
anatdbmica indicada pelas coordenadas estereotaxicas, foram considerados 3
mm adicionais: 1 mm para acomodar a espessura do cranio e 2 mm de
espacamento entre a matriz e a superficie craniana, importante para a fixagao
do implante. O desenho esquematico esta representado pela Figura 2D.

Uma vez concluida a base de montagem, foram posicionados os
eletrodos — e qualquer outro componente necessario — passando-os pelas
duas camadas de placa perfurada e garantindo o alinhamento da extremidade
distal ao orificio correspondente na base DV, conforme mostrado nos painéis
IV e V da Figura 2C. Apds o posicionamento, os eletrodos foram fixados a
placa AP/ML com o uso de super cola (Tekbond® 793) e resina epodxi
(Redelease Resina 2001 e Endurecedor 3154). Em seguida, fixou-se também
a placa de circuito impresso (Figura 2E) compativel com os conectores
SMD/FPC de 20 vias (16 canais, 2 referéncias e 2 terras) utilizados no
headstage adaptado.

Apos alguns minutos de espera para a solidificagao da resina epoxi,
cada matriz de eletrodos foi cuidadosamente destacada da base DV e
transferida para um suporte de soldagem (Figura 2F, exemplo de matriz
utilizada no Protocolo 1), projetado no software Fusion 360 e impresso com
filamento PLA ou resina (3D Lab® PLA Speed Premium diversas cores ou
Sunlu MLab Photopolymer Resin Standard 405nm, respectivamente).

Nesta etapa, cada eletrodo foi inserido no furo metalizado do conector
e soldado (foi utilizado fluxo de solda para garantir o contato apropriado).
Adiante, os fios de referéncia e aterramento (791400 ou 791600 AM Systems
Inc.®, Carlsborg, WA, EUA) também foram soldados, conforme apresentado
pelo esquema da Figura 2F e também exemplificado pela Figura 2E. Por fim,
cada matriz foi finalizada com resina epdxi — deixando apenas o conector
plano exposto — e o material excedente lixado, de forma a minimizar o
tamanho total do componente. O painel VI da Figura 2C apresenta um

exemplo de matriz de eletrodos utilizada no Protocolo 2.
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E importante observar que cada protocolo experimental necessitou de
uma combinagao especifica de base DV e placa perfurada AP/ML, adaptada
as regides cerebrais de interesse. As coordenadas estereotaxicas foram
definidas previamente e elementos como canula para administragdo ou
eletrodo de estimulagdo foram também adicionadas a construcdo. Os
componentes aqui descritos foram todos fabricados com impressoras 3D
(Creality® Halot Sky 2022 para resina e Creality® Ender-5 Plus para filamento
plastico, ambas de Shenzhen, China) e/ou maquinas de fresagem de placas
de circuito impresso (PCBs, do inglés Printed Circuit Boards) no laboratoério
(LPKF® ProtoMat S64 Circuit Board Plotter, Garbsen, Alemanha).

3.3. Animais e grupos

O protocolo experimental 1 (CEUA 311/2024) e o protocolo
experimental 2 (CEUA 266/2023), foram realizados em ratos adultos da
linhagem Wistar (n = 10 e n = 13, respectivamente), entre 250 e 310 g, com
idade de sete a oito semanas, obtidos no Biotério Central da UFMG e
mantidos, durante experimentag¢ao, no Biotério do Departamento de Fisiologia
e Biofisica do Instituto de Ciéncias Biolégicas da UFMG. Nos dois protocolos,
apenas um grupo foi considerado, sendo cada animal o préprio controle.

Em ambos, no periodo anterior a execucédo do protocolo, os animais
foram habituados ao experimentador e permaneceram agrupados em caixas
forradas com maravalha (~3 cm) com no maximo quatro animais em cada.
Durante o periodo tiveram acesso irrestrito a agua e comida, um ciclo

claro/escuro de 12/12 horas e temperatura de 22°C + 1.

3.4. Cirurgia estereotaxica

Antes de cada procedimento, a sala de cirurgia foi devidamente
higienizada com alcool 70% e os materiais esterilizados em uma autoclave,
limpos com detergente enzimatico e alcool 70% e mantidos sob incidéncia de
luz ultravioleta quando n&o necessarios.

No processo cirurgico do Protocolo 1, os animais foram anestesiados

pela administracdo de 1.5 g/kg de uretano intraperitoneal (Yagishita et al.,



58

2020), enquanto no Protocolo 2, os animais foram anestesiados com
anestesia inalatéria de isoflurano (1mL/mL, Isoforine®, Cristalia Prod. Quim.
Farm. Ltda) em oxigénio, sendo induzidos por 500-1000 mL/min a 5% e
mantidos em sedacdo por 100-200 mL/min a 2-3% d. Apds a sedacdo, em
ambos os protocolos, os animais foram tricotomizados na regido superior da
cabeca e fixados a um aparelho estereotaxico (Stoelting® Co., Wood Dale, IL,

USA) através de barras auriculares.

Figura 3 - Etapas do procedimento cirlrgico para implantagdo da matriz de eletrodos, exemplo
representativo referente ao Protocolo 2.

(A) Posicionamento no estereotaxico. (B) Tricotomia do escalpo. (C) Marcagdo das coordenadas de
perfuragédo. (D) Perfuragdo da calota craniana e fixagdo dos parafusos. (E) Posicionamento da matriz
(fixada a torre estereotaxica). (F) Implantagdo da matriz e fixagdo com cimento de zinco. (G)

Acabamento com acrilico.

O campo cirurgico foi limpo com salina estéril e polivinil pirrolidona iodo
(PVPI) e aplicou-se aproximadamente 3 mL de anestesia local (lidocaina +
epinefrina 2%) no tecido subcutaneo (Figura 3A). Em seguida, os animais

tiveram uma por¢cdo da calota craniana exposta por meio de uma incisao
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realizada com bisturi e os peridsteos removidos por raspagem. O processo
anterior permitiu a visualizagcdo das suturas cranianas (bregma e lambda)
utilizadas como referéncias anatdbmicas para verificagdo do correto
alinhamento da cabega em relagdo ao estereotaxico (Figura 3B).

As coordenadas anteroposteriores e médio-laterais, relativas aos
eletrodos e a canula, foram medidas com base na posicdo do bregma e
devidamente marcadas (Figura 3C). Perfurou-se, entao, circulos de 0,5 mm
de didmetro na calota craniana dos animais, com auxilio de uma broca e, nas
regides correspondentes ao posicionamento dos eletrodos, expandiu-se as
perfuragdes de maneira a criar uma pequena janela acima de cada hemisfério
cerebral. Ainda, perfurou-se trés circulos adicionais nos ossos occipital e
frontal para colocagao de parafusos, dois deles para aterramento e referéncia
dos sinais eletrofisiolégicos e outro para melhor fixagdo mecanica da MEP
(Figura 3D).

A matriz foi entao fixada na torre estereotaxica, alinhada em relagao ao
cranio do animal e inserida com referéncia na coordenada dorsoventral do
eletrodo mais profundo (Figura 3E). O fio referente ao aterramento foi soldado
ao parafuso preso ao osso frontal e os fios de referéncia a um dos parafusos
no 0sso occipital. Apds a inser¢cdo, a montagem foi fixada aos parafusos com
cimento de zinco (Figura 3F) e, posteriormente, a regido exposta foi coberta
por acrilico dentario (Figura 3G). Descrigdes detalhadas de cada tipo de
matriz de eletrodos que foi utilizada nos experimentos se encontram nas
secOes posteriores.

Durante as etapas do processo cirurgico as respostas sensoriais dos
animais foram testadas, a fim de acompanhar a sedacdo. Ao final do
procedimento, os animais foram direcionados conforme o desenho
experimental de cada protocolo.

Os sujeitos experimentais do Protocolo 1 tiveram a veia caudal lateral
acessada por um cateter G22, que foi isolado e fixado a cauda. Por fim, ainda
sob efeito da anestesia, foram conduzidos ao experimento.

Ja os animais do Protocolo 2 receberam cuidados adicionais, devido a
recuperacao necessaria ao experimento com livre movimentagdo. Eles
receberam uma unica dose de 5 mg/Kg de tramadol por via subcutanea e

pentabidtico veterinario Baytril 5 mg/kg por via intramuscular (Geiger et al.,
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2008; Messier et al., 1999). Em seguida, permaneceram sob recuperagao
durante 7 dias, periodo no qual foram feitas observacbes periddicas para
acompanhamento do quadro poés-cirurgico, sendo avaliados 0 peso e o

comportamento.

3.5. Protocolo experimental 1 - PTZ

O desenho experimental, mostrado pelas Figuras 4A e 4B, foi
conduzido em quatro etapas principais, sendo elas: (1) procedimento cirurgico
para inser¢cao dos eletrodos de registro descrito acima, (2) registro de iEEG
da atividade basal com e sem estimulacado elétrica, (3) registro de iEEG
durante a administracdo de PTZ intravenosa e a aplicacdo de estimulagao
elétrica e, por fim, (4) eutanasia do animal e estudo histolégico para
confirmacao do posicionamento dos eletrodos.

A execugao do protocolo envolveu o registro de 16 eletrodos
distribuidos em quatro areas alvo: dois conjuntos na regido CA1 do
hipocampo direito e dois conjuntos na regido CA1 do hipocampo esquerdo.
Além dos eletrodos para registro, também foi implantado um eletrodo de
estimulagao bipolar na amigdala basolateral esquerda. Os alvos foram
escolhidos por possuirem relevancia nos processos ictogénicos gerados pelo
modelo escolhido e as coordenadas correspondentes estdo apresentadas
pela Tabela 1 e pela Figura 4C acima (Paxinos & Watson, 2013).

As matrizes de eletrodos necessarias a execugao do experimento
foram produzidas conforme a Sec¢ao 3.2. Em cada conjunto de VEEG, foram
utilizados eletrodos de aco inoxidavel revestido com PFA simples 791600
(50,8/114,3 um de didametro do fio/PFA, AM Systems Inc.®, Carlsborg, WA,
EUA) para registro das coordenadas X e Y e pares trangados com fios de ago
inoxidavel revestido com PFA 791400 (50,8/114,3 um de didmetro do fio/PFA,
AM Systems Inc.®, Carlsborg, WA, EUA) para registro das coordenadas Z e
Central (Figura 5A). Os pares trangados foram feitos com 8 voltas por
centimetro e tiveram seus fios afastados em 1 mm, para criar a conformagao

tridimensional mostrada na Figura 5B.
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Figura 4 - Etapas do protocolo experimental 1.

(A) Descricao do Protocolo 1. (B) Esquematico das caracteristicas da administracdo de PTZ,
estimulagdo elétrica e registro do iEEG. (C) Posicionamento dos eletrodos de registro e de estimulagao.
(D) Configuragéo da sala durante o experimento. A direita estéo representados exemplos do capacete

do animal apds a cirurgia e do headstage/conector utilizados para a aquisi¢cdo do iEEG.

Além disso, utilizou-se a mesma configuragdo de pares trangados para
a confecgao dos eletrodos de estimulagdo, com o objetivo de recrutar uma
regido consideravel da amigdala basolateral. Os eletrodos de estimulagéo
também foram inseridos nas matrizes e soldados a pinos de conexao
posicionados na lateral esquerda do implante, como exemplificado pela Figura
1E e 5C.

Tabela 1 - Coordenadas estereotaxicas para insercdo dos eletrodos de registro e de estimulacao,

referentes ao protocolo experimental 1.

Area VEEG Médio-lateral Anteroposterior Dorsiventral
Central -3,00 -2,50 -2,80
Hipocampo Eixo X 2,00 2,50 2,80
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Esquerdo EixoY -3,00 -1,50 -2,80
(TL1) Eixo Z -3,00 -2,50 -3,80
) Central -3,00 -3,50 -2,80
Hipocampo
Eixo X -2,00 -3,50 -2,80
Esquerdo
Eixo Y -3,00 -4,50 -2,80
(TL2)
Eixo Z -3,00 -3,50 -3,80
Hipocampo Central +3,00 -2,50 -2,80
Direito Eixo X +2,00 -2,50 -2,80
(TR1) Eixo Y +3,00 -1,50 -2,80
Eixo Z +3,00 -2,50 -3,80
Hipocampo Central +3,00 -3,50 -2,80
Direito Eixo X +2,00 -3,50 -2,80
(TR2) Eixo Y +3,00 -4,50 -2,80
Eixo Z +3,00 -3,50 -3,80
Estimulagao +5,00 -2,50 -8,60

Apo6s o procedimento cirurgico para o implante da matriz de eletrodos
descrito anteriormente, cada animal foi conduzido para a sala de
experimentagao, equipada com computador, gaiola de Faraday, sistema de
aquisicao de sinais eletrofisiolégico Open Ephys, bomba para administragao
de PTZ (KD Scientific® KDS 100 Legacy Syringe Pump, Holliston, MA, EUA)
e um estimulador elétrico monofasico (Digitimer® DS3 Constant Current
Stimulator, Welwyn Garden City, Hertfordshire, Reino Unido) acoplado a um
Arduino ESP, conforme mostrado na Figura 4D. O ultimo foi programado para
entregar pulsos de ativagdo a cada 0,5 segundo (2 Hz) ao estimulador, que,
por sua vez, foi configurado para produzir um estimulo elétrico de 100 ys com
amplitude de 0,6 mA.

Para os registros, foi utilizada uma frequéncia de amostragem de 5 kHz
e cada experimento foi gravado por uma camera digital (Microsoft® Lifecam
VX-700, Redmond, WA, EUA). Para eliminar contaminagbes no sinal
registrado, foi utilizada uma bateria de 12 V para alimentar o Arduino e todo o
sistema foi devidamente aterrado na gaiola de Faraday. Além disso,
coletaram-se também amostras dos momentos de disparo de estimulacao do
Arduino, por meio da porta de entrada digital do Open Ephys, a fim de

sincronizar o iEEG com os estimulos elétricos.
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Figura 5 - Configuragao dos eletrodos de registro das matrizes do protocolo experimental 1.

(A) Conjunto de VEEG (eletrodos referentes ao registro de um dos conjuntos do Hipocampo direito). Em
azul estdo destacados os eletrodos utilizados para o registro do iEEG. (B) Esquema de construgédo do
conjunto de VEEG. (C) Exemplo de uma matriz utilizada durante a execugao do protocolo experimental
(Animal 03). O conector para a estimulagdo elétrica da Amigdala esquerda esta indicado pela seta
preta.

Inicialmente, registrou-se a atividade basal por 5 minutos. Em seguida,
fez-se um segundo registro de atividade basal, agora com a estimulagao
elétrica da amigdala basolateral esquerda. A estimulagao foi entdo desligada,
e 0 animal teve o acesso venoso conectado a uma seringa de 20 mL por um
tubo de silicone. Nesse momento, iniciou-se um novo registro e, apos 1
minuto, ligou-se simultaneamente a estimulacdo e a bomba de infusao,
aplicando ao animal 10 mg/mL de PTZ (Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, EUA)
diluido em salina a uma taxa de 1 mL/min.

A administracdo de PTZ foi interrompida apds a identificacdo da
primeira crise eletrografica, permanecendo apenas a estimulacao elétrica. Ao
final de 20 minutos contados do inicio da administragédo do PTZ, o registro foi
encerrado. Os ratos foram eutanasiados e perfundidos por aplicagao
intracardiaca de tampao fosfato seguido de paraformaldeido 4%. Por fim, os
cérebros foram retirados, desidratados em solucdo de sacarose 20% e
posteriormente processados para a analise histolégica de confirmagédo de
posicionamento dos eletrodos.

Foram submetidos ao protocolo cirurgico 10 animais, nomeados de 001
a 010. Todos sobreviveram a cirurgia, entretanto, em 5 dos animais testados
nao foi possivel fazer a administragao do PTZ pela impossibilidade de acessar
a veia caudal lateral. Os animais que obtiveram sucesso em todas as etapas

descritas (n = 5) foram utilizados nas analises subsequentes.
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3.6. Protocolo experimental 2 - acido cainico

O desenho experimental, mostrado pelas Figuras 6A e 6B, foi
conduzido em quatro etapas principais, sendo elas: (1) procedimento cirurgico
para insergado dos eletrodos de registro descrito anteriormente, (2) registro de
iEEG da atividade basal, (3) registro de iIEEG do status epilepticus apés a
administragao de acido cainico intrahipocampal e, por fim, (4) eutanasia dos
animais e estudo histolégico para confirmagdo do posicionamento dos

eletrodos.
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Figura 6 - Etapas do protocolo experimental 2.

(A) Descrigdo do Protocolo 2. (B) Esquematico das caracteristicas da administragdo de KA e registro do
iEEG. (C) Posicionamento dos eletrodos de registro e da canula para administragdo do KA. (D)
Configuragdo da sala durante o experimento. A direita estdo representados exemplos do capacete do

animal apoés a cirurgia e do headstage/conector utilizados para a aquisigéo do iEEG.

A execugao do protocolo envolveu o implante de 16 eletrodos para o

registro do VEEG em quatro areas alvo: regido CA1 dos hipocampos direito e
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esquerdo e nucleo basolateral das amigdalas direita e esquerda. O status
epilepticus foi induzido localmente pela administragdo de acido cainico na
regiao CA3 do hipocampo esquerdo, através de uma canula guia. Assim
como no protocolo anterior, os alvos foram escolhidos por possuirem
relevancia nos processos ictogénicos e epileptogénicos gerados pelo modelo
focal de ELTM e as coordenadas correspondentes estdo apresentadas pela
Tabela 2 e Figura 6C acima (Paxinos & Watson, 2013).

Tabela 2 - Coordenadas estereotaxicas para insercdo dos eletrodos de registro e da canula guia do

protocolo experimental 2.

Area VEEG Médio-lateral Anteroposterior Dorsiventral
Central -5,00 -2,52 -8,80
Amigdala Eixo X -4,00 -2,52 -8,80
Esquerda Eixo Y -5,00 -3,52 -8,80
Eixo Z -5,00 -2,52 -7,80
Central +5,00 -2,52 -8,80
Amigdala Eixo X +4,00 -2,52 -8,80
Direita EixoY +5,00 -3,52 -8,80
Eixo Z +5,00 -2,52 -7,80
Central -2,00 -2,70 -3,40
Hipocampo Eixo X -3,00 -2,70 -3,40
Esquerdo Eixo Y -2,00 -3,70 -3,40
Eixo Z -2,00 -2,70 -2,40
Hipocampo Central +2,00 -2,70 -3,40
Direito Eixo X +3,00 -2,70 -3,40
Eixo Y +2,00 -3,70 -3,40
Eixo Z +2,00 -2,70 -2,40
Canula Guia +4,30 -5,60 -5,50

As matrizes de eletrodos necessarias a execugdo do experimento
também foram produzidas conforme a Secdo 3.2. Utilizou-se apenas pares
trancados de fios de ago inoxidavel revestidos com PFA 791400 (50,8/114,3
Mm de didmetro do fio/PFA, AM Systems Inc.®, Carlsborg, WA, EUA) com 8
voltas por centimetro. Em um terco dos pares trancados, os fios foram
afastados de 1 mm para criar a conformagao tridimensional de cada conjunto
de VEEG (Figuras 7A e 7B). Neste caso, para cada conjunto, trés pares
trancados foram utilizados, sendo apenas quatro dos eletrodos efetivamente

soldados a placa de conexao.
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Além disso, a canula guia G22 de 1,5 cm foi colada a base da matriz
com super cola. Para melhor fixa-la foi feita uma gota de solda em sua
superficie, que posteriormente foi coberta por epéxi. Por fim, adicionou-se em
cada canula um fio de ago para ocluir a passagem de sujeiras e evitar
infecgdes. As Figuras 7C, 7D e 7E mostram uma matriz concluida, note que

nas duas ultimas representacdes a canula esta indicada por uma seta.

A B

Figura 7 - Configuragdo dos eletrodos de registro das matrizes do protocolo experimental 2.

(A) Conjunto de VEEG (eletrodos referentes ao registro da Amigdala esquerda). Em azul estdo
destacados os eletrodos utilizados para o registro do iEEG. (B) Esquema de construgédo do conjunto de
VEEG. (C a E) Exemplos de uma matriz utilizada durante a execugao do protocolo experimental (Animal
04). A canula para a administragao de KA esta indicada pela seta preta.

Os animais foram submetidos, uma semana apds o procedimento
cirurgico, ao registro da atividade basal durante 30 minutos para a obtengao
do sinal de controle e verificagdo da viabilidade dos eletrodos implantados.
Em seguida, foram induzidos ao status epilepticus pela administragao de 0,4
Mg de acido cainico em 0,2 pL de cloreto de sodio 0,9% (Raedt et al., 2009).

A aplicagdo da droga, controlada por uma bomba de infusdo (KD
Scientific® KDS 100 Legacy Syringe Pump, Holliston, MA, EUA), foi efetuada
da seguinte maneira: (1) introduziu-se, através da canula guia, um tubo de
silica conectado a uma seringa Hamilton® de 1 mL, (2) injetou-se o conteudo
da seringa durante dois minutos, (3) aguardou-se por 1 minuto a difusdo do

acido cainico, (4) retirou-se a silica cuidadosamente e (5) reconectou-se o
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animal ao sistema de eletrofisiologia. Apds a administragéo, registou-se por 2
horas o status epilepticus.

Assim como no experimento anterior, os registros foram efetuados, por
meio do sistema de aquisicdo de sinais da Open Ephys. O headstage foi
fixado a uma gaiola de acrilico por meio de um comutador de forma a permitir
a livre movimentacdo do animal durante o experimento. O aparato,
encapsulado por uma gaiola de Faraday para a supressao de ruidos, foi
devidamente ligado a um computador externo, responsavel pelo
armazenamento dos dados coletados. O desenho esquematico da
configuragcédo do experimento esta representado pela Figura 6D.

Nas etapas de registro da atividade basal e do status epilepticus
induzido, os sinais de IEEG foram amostrados a uma frequéncia de 2 kHz.
Além disso, todos os experimentos foram simultaneamente filmados por uma
camera digital (Microsoft® Lifecam VX-700, Redmond, WA, EUA). Ao final do
periodo de registro, os ratos foram eutanasiados por administracdo
intraperitoneal de cetamina 30 mg/Kg e 1,5 mg/Kg de xilazina e perfundidos
por aplicacédo intracardiaca de tampao fosfato seguido de paraformaldeido
4%. Por fim, os cérebros dos animais foram retirados, desidratados em
solucdo de sacarose 20% e posteriormente processados para a analise
histolégica de confirmagdo de posicionamento dos eletrodos. Foram
submetidos ao protocolo cirurgico 13 animais, nomeados de 001 a 013.
Desses, sete sobreviveram a cirurgia e foram utilizados durante o periodo do

protocolo experimental.

3.7. Analise e processamento de sinais

O desenho experimental e os objetivos dos dois experimentos
descritos acima (Protocolo 1 e Protocolo 2) sao distintos, logo, as analises
foram especificas para cada um dos protocolos. Entretanto, uma grande parte
das fungdes aplicadas a um conjunto de dados, também foi aplicada ao outro,
principalmente aquelas de pré-processamento. Sendo assim, o desenho das
analises foi pensado para compartiihar o maximo de rotinas entre os
experimentos e, para isso, foram desenvolvidas diversas classes

programadas em Python.
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A secdo que se segue sera também compartimentalizada, seguindo o
l6gica de construgao das rotinas de analise: (1) pacote para andlise de iEEG;
(2) pacote para analise de VEEG; (3) pacote para identificagdo de trajetorias;

(4) analise do Protocolo 1; e (5) analise do Protocolo 2.

3.7.1. Pacote de analise de iEEG

Inicialmente foi desenvolvida uma classe, chamada de leegClass, para
a leitura de iIEEG que pudesse ser ao mesmo tempo geral e escalavel.
Obviamente, utilizou-se fungdes de leitura de arquivos do Open Ephys, da
biblioteca openephys-python-tools, uma vez que os dados foram coletados
por esta plataforma.

Cada instancia da classe, relacionada a um unico animal, foi declarada
com dois principais parametros: (1) um arquivo .txt padronizado contendo
uma breve descricdo dos dados do experimento; e (2) uma lista com os
nomes dos canais registrados. O primeiro esta exemplificado pela Figura 8A
abaixo e foi anexado junto a cada conjunto de dados de cada animal,
descrevendo o caminho dos registros (Figura 8B), seus respectivos periodos
dentro do protocolo e a referéncia de posicionamento da conexdao do
headstage.

O segundo atributo € derivado da montagem da matriz de eletrodos, na
qual cada canal é atribuido a uma regido no cérebro, formando um mapa de
conexoes, que deve ser passado ao sistema para a correta configuragao da
analise. Como o headstage utilizado possui 32 canais - distribuidos em dois
conectores SMD/FPC, correspondentes aos canais de 1 a 16 e de 17 a 32
como pode ser observado na Figura 8C - e pode ser conectado em duas
diregdes (Figura 8D), existem quatro mapas possiveis. Sendo assim, é
relevante que a referéncia de posicionamento do headstage esteja em

conformidade com a lista de canais fornecida.
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Figura 8 - Requisitos necessérios para a leitura dos arquivos de iEEG.

(A) Exemplo do arquivo de texto usado como parametro para a criagdo da classe de analise (Animal 08
do Protocolo 2). (B) Exemplo do diretério relacionado ao arquivo de texto da Figura 8A (Animal 08 do
Protocolo 2). (C) Disposigéo dos conectores dos canais no headstage. (D) Possiveis posicionamentos

do headstage em relacdo a direcdo de conexao.

As instancias da classe agrupam os dados das etapas do protocolo de
cada animal, assim como varios atributos relevantes a analise, como nome do
animal, nome dos canais, frequéncia de amostragem, tamanho do registro,
entre outros. Além dos atributos, a classe fornece cerca de 25 métodos
direcionados ao pré-processamento dos sinais, contendo funcbes como
reamostragem, filtro, recorte, organizacdo de canais e visualizagdo. Além
disso, a classe ainda conta com métodos de armazenamento e leitura, que
permitem com que etapas pré-processamento possam ser carregadas pela
classe posteriormente.

O método inspect_and_label _data é especialmente relevante, nele,
uma outra classe denominada DatalabelingClass € momentaneamente
instanciada, permitindo que o experimentador inspecione o dado e faca
marcagdes de recortes importantes para a analise do registro, como por
exemplo periodos de interesse ou ruidos.

Todos os periodos de crise foram identificados neste trabalho por meio
da funcionalidade de inspe¢cao mencionada anteriormente. A identificagcéo foi
realizada manualmente, considerando eventos de iEEG nos quais pelo menos
um dos canais registrou espiculas repetidas com amplitude superior a trés
vezes o desvio padrao basal, em valor absoluto. O inicio de cada crise foi
marcado a partir da primeira espicula de uma sequéncia identificada,

enquanto o término foi definido pela ultima espicula registrada antes de um
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intervalo de atividade reduzida, dentro dos limites de mais/menos 3 desvios

padrdes do basal.

3.7.2. Pacote de analise de VEEG

Para a obtencdo do VEEG é necessario, como descrito na sec¢ao 3.1,
trés aspectos relacionados ao desenho experimental: (1) posicdo dos
eletrodos em relagdo ao bregma, (2) o conjunto de eletrodos que forma um
unico VEEG e (3) a posi¢ao de cada eletrodo em relagéo aos eixos ortogonais
tridimensionais, ou seja, qual eletrodo corresponde a qual eixo (X, Y, Z, ou
central).

Criou-se, entdo, a classe VeegClass, que herda atributos e métodos da
classe leegClass e acrescenta as trés informagdes citadas acima através de
parametros inseridos na criagao do objeto. De forma complementar, criou-se a
classe VectorClass, que é alimentada pelos atributos da classe VeegClass e
calcula o VEEG por meio dos dados de iEEG aplicados as Equacées de 1 a 7.

A instancia do VectorClass fica atrelada a classe VeegClass como um
atributo e pode ser acessada pelo experimentador para aquisicdo dos dados
de VEEG e aplicagdo de métodos como, por exemplo, calculo da magnitude
vetorial. Entretanto, ao longo da analise objetos da VectorClass também
foram usados de forma isolada, para criar vetores de segmentos de registro

de forma independente.

3.7.3. Pacote de analise para identificacao de trajetérias

Uma vez que o objeto da classe VeegClass é instanciado, nele estdo
todas as informagdes relevantes para a analise dos vetores e trajetérias de
VEEG. Destacam-se as duas mais relevantes: (1) os dados de IiEEG
guardados em uma matriz Nch x Ns, sendo Nch o numero de canais € Ns o
numero de amostras; e (2) os dados vetoriais guardados em uma matriz Ncj x
3 X Ns, sendo Ncj o numero de conjuntos de VEEG e Ns, novamente, o
numero de amostras. Note que a segunda dimensdo da ultima matriz

corresponde as trés dimensdes espaciais (X, Y e Z).
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Como mencionado anteriormente, o médulo (ou magnitude) do vetor
esta atrelado a posigcado e a intensidade de um ou dos varios dipolos que
afetam os eletrodos registrados. Portanto, pode-se imaginar que circuitos
aberrantes e repetitivos formem padrdes de trajetdrias também repetitivas e
de amplitude elevada em pelo menos algum conjunto de VEEG. Logo, é
intuitivo que o mddulo vetorial (m(t)), apresentado pela Equagéo 9, seja um

bom indicador de padrdes de ativagcdo durante o periodo experimental.

N

Novamente, EVEEG(t) representa o VEEG, enquanto ||.||2 € a norma vetorial.

m(©)= ||B,p, ) )

Sendo assim, a classe VeeglLabelingClass foi produzida para a
identificacdo de padrdes de trajetérias através de sua magnitude, que
pudessem fornecer informacdes acerca da dinamica de recrutamento de
circuitos durante a ictogénese. As funcionalidades da classe se assemelham
as descritas para a DatalLabelingClass, pois também utiliza de uma interface
interativa para a marcacado de segmentos de interesse, com a diferenga de
apresentar apenas a magnitude de um conjunto de VEEG por vez.

A Figura 9 apresenta o processo de identificacdo de trajetdrias. Na
Figura 9A esta a especificagdo anatdbmica do conjunto de VEEG TL1 do
Animal 02 do Protocolo 1 utilizado no exemplo. Ligado aos elementos que
compdem a vetorizagdo do sinal estdo: (1) o sinal de iEEG pré-ictal com
destaque para os 4 canais que o compdem o tetraedro exemplificado; (2) o
mesmo trecho do registro convertido em VEEG, representado pelas séries
temporais correspondentes aos eixos X, Y e Z do conjunto TL1; e (3) a

magnitude resultante do vetor.
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Figura 9 - Exemplo do processo de identificagdo de clusters de trajetérias de VEEG.

(A) A esquerda esta a representagdo anatémica do tetraedro TL1 do Animal 02 do Protocolo 1 usado
como exemplo. A direita estdo o registro de IEEG (1), VEEG (2) e magnitude do VEEG (3)
correspondentes. As linhas verticais pretas e a seta indicam o décimo evento do cluster 3, enquanto as
linhas verticais vermelhas indicam os demais eventos do cluster 3. (B) Os painéis representam,
respectivamente, o sinal de iEEG, magnitude da trajetéria de VEEG e a trajetéria de VEEG
correspondentes a identificagdo do décimo evento do cluster 3. (C) Os painéis representam,
respectivamente, os sinais de iIEEG, magnitudes das trajetérias de VEEG e as trajetérias de VEEG
correspondentes aos eventos do cluster 3. Em preto, nos dois primeiros painéis, esta identificado o

décimo evento.
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Para a identificacdo de eventos foram selecionados manualmente
aqueles padroes eletrograficos de magnitude vetorial com pelo menos uma
amostra acima de 3 vezes o desvio padrao do basal. Apos a selecdo de um
trecho, como o apresentado pela Figura 9B e destacado na Figura 9A por
uma seta e pelas linhas pretas verticais, a classe € capaz de deflagrar uma
sequéncia de comandos para identificar trajetérias semelhantes ao longo de
todo o registro. O algoritmo opera com a biblioteca STUMPY (Law, 2019), que
aplica correspondéncia de padrbes através da distancia euclidiana entre um
segmento alvo normalizado e segmentos normalizados da série temporal
definidos por uma janela deslizante de mesmo tamanho.

Para aumentar a precisao de classificacdo de trajetorias, utilizou-se
correspondéncia de padrbes multidimensional, composta pela magnitude
vetorial (Equacéo 9 e Figura 9B) e pelas séries temporais representadas
pelas Equacgdes 4, 5 e 6. Em outras palavras, o algoritmo foi programado para
apontar padrbes de trajetérias que fossem equivalentes em quatro dimensodes
concomitantemente: X, Y, Z e magnitude.

Uma vez executado o codigo de identificagcdo, os padrdes
semelhantes encontrados foram agrupados em clusters e atribuidos em uma
terceira classe denominada ClusterClass, responsavel por administrar os
segmentos do registro e formata-los para as analises posteriores. A Figura 9C
apresenta um exemplo de cluster de trajetorias, que agrupa, dentre outras, a

trajetoria mostrada na Figura 9B.

3.7.4. Analise do Protocolo 1 - a dindmica do ERP durante processo

ictogénico

Em uma primeira etapa avaliou-se a existéncia de um potencial
evocado relacionado ao estimulo. Para isso, apenas os dados do registro
basal foram utilizados e passaram por alguns pré-processamentos: (1) os
trechos de ruido foram marcados manualmente e removidos, (2) foi aplicado
ao registro um filtro rejeita-faixa de 60 Hz e um passa-faixa de 1 a 300 Hz e
(3) os trechos de estimulagdo foram separados em pacotes de duragao de

-0,5 segundo a 1,5 segundo em relagdo ao estimulo.
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Em cada segmento de IiEEG correspondente a um estimulo
caracterizou-se o sinal dos diferentes canais pelos paréametros: (1) atraso
entre o primeiro ponto de inflexdo e o estimulo, (2) atraso entre o primeiro
pico positivo e o estimulo e (3) amplitude do primeiro pico apos o estimulo,
como pode ser observado pela Figura 11A. O objetivo da selegéo foi
diferenciar o ERP de um ruido tipico, mostrando que o sinal registrado
apresenta caracteristicas inerentes aos relés sinapticos da via registrada e
diferentes entre os eletrodos. Isso porque, conforme mencionado na Secéo 1,
a propagacao de um potencial evocado no encéfalo relaciona-se as vias
anatbmicas (com o atraso primariamente devido ao processo de transmissao
sinaptica em cada ponto do circuito) e a distancia entre o eletrodo e a fonte
de atividade do dipolo bioelétrico gerado (afetando a amplitude do sinal
registrado), diferentemente de um ruido, que geralmente possui modo comum
e atraso zero (Buzsaki et al., 2012). Vale ressaltar que a propagag¢ao de um
campo elétrico dentro do encéfalo se faz na velocidade da luz, os atrasos
acontecem se os multiplos dipolos (correspondentes a cada relé sinaptico)
forem acionados em tempos diferentes; onde geradores mais préximos ao
registro teriam maior amplitude se mantida a orientagcéo do dipolo gerador.

ApOs coletar os parametros acima, foram calculados, para os canais de
cada animal, o desvio padrdo do atraso dos primeiros pontos de inflexdo e
dos primeiros picos positivos. Com valores obtidos compararam-se os
parametros em termos de sua variancia por teste T ou Wilcoxon (a depender
da normalidade testada com o teste de Shapiro-Wilk), seguidos de correcao
Benjamini-Hochberg False Discovery Rate (FDR-BH) para mitigar erros do
tipo |, os resultados estdo apresentados pela Figura 11B.

Em seguida, comparou-se canal a canal a diferenca entre as
distribuicdes dos parametros de amplitude e atraso do primeiro pico por meio
do teste de ANOVA de uma via ou Friedman e posteriormente aplicou-se
comparagdes post hoc teste T ou Wilcoxon com correcdo FDR-BH. Por fim,
utilizando o mesmo método citado anteriormente, agruparam-se os canais por
conjunto de VEEG e aplicou-se os mesmos testes.

Para a visualizagdo das comparagoes, construiu-se matrizes referentes
aos canais ou aos conjuntos de VEEG, conforme mostrado pelos painéis da

Figura 11C. O mapa de cor reflete a mediana da distribuicdo obtida pela
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subtragdo entre atrasos/amplitudes registrados em cada ERP, para cada par
de canais ou par de conjunto de VEEG. No eixo vertical estdo eletrodos ou
conjuntos de eletrodos de referéncia, enquanto na horizontal estao eletrodos
ou conjuntos de eletrodos de comparagdo. Valores negativos (em azul)
indicam que a referéncia no eixo vertical possui magnitudes menores do que
aquelas encontradas para a referéncia no eixo vertical, enquanto valores
positivos (em vermelho) indicam o oposto. Exemplificando, se os picos
positivos de um canal de referéncia ocorrerem, em meédia (mediana), antes
que os picos em outro canal, a cor da matriz referente a esse par de canais
deve ser azul. Por outro lado, se as amplitudes dos picos positivos desse
canal de referéncia forem, em média (mediana), maiores que os de um canal
de comparacgao, a cor correspondente na matriz deve ser vermelha. Note que
somente estdo mostrados os resultados para o primeiro pico positivo, uma
vez que nao foi encontrada diferenca estatistica em relagao aos parametros
do primeiro ponto de inflexao.

Na segunda etapa de analise, foram aplicados aos dados de todos os
periodos do protocolo os seguintes pré-processamentos: (1) periodos de
ruido foram identificados manualmente e removidos, (2) as crises
eletrograficas foram identificadas manualmente, (3) foi aplicado ao registro um
filtro rejeita-faixa de 60 Hz e um passa-faixa de 1 a 300 Hz, (4) os trechos de
estimulagdo foram separados em pacotes de duragao de -0,5 segundo a 1,5
segundo em relagdo ao estimulo e , por fim, (5) agrupou-se os trechos de
iIEEG em janelas moveis de 5 trechos de estimulagado consecutivos, com uma
sobreposi¢ao de 4 trechos, resultando em uma matriz de dimensdes Nch x
Njn x 5 x Nstr. Sendo Nch o numero de canais, Njn 0 numero de janelas de
trechos de estimulagdo e Nstr o numero de amostras por trecho (2 segundos,
a uma frequéncia de amostragem de 5 kHz).

Utilizando a matriz construida, calculou-se outras trés matrizes: (1)
uma contendo a poténcia instantanea do ERP médio das janelas moveis, com
dimensdées Nch x Njn x Nstr, (2) uma matriz correspondente contendo a
magnitude da trajetéria média por janela em cada conjunto de VEEG, com
dimensdes Ncj x Njn x Nstr e (3) uma matriz de dispersao angular dos vetores
de VEEG por janela, com dimensdes Ncj x Njn x Nstr, sendo Nc¢j o numero de
conjuntos de VEEG.
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A poténcia instantdnea da janela (p[n]), a magnitude vetorial da janela (
m[n]) e a dispersdo angular da janela (d[n]) estdo explicitadas pelas
Equacodes 10, 11 e 12 respectivamente, nas quais n € a amostra definida pela
Equacao 13, t o tempo, TS o tempo de amostragem, f[n] um sinal qualquer,

—

E, . ..nlo VEEG da janela j, Vj[n] o EEG dajanela j e k o numero de trechos
)

por janela (5 trechos).

k 2
pln] = [%z v].[n]] (10)
j=1
i) = (5% E [0 (1)

LE Bl

dnl= 1 = |7 X7 (12)
j=1 EVEEG.[n]

fln] = fOI_ , (13)

Para simplificar o estudo e evitar redundancia de informacéo,
restringiu-se a analise aos canais de IEEG correspondentes aos eletrodos
centrais dos conjuntos de VEEG. Portanto, Nch se igualou a Ncj, com quatro
dimensdes, uma vez que o desenho experimental define quatro conjuntos de
VEEG. Por fim, as matrizes (1) e (2) foram normalizadas pelo z-score do
periodo basal do registro. Os parametros aqui obtidos estdo representados
pelos conjuntos de VEEG HL1 e HL2 do Animal 06 na Figura 12A.

Com as matrizes, calculou-se a média das amostras (Nstr) de cada
janela (Njn) para cada um dos trés parametros (poténcia instantanea,
magnitude vetorial e dispersédo angular). Dessa forma, obteve-se um sinal Ncj
x Njn para cada matriz, representativo da atividade geral de cada janela por
conjunto de VEEG. Foram obtidas as médias e desvios padrdes dos sinais

correspondentes as janelas do periodo basal para cada parametro e, em
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seguida, utilizou-se a matriz completa para identificar a primeira sequéncia de
5 janelas a apresentar valores maiores que trés desvios padroes do basal.
Sendo assim, para os conjuntos de VEEG de cada animal, foi associada uma
janela com limiar de atividade para cada um dos parametros analisados, essa,
por sua vez, foi convertida em tempo (primeiro segundo da primeira janela da
sequéncia) que posteriormente foi relacionado ao inicio da crise.

Os dados foram agrupados e comparados em relagao a primeira crise
de duas maneiras: por tempo relativo e por gramas de PTZ por quilograma de
animal, conforme mostrado pelas Figuras 11B e 11C respectivamente. Em
ambos os casos os parametros foram comparados para cada conjunto de
VEEG usando teste ANOVA de medidas repetidas ou Friedman (com
comparagdes post hoc Tukey honestly significant difference, Tukey HSD, ou
Conover, respectivamente) e os parametros entre os conjuntos de VEEG
usando ANOVA de uma via ou Kruskal-Wallis (com comparagdes post hoc
Tukey HSD ou Dunn, respectivamente).

Apoés concluida a analise acima, adotou-se uma segunda estratégia
para estudar o comportamento dos parametros entre os periodos do
protocolo. Inicialmente, foi aplicada uma binarizacdo as matrizes de poténcia
instantdnea, magnitude e dispersao angular. Para as duas primeiras foi
atribuido 1 para valores acima de trés vezes o desvio padrdo do basal e 0,
caso contrario. Ja para a ultima matriz foi atribuido 1 para valores menores do
que 0,3, correspondendo a uma variancia angular de aproximadamente 40°, e
0 no cenario oposto. Em seguida, os registros foram recortados para nao
ultrapassarem o inicio de uma segunda crise, caso existente, e, por fim, o
sinal foi dividido em 5 periodos: (1) basal, que antecede a administragao de
PTZ; (2) PTZ, durante a administracdo de PTZ; (3) pré-ictal, definido pelo
tempo precedente a crise (de mesma duragcédo que a propria crise); (4) ictal; e
(5) pos-ictal, contabilizado do final da crise até a ultima amostra considerada.
A Figura 13 mostra a divisdo e exemplifica as janelas de ERPs utilizadas,
enquanto a Figura 14A apresenta as matrizes referentes aos trés parametros
do conjunto de VEEG HL1 do Animal 06 e, a direita, exemplifica a divisdo dos
periodos do registro com a matriz de dispersao angular.

Das matrizes binarizadas, calculou-se a porcentagem de amostras

acima do limiar para cada periodo. Sendo assim, atribuiu-se um valor de
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porcentagem, que resultou em um sinal Ncj x Njn para cada animal, para cada
parametro. Em seguida, aplicou-se um meétodo estatistico semelhante ao
anterior, agrupou-se os resultados dos animais e comparou-se, para cada
parametro, os periodos registrados por um mesmo conjunto de VEEG usando
teste ANOVA de medidas repetidas ou Friedman (com comparag¢des post hoc
Tukey HSD ou Conover, respectivamente), a depender do teste de
normalidade Shapiro-Wilk. Além disso, também verificou-se a diferenga dos
periodos entre os conjuntos de VEEG usando ANOVA de uma via ou
Kruskal-Wallis (com comparagdes post hoc Tukey HSD ou Dunn,
respectivamente), novamente a depender do teste de normalidade
Shapiro-Wilk. Os resultados estao representados pela Figura 14C.

Ainda, comparou-se, dois a dois, a relagdo entre as medidas de
porcentagem dos diferentes parametros, conforme apresentado pela Figura
14B. Para isso, todos os valores foram agrupados de forma pareada (mesmo
periodo, conjunto de VEEG e animal) e a correlacdo de Pearson foi medida
entre os parametros.

O préximo passo foi dividir a analise anterior ndo somente por periodo
do protocolo, mas também em relagdo ao periodo que compreende o sinal de
ERP, como mostrado pelo painel a direita na Figura 14A. Para isso,
escolheu-se arbitrariamente dividir cada janela de ERP em 4 segmentos,
resultando em trechos de 0,5 segundo, uma vez que a distadncia entre
estimulos é de 2 segundos. Para a analise estatistica, mostrada na Figura
14D, os valores de cada animal foram agrupados, de acordo com o0s
parametros de analise, conjunto de VEEG, periodo do experimento e periodo
relacionado ao estimulo. Aplicou-se, entdo, uma comparacdo entre os
periodos do ERP dentro de cada periodo do protocolo (basal, administragcéo
de PTZ e outros) utilizando ANOVA de medidas repetidas ou Friedman (com
comparagoes post hoc Tukey HSD ou Conover, respectivamente). Em
seguida, foram comparados os periodos do ERP entre os diferentes periodos
do protocolo com os mesmos testes estatisticos citados na analise anterior. E
importante ressaltar que, nesse caso, apenas as diferengas em relagéo ao
basal foram mostradas no grafico para simplificar a visualizacdo das
diferencas. Por fim, comparou-se cada particdo em relacdo aos diferentes

eletrodos utilizando ANOVA de uma via ou Kruskal-Wallis (com comparagdes
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post hoc Tukey HSD ou Dunn, respectivamente). Mais uma vez, para
simplificacdo da visualizagdo, os resultados para esse ultimo teste foram
ocultados. Os conjuntos de testes estatisticos ligados por conjuncao (“ou”)

foram aplicados a depender de testes de normalidade Shapiro-Wilk

3.7.5. Analise do Protocolo 1 - identificagao de circuitos por padroes de

trajetorias

Apos finalizar o estudo do ERP, a analise se concentrou em identificar
e classificar os circuitos envolvidos durante o processo ictogénico. Desta vez,
aplicou-se os seguintes passos de pré-processamento: (1) os trechos de ruido
foram marcados manualmente, (2) os periodos de crise eletrografica foram
identificados manualmente, (3) foi aplicado ao registro um filtro passa-faixa de
2 a 100 Hz, (4) o sinal foi reamostrado em 1 kHz, (5) os sinais de ruido foram
substituidos por interpolagao, (6) o sinal foi cortado para compreender apenas
300 segundos apés o final da primeira crise e, por fim, (7) o periodo de crise
eletrografica foi descartado pela complexidade e dificuldade de classificar os
padrdes registrados.

Em seguida, utilizou-se a interface grafica da classe
VeeglLabelingClass e, do fim para o inicio do registro, identificaram-se
manualmente padrdes de magnitude de trajetéria com amplitudes de pelo
menos trés vezes o desvio padrao basal. A inspecao de maneira invertida se
deu apos observar que os eventos no final do registro eram maiores e mais
duradouros que os do inicio e, por serem mais complexos, optou-se por
classifica-los primeiro.

Portanto, para cada conjunto de VEEG, de cada animal, os padroes
foram identificados e classificados em clusters como descrito na secéo 3.7.3.
Uma vez classificados, foram subdivididos em pré-ictais e pods-ictais e
analisados em relagcdo a 4 aspectos: (1) quantidade de eventos, (2)
quantidade de clusters, (3) quantidade de eventos por cluster e (4) tamanho
dos eventos. Além disso, através da classe ClusterClass, também foram
contabilizados os atrasos dos eventos identificados em relacdo ao estimulo

mais préximo.
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Para os casos de (1) a (2), Figuras 16A e 16B, os grupos de eventos
pré-ictais e pos-ictais foram comparados através do teste de Wilcoxon
unilateral a direita (ou seja, testando a hipétese de que o pré-ictal € maior que
o pés-ictal). Para o caso (3), mostrado na Figura 16C, calculou-se primeiro a
proporcdo de eventos pré-ictais em relagdo ao total, subtraiu-se 0,5 e
comparou-se a distribuicdo obtida com Wilcoxon em relagéo a 0. Isso foi feito
para mostrar que um evento que ocorre no pré-ictal, tem baixa probabilidade
de ser identificado no pés-ictal e vice-versa, pois caso contrario, o resultado
da proporgao seria 50%.

Como as medidas anteriores testam a mesma hipétese, de que existe
uma maior quantidade de circuitos competindo pelo controle do sistema antes
da crise, do que depois, os p-valores foram corrigidos pelo método FDR-BH.

Para os dados de duragao dos eventos, apresentados pela Figura 15D,
comparou-se as distribuicées utilizando o teste T ou Mann-Whitney U (a
depender do teste de normalidade Shapiro-Wilk). Na sequéncia, os eventos
foram organizados em relagdo ao estimulo mais préximo, gerando uma janela
circular de -1 a 1 segundo. A partir dessa representacdo, mostrada nas
Figuras 16E, aplicou-se uma janela moével de 10 segundos (5 estimulos) e
para cada iteragdo, com uma sobreposicdo de 8 segundos, calculou-se a
aleatoriedade do atraso dos eventos em relagdo ao estimulo através do teste
de uniformidade circular de Rayleigh. A quantidade de eventos por periodo é
destacada pelas cores dos histogramas hexagonais bidimensionais.

Na sequéncia, decidiu-se analisar a dinamica de progressdo dos
clusters para verificar a existéncia de grupamentos dominantes e a
organizagao da sequéncia do recrutamento dos clusters ao longo do tempo.
Para isso, construiu-se uma tabela com as colunas: (1) animal, (2) conjunto
de VEEG, (3) rétulo do evento, (4) tempo de ocorréncia do evento, (5) cluster
do evento e (6) cluster do evento que sucedeu o evento. Novamente,
separou-se a tabela em eventos pré-ictais e pos-ictais, e fez-se um bootstrap
de 500 iteragdes selecionado aleatoriamente, para cada periodo, 30% dos
eventos do menor conjunto de dados (pré-ictal ou ictal). Para os dados
selecionados calculou-se a matriz de transferéncia (probabilidade de um
cluster recrutar outro cluster em sequéncia) utilizando as colunas (5) e (6) e,

em seguida, obteve-se a média da diagonal principal, com o objetivo de
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quantificar qual a probabilidade de um cluster se recrutar recursivamente.
Além disso, calculou-se também a entropia de Shannon relacionada aos
clusters da amostra, para quantificar a aleatoriedade dos clusters (entropia
alta indica muitos clusters diferentes e com igual probabilidade de aparigao,
enquanto uma entropia baixa indica dominancia de um ou poucos clusters).
Em cada iteragao do algoritmo de bootstrap, os resultados de média da
diagonal da matriz de transferéncia e entropia foram guardados e
posteriormente analisados estatisticamente pela aplicacado do teste T pareado
ou Wilcoxon para os parametros testados, seguido de corregdo FDR-BH. Os

resultados estdo mostrados nas Figuras 16F e 16G.

3.7.6. Analise do Protocolo 2

As caracteristicas das analises aplicadas no Protocolo 2 se diferem
daquelas observadas no Protocolo 1, descritas anteriormente. Isso se deve
principalmente as hipoteses testadas, mas também a fatores como duragao
do experimento, diferentes regides cerebrais registradas e auséncia de
estimulagao elétrica, que guiou o estudo anterior e estabeleceu janelas de
referéncia. Ainda, é de se notar que o Protocolo 2 ndo se concentrou no
estudo de uma unica crise, contendo uma maior diversidade de
caracteristicas eletrograficas.

Entretanto, o pré-processamento do sinal foi, de certa forma,
semelhante: (1) os trechos de ruido foram marcados manualmente, (2) os
periodos de crise eletrografica foram identificados manualmente, (3) foi
aplicado ao registro um filtro rejeita faixa de 60 Hz, seguido de um filtro
passa-faixa de 2 a 100 Hz, (4) o sinal foi reamostrado em 1 kHz; (5) os dados
de cada canal foram normalizados pelo registro basal e, por fim, (6) o sinal foi
cortado para compreender somente 45 minutos seguintes a administragdo do
acido cainico.

Apos o pré-processamento, os VEEGs foram obtidos para cada
tetraedro, tiveram sua magnitude vetorial calculada e os eventos de trajetéria
foram selecionados automaticamente da seguinte forma: (1) para cada crise
eletrografica calculou-se um limiar de amplitude igual @ média da magnitude

vetorial mais duas vezes o desvio padrdo; (2) também para cada crise,
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identificou-se os picos acima desse limiar; (3) o inicio e o fim dos eventos foi,
entdo, definido com base no vales adjacentes ao pico; (4) os eventos foram
organizados de forma decrescente em relagao a sua duragao; e, por fim, (5)
eventos redundantes foram eliminados, caso a correlacdo maxima da
magnitude fosse superior a 0,97 em relagédo a qualquer outro evento.

Um a um, os eventos identificados foram submetidos ao processo de
identificacdo de padroes semelhante ao descrito na Secao 3.6.3. A rotina foi
idealizada de forma a alocar cada evento em um unico cluster, sem que
houvesse a possibilidade de multiplas rotulagens. Por fim, cada grupamento
de eventos foi instanciado através da classe ClusterClass e armazenado para
posterior analise. A Figura 10 abaixo representa esse processo através da
identificacdo de grupos de trajetérias de VEEG, a Figura 10A apresenta os
dados de iIEEG e magnitude vetorial de cada conjunto do Animal 004. Estao
destacadas em vermelho claro as crises definidas manualmente e com linhas
horizontais pretas os limites de amplitude de cada uma das crises. A Figura
10B apresenta a selegdo dos eventos a serem agrupados e a Figura 10C o
grafico de eventos de uma porc¢ao dos clusters caracterizados.

O mesmo processo foi aplicado aos dados de iEEG, naqueles canais
centrais de cada conjunto de Vector-EEG. Para que a identificacdo de
padroes pudesse ser realizada de forma semelhante a praticada nos dados
de magnitude vetorial, padrdes eletrograficos do iIEEG foram identificados
com base na poténcia instantdnea do registro, contendo, portanto, somente
valores positivos. A mesma tatica de agrupamento descrita anteriormente foi

aplicada e os dados dos clusters salvos para posterior analise.
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Figura 10 - Processo de identificacdo e agrupamento de eventos ictais, exemplificado pelo Animal 004

do Protocolo 2.
(A) Acima estdo os registros de iIEEG referente ao eletrodo central de cada tetraedro e abaixo, as

respectivas magnitudes vetoriais. Janelas em vermelho claro indicam as crises, linhas pretas
pontilhadas verticais representam a administracdo do KA e linhas pretas horizontais, os limiares de
amplitude utilizados na identificagdo de picos. O retangulo pontilhado preto é a referéncia para o sinal
apresentado no painel B. (B) Sinal da magnitude vetorial da amigdala esquerda com eventos
identificados em vermelho (linha preta pontilhada representa a média do sinal). (C) Parte dos clusters
identificados na amigdala esquerda. No eixo vertical estdo os rotulos atribuidos a cada cluster e cada

traco representa um evento de determinado cluster.

Devido a variabilidade no numero de crises por animal, abrangendo de
2 a 17 eventos identificados, e no consequente numero heterogéneo de
clusters classificados, variando de 70 a 374, alguns critérios de analise
precisaram ser estabelecidos. Inicialmente, considerou-se apenas aqueles
animais com mais de 8 crises (foram eliminados 2 animais com 1 e 2 crises
registradas). Ainda, todos os animais restantes (n = 5) foram avaliados em

termos das suas 8 primeiras crises, por ser o0 minimo de crises por animal
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ap6s o estabelecimento dos critérios. Dos animais selecionados, foram
eliminados os eventos identificados cuja amplitude ou energia eram menores
que 1,5 vezes o intervalo interquartii da distribuicio e também foram
desconsiderados aqueles clusters com menos de 3 eventos.

Inicialmente, os clusters e eventos identificados foram contabilizados
por crise para cada tetraedro, conforme representado pelas Figuras 19A e
19B, para os dados de VEEG e iEEG respectivamente. Os resultados foram
avaliados através da fungao linregress da biblioteca de estatistica do SciPy,
que implementa uma regressao linear simples pelo método dos minimos
quadrados para determinar a linha de melhor ajuste entre a mediana das
propor¢cdes de cada crise e 0 numero das sucessivas crises. Com esta
biblioteca o p-valor foi calculado por teste T dividindo a inclinacdo estimada
pelo seu erro padréo e os resultados foram corrigidos pelo método FDR-BH
considerando todos os tetraedros e as avaliagdes por eventos e por clusters.

Os grupos de eventos de VEEG e IiEEG foram rotulados
separadamente com referéncia na probabilidade de ocorréncia em relagcéo ao
inicio, meio e fim das crises identificadas, na tentativa de relacionar processos
de génese, sustentacdo e extingédo, respectivamente. Para isso, foi feita a
divisdo de cada crise em trés tercos separados por um periodo
correspondente a 25% da duragao do evento ictal, de maneira a estabelecer
um intervalo de confianga entre cada zona. Com a divisdo estabelecida, em
cada um dos clusters, os eventos foram contabilizados nas particoes
correspondentes e a distribuicdo avaliada da seguinte forma: (1) foram
filtrados todos os clusters com pelo menos 3 eventos; (2) os valores de
contagem dos eventos foram submetidos a um teste de Chi-Quadrado para
ponderar a uniformidade da distribuigédo; (3) para aqueles ndo uniformemente
distribuidos (p < 0,05), a zona de maior porcentagem de eventos foi testada
também com Qui-Quadrado em relagao as demais; (4) por fim, foi atribuido ao
grupo de eventos a preferéncia de ocorréncia nos casos novamente nao
uniformemente distribuidos (p < 0,05) e cuja propor¢do de atuagao
ultrapassou 0,28 ([total — zonamorta]/3, ou [1 — 0,2]/3). A Figura 18A
exemplifica o processo de rotulagem descrito, nela, estdo representadas as
estimativas normalizadas de densidade de kernel dos eventos dos clusters,

com o objetivo de facilitar a visualizagao.
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Calculou-se, entdo, a proporcdo de eventos em clusters com
preferéncia de ativagdo por alguma janela de crise (abreviados como CPJC -
Clusters com Preferéncia por Janela da Crise, para melhor compreensao do
texto) em relagdo ao numero total de eventos de cada regido registrada e a
propor¢ao de CPJC e o numero de clusters totais, também para cada regido.
Novamente, os dados foram avaliados através da funcéo linregress e os
resultados estao apresentados nas Figura 19C e 19D, respectivamente para
classificacdo com VEEG e iEEG.

Na sequéncia, os clusters foram analisados sob duas perspectivas
complementares, mostradas na Figuras 21A e 21B. Na primeira, cada
tetraedro foi isolado e comparou-se a propor¢cao de CPJC nos trés diferentes
tercos da crise, no intuito de investigar a participagcdo de cada regido
registrada na dindmica do evento ictal. Na segunda, cada tergo da crise foi
isolado e comparou-se a proporgdo de CPJC entre as regides registradas.
Para ambas as abordagens, a normalidade das distribuicbes foi verificada
com o teste Shapiro-Wilk. Conforme o resultado, foram utilizados testes
ANOVA de medidas repetidas ou Friedman, com correcdo FDR-BH para
comparagdes multiplas. Diferengas significativas (p < 0,05) foram detalhadas
com testes post hoc T pareado ou Wilcoxon.

Finalmente, os dados de VEEG e iEEG foram relacionados quanto ao
total de clusters e ao numero de clusters com preferéncia de atividade,
novamente a normalidade foi testada com o teste Shapiro-Wilk e, a depender
do resultado, testes T pareado ou Wilcoxon foram usados seguidos de
corregao FDR-BH, conforme mostrado na Figura 21C.

Adiante, os clusters foram rotulados de acordo com a taxa de
ocorréncia em crises especificas, para analisar se alguma crise domina, de
forma geral, a probabilidade de ocorréncia de alguns clusters. Os eventos de
cada agrupamento foram contabilizados em relagcdo as crises (8 crises) e
avaliados em termos de sua preferéncia: (1) foram filtrados todos os clusters
com pelo menos 3 evento; (2) os valores de contagem dos eventos por crise
foram submetidos a um teste de Chi-Quadrado para ponderar a uniformidade
da distribuicao; (3) para aqueles nao uniformemente distribuidos (p < 0,05), a
crise de maior porcentagem de eventos foi testada com Qui-Quadrado em

relagdo as demais; (4) por fim, foi atribuida ao agrupamento de eventos a
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preferéncia de ocorréncia nos casos novamente nao uniformemente
distribuidos (p < 0,05).

Para cada tetraedro, foi calculada a tendéncia de crescimento da
proporgao de clusters com preferéncia por crises (CPCs) utilizando a mesma
regressao linear explicada anteriormente, conforme apresentado pela Figura
21A. Note que, apesar de metodologicamente semelhantes, as analises
praticadas pelos modelos de regresséao linear respondem aspectos diferentes:
(1) o crescimento do numero de eventos e clusters; (2) se CPJC tendem a
ocorrer mais com a progressao do status epilepticus; e (3) se clusters tendem
a ser mais especificos em relagao as crises (CPCs) durante a progressao do
status epilepticus. De maneira analoga ao feito anteriormente, os dados de
VEEG e iEEG foram comparados diretamente quanto ao total de clusters e ao
numero de clusters com especificidade em determinada crise, novamente, a
normalidade foi testada com o teste Shapiro-Wilk e, a depender do resultado,
testes T pareado ou Wilcoxon foram usados seguidos de corregdao FDR-BH,

conforme mostrado na Figura 21B.
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4, RESULTADOS
41. Protocolo1

A Figura 11A apresenta o ERP médio registrado nos animais 10 e 09
do Protocolo 1, respectivamente. Em ambos os painéis, pode-se observar o
primeiro ponto de inflexdo de cada canal, em cinza, e o primeiro pico positivo,
em preto. Além disso, também estdo indicados por setas os ruidos causados
pela estimulacdo. E interessante notar que a polaridade da estimulagdo foi
invertida entre os dois animais, entretanto o perfil de ERP permaneceu
inalterado, corroborando com o pressuposto de que o registro capturou um

potencial evocado e ndo a propagagao de um ruido apods a estimulagao.
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Figura 11 - Potencial evocado relacionado a estimulacédo elétrica da amigdala basolateral no periodo
basal (antes da administracao de PTZ).

(A) ERP médio dos animais 10 e 9, respectivamente. Pontos cinzas indicam a média do primeiro ponto
de inflexdo, pontos pretos, a média dos primeiros picos positivos e as setas, o ruido médio de
estimulagédo. (B) Histograma de todos os primeiros pontos de inflexdo e picos, registrados em cada

canal. (C) Relagdo do atraso do primeiro pico positivo e da amplitude correspondente entre canais ou
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entre conjuntos de VEEG. As cores indicam a mediana da diferenca entre pares de elementos, sendo

azul uma diferenga mediana negativa e vermelho, o inverso.

Para suportar esta hipétese, a Figura 11B apresenta a diferenca de
variabilidade entre as distribuicbes dos atrasos dos primeiros pontos de
inflexdo e dos atrasos dos primeiros picos positivos, ambos em relacdo a
estimulagao. Os asteriscos, em cada um dos painéis, representam a diferenca
entre o desvio padrao dos dois parametros (p < 0,05 Wilcoxon corrigido por
FDR-BH, resultados detalhados no Anexo | Tabela A1), mostrando que os
atrasos relacionados aos primeiros pontos de inflexao sdo menos variaveis
que os atrasos relacionados aos primeiros picos positivos.

Ja a Figura 11C mostra tanto para as comparagdes entre canais,
quanto para as comparagdes entre conjuntos de VEEG (ou tetraedros), como
os parametros analisados foram percebidos de maneira variavel pelos
diferentes canais. Inicialmente, mostrou-se que existe um efeito global em
relacdo ao atraso dos primeiros picos positivos para as comparagdes entre
canais (p = 0,031 teste de Friedman corrigido por FDR-BH), mas n&o para
aquelas entre tetraedros (p = 0,614 teste de Friedman corrigido por FDR-BH).
A mesma diferengca também foi obtida em relagao as amplitudes dos primeiros
picos positivos para as comparagcdes entre canais (p < 0,001 teste de
Friedman corrigido por FDR-BH) e entre conjuntos de VEEG (p = 0,039
ANOVA de uma via por FDR-BH).

Entretanto, apesar da estatistica global, apenas as amplitudes
comparadas por tetraedro apresentaram diferenga significativa entre canais
do hemisfério esquerdo e direito no teste post hoc (TR1-TL1: p = 0,028 |
TL1-TR2: p = 0,034 | TL2-TR1: p = 0,028 | TL2-TR2: p = 0,028; teste T
pareado corrigido por FDR-BH). Esse efeito ocorreu devido a aplicacéo de
multiplos testes estatisticos, em um conjunto extenso de comparagdes
(16x15/2 = 120 comparagdes). Ao retirar a corregcdo, a estatistica atinge
significancia para a maioria dos casos entre canais dos diferentes hemisférios
(dado omitido), tanto para as comparacdes relacionadas ao atraso, quanto
para aquelas relacionadas a amplitude. Contudo, é notavel, pelas cores do
grafico, que eletrodos a direita, contralaterais a estimulagéo, tendem a ter um

atraso maior e uma amplitude menor em relacéo aos eletrodos ipsilaterais.
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Uma vez mostrada a evidéncia de atividade neural em resposta a
estimulagcdo, concentrou-se no estudo do comportamento do potencial
evocado ao longo do processo ictogénico induzido pela administracdo de
PTZ. A Figura 12A apresenta toda a progressdo do protocolo organizada
pelas janelas de 5 estimulos elétricos em termos dos trés parametros
analisados: dispersao angular das amostras do VEEG, magnitude vetorial do
VEEG e potencial instantaneo do iEEG.

No exemplo selecionado, é possivel visualizar um evidente aumento da
magnitude e da poténcia instanténea, cerca de 100 janelas antes do inicio da
primeira crise (aproximadamente 200 segundos). Esse aumento até se
intensifica momentos antes do evento ictal, mas, apds inicio, a atividade
parece se concentrar ao redor do estimulo, principalmente nos segundos que
sucedem o mesmo. As observagdes anteriores ndo valem integralmente para
a dispersdo angular, que calcula a consisténcia das repetidas trajetorias em
uma unica janela. O aumento experimentado pelos parametros de magnitude
e poténcia instantanea somente é acompanhado pela dispersdo angular apos
o inicio da crise, apesar de a mesma se manter sustentada até o final do
experimento.

As verificagbes feitas para o exemplo da Figura 12A em relagdo ao
periodo pré-ictal podem ser expandidas para o grupo de animais, conforme
mostrado pelas Figuras 11B e 11C. Elas apresentam como os trés parametros
podem ser utilizados como preditores do evento ictal e como podem trazer
diferentes informagdes sobre o processo ictogénico. A Figura 12B mostra que,
em meédia, a magnitude e a poténcia instantanea ultrapassam o limiar basal
de 314 a 452 segundos antes do inicio da crise, enquanto a dispersao angular
somente se diferencia do basal segundos antes da crise, como observado
anteriormente. Ainda, mostra que a dispersdao angular se difere
estatisticamente dos demais parametros em poder preditivo em todos os
conjuntos de VEEG analizados (TL1: p < 0,001 | TL2: p < 0,001 | TR1: p <
0,001 | TR2: p < 0,001; teste ANOVA de medidas repetidas corrigido por
FDR-BH, o resumo dos dados e as comparagdes entre parametros estao
apresentados no Anexo |, pelas Figura A1A e Tabela A2, respectivamente),
mas nao entre os tetrodos (Dispersdo angular: p = 0,932 | Magnitude: p =
0,932 | Poténcia: p = 0,932; teste ANOVA de uma via corrigido por FDR-BH).
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Figura 12 - Progresséo do potencial relacionado ao estimulo durante o processo ictogénico.

(A) Etapas do protocolo em termos dos parametros analisados. As linhas verticais cinzas, com rétulos
“B”, separam o registro basal, as linhas horizontais pretas identificam a ocorréncia da estimulacéo
elétrica, as linhas verticais pretas continuas assinalam o inicio de uma crise, enquanto as linhas
verticais pretas pontilhadas, o final. (B) Momento em que os parametros ultrapassam o limiar de
atividade nos diferentes conjuntos de VEEG. (C) Quantidades de PTZ administradas por quilograma de

animal na qual os par&dmetros ultrapassam o limiar de atividade nos diferentes conjuntos de VEEG.

A Figura 12C apresenta os mesmo resultados, mas em termos da
quantidade de PTZ administrado normalizado pelo peso do animal. As
observagbes extraidas sdo as mesmas, tanto para as comparagdes nos
tetrodos (TL1: p < 0,001 | TL2: p < 0,001 | TR1: p < 0,001 | TR2: p < 0,001;
teste ANOVA de medidas repetidas corrigido por FDR-BH, o resumo dos
dados e as comparagdes entre parametros estdo apresentados pelas Figura
A1B e Tabela A2, respectivamente), quanto para aquelas entre os tetrodos
(Dispersao angular: p = 0,954 | Magnitude: p = 0,954 | Poténcia: p = 0,954;
teste ANOVA de uma via corrigido por FDR-BH). Isso indica também uma

homogeneidade do protocolo realizado, pois, como o peso dos animais foi
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equiparavel, a normalizagdo ndo gerou conclusbes distintas daqueles

mostrados pela Figura 12B.
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Figura 13 - Evolugdo do acoplamento neural ao estimulo registrado em diferentes etapas do protocolo.

Em cada linha sdo mostradas janelas contendo 5 ERPs, exatamente como as utilizadas nas analises
posteriores. Os tons vermelhos indicam momentos em que a dispersdo angular das respostas ao
estimulo atingem valores menores que 0,3, enquanto pontos cinza mostram o oposto. Nas colunas
estdo respectivamente as amplitudes e as poténcias instantaneas do iEEG, seguidas pelas magnitudes
das trajetdrias do VEEG e seus padrdes tridimensionais. Todos os registros mostrados pertencem ao

tetraedro TL1 e ao eletrodo HL2 do animal 03.

Para elucidar um pouco mais da dindmica do processo, foi necessario
abranger a analise para os demais periodos do protocolo. A Figura 13 mostra
toda a progressdo dos ERPs por meio de janelas estrategicamente
selecionadas que exemplificam diferentes fases da ictogénese. E possivel

notar empiricamente como a amplitude da poténcia do iIEEG e da magnitude
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do VEEG crescem apds o periodo de administracdo de PTZ. Além disso, o
ultimo painel mostra como o circuito estimulado se torna mais consistente a

partir da janela ictal.
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Figura 14 - Andlise da dispersdo angular dos vetores de VEEG, magnitude vetorial do VEEG e poténcia
instantanea do iEEG para diferentes periodos do protocolo.

(A) Processo de binarizagdo dos dados e separagéo dos periodos do experimento. A cerquilha (#) indica
o exemplo utilizado para a identificagdo dos periodos. (B) Porcentagem de amostras acima do limiar
para os trés parametros analisados durante os periodos do protocolo. (C) Correlagdo entre os
resultados obtidos por cada parametro. Agrupou-se todas as amostras, independente do animal,

tetraedro ou periodo.

A Figura 14A representa a metodologia utilizada para quantificar estes
fendbmenos, nela esta apresentado novamente o conjunto de VEEG TL1 do
Animal 06 junto ao processo de binarizagdo descrito na secédo de
metodologia. Estdo também as divisdes de cada etapa do protocolo indicadas

por cores e roétulos na terceira coluna do grafico, exemplificadas pelo
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diagrama de dispersao angular. A Figura 14C mostra que, independente do
animal registrado, conjunto de VEEG (e respectivo canal de iEEG central) ou
periodo do protocolo, a magnitude vetorial e a poténcia instantanea do iEEG
continuam altamente correlacionadas.

A Figura 14B apresenta a progressdao dos parametros durante o
protocolo. Por possuir multiplas comparagdes estatisticas (intra e entre grupos
de VEEG), seus resultados mais importantes serdo resumidos, mas o
detalhamento estatistico sera apresentado pelo anexo correspondente,
indicado ao longo das proximas analises descritivas. A porcentagem de
valores de dispersdo angular abaixo do limiar permanece inalterada até o
inicio da crise em todos os conjuntos de VEEG, exceto no tetraedro TL1, que
apresenta uma breve diminuicdo em relagado ao basal durante a administracéo
do PTZ. Entretanto, uma vez deflagrada a crise eletrografica, os resultados
apontam que as trajetdrias passam a apresentar maior repetitividade e,
portanto, uma maior porcentagem de dispersdo angular abaixo do limiar
(analise intra conjunto de VEEG por teste ANOVA de medidas repetidas em
TL2, TR1 e TR2 e teste Friedman em TL1, com correcdo FDR-BH, seguidos
de testes post hoc Tukey HSD ou Conover; resultados detalhados
apresentados pela Figura A2A e pela Tabela A3). Ainda, os tetrodos nao se
mostraram estatisticamente diferentes para nenhum dos periodos analisados
(analise entre conjunto de VEEG por teste ANOVA de uma via no Basal, PTZ,
Ictal e Pds-ictal e teste Kruskal-Wallis no Pré-ictal, com correcdo FDR-BH,;

resultados detalhados apresentados pela Figura A2A).
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Figura 15 - Analise da disperséo angular dos vetores de VEEG, magnitude vetorial do VEEG e poténcia
instantanea do iEEG para diferentes periodos do protocolo e janelas relacionadas ao ERP.

(A) Processo de binarizagdo dos dados, separagdo dos periodos do experimento (cores no eixo
horizontal) e separagéo das janelas relacionadas ao ERP (cores no eixo vertical). (B) Porcentagem de
amostras acima do limiar para os trés parametros analisados durante os periodos do protocolo e janelas

relacionadas ao ERP.

Em relacdo a magnitude vetorial (analise intra conjunto de VEEG por
teste ANOVA de medidas repetidas em TL1, TR1 e TR2 e teste Friedman em
TL2, com correcdo FDR-BH, seguidos de testes post hoc Tukey HSD ou
Conover; resultados detalhados apresentados pela Figura A2B e pela Tabela
A3) e a poténcia instantdnea do iEEG (analise intra conjunto de VEEG por
teste ANOVA de medidas repetidas em TR2 e teste Friedmanem TL1, TL2 e
TR1 com corregdo FDR-BH, seguidos de testes post hoc Tukey HSD ou
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Conover; resultados detalhados apresentados pela Figura A2C e pela Tabela
A3), os resultados em geral seguem o mesmo padrdao em todos os tetraedros:
aumentam progressivamente até o periodo que compreende a crise
eletrografica e recuam no periodo pés-ictal, atingindo niveis semelhantes ou
menores aos registrados no periodo pré-ictal. Da mesma forma que para a
disperséao angular, em ambos os parametros também n&o houveram
diferengas detectadas pelos tetraedros para nenhum dos periodos analisados
(analise entre conjunto de VEEG por teste de ANOVA de uma via ou
Kruskal-Wallis com correcdo FDR-BH; resultados detalhados apresentados
pela Figura A2B para magnitude, pela Figura A2C para a poténcia e pela
Tabela A3).

Um caminho l6gico foi investigar em que momento do ERP a
transformacgao dos parametros foi mais relevante. Essa pergunta esta também
atrelada a observacéo de que, em alguns casos, o aumento de excitabilidade
e, até mesmo a diminui¢cdo da dispersao angular, parece preceder o estimulo.
A Figura 15A mostra a divisdo temporal feita em relagdo ao ERP, a direita na
figura estdo as quatro janelas arbitrariamente selecionadas. Note que no eixo
horizontal estdo também as divisbes do protocolo, uma vez que as analises
posteriores foram aplicadas seguindo ambas as divisdes. Os resultados
obtidos estdo representados pela Figura 15B, na qual cada linha € um
parametro e cada coluna, um tetraedro. A partir daqui, para melhor
compreensao, as etapas do protocolo (basal, PTZ, pré-ictal, etc.) serdo
comumente chamadas de periodos, enquanto as etapas relacionadas ao ERP
(0a0,5s;0,5s a1; etc.), de janelas.

As analises subsequentes se dividem em trés: intra periodo (ou entre
janelas do mesmo periodo), com estatistica identificada nos graficos pelos
asteriscos (testes de ANOVA de medidas repetidas ou Friedman com
corregdo FDR-BH, seguidos de testes post hoc Tukey HSD ou Conover;
resultados detalhados apresentados pela Tabela A4 e pelas Figuras A3A, A4A
e A5A, respectivamente associadas a dispersao angular, magnitude vetorial e
poténcia instantdanea do iEEG); entre janelas de diferentes periodos, com
estatistica identificada pelos simbolos #, &, @ e $, somente em relagdo ao
basal (testes de ANOVA de medidas repetidas ou Friedman com corregao

FDR-BH, seguidos de testes post hoc Tukey HSD ou Conover; resultados
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detalhados apresentados pela Tabela A4 e pelas Figuras A3B, A4B e AS5B,
respectivamente associadas a dispersédo angular, magnitude vetorial e
poténcia instantanea do iEEG); e entre tetraedros, considerando as mesmas
janelas e periodos, com estatistica ocultada no grafico (testes de ANOVA de
uma via ou Kruskal-Wallis com corregdo FDR-BH, seguidos de testes post hoc
Tukey HSD ou Dunn; resultados detalhados apresentados pela Tabela A3 e
pelas Figuras A3C, A4C e A5C, respectivamente associadas a dispersao
angular, magnitude vetorial e poténcia instantanea do iEEG).

No que diz respeito a dispersdo angular das amostras de VEEG,
pode-se perceber que, no periodo basal (cinza claro, primeiro quadrante)
apos a estimulacao elétrica (verde escuro, segunda barra), a porcentagem de
amostras abaixo do limiar € aumentada em relagdo as demais janelas. Tal
observagéo condiz com o esperado, uma vez que a estimulagdo da amigdala
recrutaria repetidamente a mesma via e, portanto, os mesmos circuitos,
elevando a consisténcia entre as amostras vetoriais dentro de uma janela
(resultados estatisticos detalhados apresentados pela Figura A3A).

Entretanto, € de se notar que, apesar da diferenca em relagao as
demais janelas, apenas 20% das amostras ultrapassam o limiar, evidenciando
que a diminuicdo da dispersao angular € aguda. De fato, como mostrado
pelas médias de ERPs na Figura 11A e pela dispersdo angular diminuida
apos a estimulagcdo (faixa amarela abaixo da linha de estimulacdo) nas
Figuras 11A e 12A, o efeito do estimulo sobre a rede parece néo perdurar por
um tempo superior a 100 ms, correspondente a 20% da janela de 500 ms
considerada.

A dispersédo angular na janela pds-estimulo dos tetraedros TL1 e TL2,
permanecem maiores do que as demais apods o inicio da administragao de
PTZ (azul claro, segundo quadrante). Interessantemente, essa diferenca
observada é inexistente nos conjuntos de VEEG contralaterais ao estimulo
(TR1 e TR2), indicando que a estimulacdo elétrica perdeu a capacidade de
recrutar o mesmo circuito repetidamente como o observado no periodo basal.

Em seguida, no periodo pré-ictal (rosa claro, terceiro quadrante), a
janela pos-estimulo volta a se diferenciar das demais para a maioria dos
tetraedros, se igualando ao periodo basal. Ja no periodo ictal (rosa escuro,

quarto quadrante), € mostrado que tanto a janela pré-estimulo (verde claro,



97

primeira barra), quanto a pos-estimulo (laranja, terceira barra), ultrapassam as
porcentagens registradas no basal (indicado pelo simbolo # e &,
respectivamente, e pela Figura A3B). Essa observacao aponta que, para além
de um maior acoplamento dos circuitos apos o estimulo, existiu também uma
menor dispersdo angular antes da estimulagdo, o que pode indicar que a via
nao somente esta mais responsiva, ou acoplada ao estimulo, como também
existe uma modificagdo prévia, que compreende aproximadamente 50% das
amostras registradas na janela (250 ms).

Para além, os momentos que sucedem a crise (periodo pés-ictal, em
cinza escuro) perpetuam ambas as observagdes. Janelas pré-estimulos
continuam a apresentar valores maiores que o basal, da mesma maneira que
as janelas imediatamente apos a estimulagédo. Ainda, em dois dos eletrodos
(TL2 e TR1), é observado que as janelas que compreendem 500 ms a 1 s
apos o estimulo (laranja, terceira barra) possuem valores maiores que o basal
(indicado pelo simbolo @ e pelos resultados estatisticos detalhados
apresentados pela Figura A3B) e ndo mais se diferem das janelas que as
precedem. Isso indica que, no periodo pdés-ictal, a via em alguns casos esta
ainda mais acoplada, por permanecer com uma baixa dispersao angular por
mais tempo.

Os resultados de magnitude vetorial do VEEG e poténcia instantanea
do iEEG apontam, assim como o discorrido anteriormente, aspectos distintos
do processo ictogénico, apesar de possuirem, nesse experimento, grandezas
correlacionadas. Dito isso, as descrigbes que se seguem, compreendem
ambos o0s parametros, pois, embora apresentem pequenas variagoes,
obtiveram relagbes semelhantes nas comparagdes entre periodos de
protocolo e janelas de ERP.

Os moédulos dos vetores na janela pés-estimulo do periodo basal,
assim como as poténcias instantaneas, sdo, no geral, maiores do que os
registrados nas demais janelas (resultados estatisticos detalhados
apresentados pela pelas Figura A4A e Figura A5A), em conformidade com o
que foi explicado para os resultados de dispersdo angular. No periodo
subsequente, existem evidéncias de um aumento da magnitude vetorial e da
poténcia, observada por algumas diferengas estatisticas em relagdo ao basal

(indicado pelos simbolos #, & @ e $, e pelos resultados estatisticos
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detalhados apresentados pelas Figura A4B e Figura A5B). Entretanto, é
interessante notar que ndo sao mais percebidas diferencas estatisticas entre
as janelas do ERP. Isso mostra que, apesar de uma maior atividade neural,
ela ndo esta especificamente atrelada somente a estimulagao.

No que diz respeito a comparagao entre os resultados obtidos pelos
diferentes conjuntos de VEEG, nao foram verificadas diferengas em nenhum
dos parametros estudados. Isso se deu apesar das observagdes citadas em
relacdo ao hemisfério contralateral ao estimulo, que se desviou de alguns
padrdes apresentados pelo lado ipsilateral (resultados estatisticos detalhados
apresentados pela pelas Figura A3C, Figura A4C e Figura A5C).

A Figura 16 apresenta outro aspecto dos dados registrados. Ao
contabilizar os eventos e os clusters e caracteriza-los temporalmente, foi
possivel mostrar a variedade dos circuitos participantes do processo ictal,
assim como os padroes de organizacdo dos mesmos em cada etapa do
protocolo. E importante relembrar que cada trajetéria esta atrelada a uma
ativacdo sequencial de diversos dipolos elétricos e portanto, eventos
identificados no VEEG tendem a capturar aspectos de um circuito particular.

Inicialmente, é possivel afirmar que existe uma maior quantidade de
eventos no periodo pré-ictal, do que no pés-ictal, para todos os tetraedros,
como mostrado pela Figura 16A (TL1 pré-ictal 198 [170 - 205]; pds-ictal 89 [80
- 94]; p=0,031 | TL2 pré-ictal 176 [172 - 184] pds-ictal 90 [73 - 94]; p = 0,021 |
TR1 pré-ictal 188 [175 - 196] pds-ictal 93 [89 - 93]; p = 0,031 | TR2 pré-ictal
179 [171 - 193] poés-ictal 90 [81 - 94]; p = 0,021; teste Wilcoxon unilateral
corrigido por FDR-BH), na qual cada circulo preto representa um animal. Além
disso, também existe uma maior prevaléncia de eventos ndo agrupados no
periodo pré-ictal, conforme mostrado pelos circulos vermelhos (TL1 pré-ictal
42 [33 - 50]; pos-ictal 5[4 - 12]; p = 0,041 | TL2 pré-ictal 30 [22 - 37] pos-ictal
6 [6 - 10]; p = 0,031 | TR1 pré-ictal 28 [17 - 66] pds-ictal 6 [3 - 16]; p = 0,109 |
TR2 pré-ictal 29 [24 - 34] pos-ictal 8 [2 - 24]; p = 0,031; teste Wilcoxon
unilateral corrigido por FDR-BH).
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Figura 16 - Caracterizacéo dos eventos de VEEG e dos clusters de trajetorias identificados.

(A) Quantidade de eventos identificados separados entre os periodos pré e pos-ictal. Circulos pretos
representam todos os clusters de cada animal que foram identificados nos hemisférios direito ou
esquerdo, respectivamente. Circulos vermelhos sdo os eventos ndo associados a nenhum cluster. (B)
Numero de clusters por animal, separados entre os periodos pré e pés-ictal. (C) Numero de eventos por
cluster, separados entre os periodos pré e pos-ictal. (D) Distribuicdo da duragcdo dos eventos
identificados nos periodos pré e pos ictal. (E) Todos os eventos identificados dispostos em relacéo a
estimulagdo mais proxima. A quantidade de eventos esta representada por um histograma hexagonal
bidimensional, cuja cor detalha o nimero de eventos por area. Asteriscos a direita indicam janelas em
que p < 0.05 para o teste de uniformidade de Rayleigh. (F) Resultados da reamostragem bootstrap das
sequéncias de clusters, comparando os periodos pré-ictal e pos-ictal. Média da diagonal principal da
matriz de transicdo entre clusters, representando a persisténcia em cada estado. (G) Mesmo que o
painel F. Entropia das sequéncias de clusters, refletindo a variabilidade e complexidade do padrédo de

ativagao neural.
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A Figura 16B apresenta que a maior quantidade de circuitos também
refletiu em uma maior quantidade de clusters identificados no periodo
pré-ictal, exceto para o tetraedro TR1 (TL1 pré-ictal 8 [4 - 12]; pds-ictal 2 [2 -
4]; p = 0,047 | TL2 pré-ictal 8 [6 - 9] pos-ictal 4 [2 - 5]; p = 0,015 | TR1 pré-ictal
6 [4 - 9] pbs-ictal 4 [3 - 5]; p = 0,109 | TR2 pré-ictal 7 [6 - 9] pds-ictal 2 [2 - 4]; p
= 0,015; teste Wilcoxon unilateral corrigido por FDR-BH). Ja& a Figura 16C
mostra como é a distribuicdo dos eventos por cluster, a concentragdo de
circulos proxima ao eixo horizontal indica que aqueles clusters que ocorreram
antes da crise, ndo voltaram a se repetir apds a crise (TL1 pré-ictal/total: 1.00
[0.98 - 1.00]; p < 0,001 | TL2 pré-ictal/total: 1.00 [0.62 - 1.00]; p < 0,001 | TR1
1.00 [0.00 - 1.00]; p = 0,031 | TR2 1.00 [0.49 - 1.00]; p < 0,001; teste Wilcoxon
unilateral corrigido por FDR-BH). De maneira inversa, a concentracdo de
circulos proxima ao eixo vertical, aponta que aqueles clusters que ocorreram
depois da crise, possuem baixa probabilidade de ja terem ocorrido antes da
crise.

Outro aspecto mencionado anteriormente foi em relagao a duracao dos
eventos. A Figura 16D explicita que os eventos identificados depois da crise
sao mais duradouros do que aqueles que ocorreram antes da crise. Isso
indica um maior recrutamento de circuitos, uma vez que quanto mais vias sao
integradas, maior o tempo para que a informagao seja transmitida (TL1
pré-ictal 337 [242 - 436] poés-ictal 436 [397 - 686]; p < 0,001 | TL2 pré-ictal 267
[200 - 418] pos-ictal 513 [359 - 630]; p < 0.001 | TR1 pré-ictal 412 [288 - 468]
pos-ictal 463 [436 - 779]; p < 0.001 | TR2 pré-ictal 306 [279 - 432] pos-ictal
673 [420 - 707]; p < 0.001; teste de Mann-Whitney corrigido por FDR-BH).

A Figura 16E mostra a organizacdo de todos os picos de magnitude
dos eventos registrados em relagdo a estimulagdo. Nela, esta o exemplo do
conjunto de VEEG TL1, com as janelas nado uniformes identificadas pelo
asterisco a direita do grafico. Pode-se observar que, aproximadamente 30
segundos antes do inicio da crise conforme mostrado pela seta preta (p <
0,05 teste de uniformidade circular de Rayleigh sem corre¢do por FDR-BH),
os eventos deixam de acontecer de maneira aleatéria (distribuicdo uniforme) e
passam a suceder a estimulagao elétrica.

No periodo pos-ictal, além da diminuigdo no numero de eventos, é

evidente que estes estao totalmente relacionados ao estimulo e, portanto, ndo
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possuem distribuicdo uniforme em nenhuma das janelas de analise. Os
resultados dos demais tetraedros estdo ocultados por possuirem
comportamento semelhante e o fendmeno de sincronizacdo dos eventos ao
estimulo pode ser detectado em -37,8, -30,19 e -20 segundos antes da crise,
respectivamente para os tetraedros TL2, TR1 e TR2 (p < 0,05 teste de
uniformidade circular de Rayleigh sem correg¢ao por FDR-BH).

Apesar de apresentar aspectos sobre a diversidade dos circuitos
envolvidos, os dados mostrados até aqui ndo abrangem a forma pela qual os
padroes evoluem e se relacionam. Isso somente pode ser analisado através
da Figuras 16F e 16G, que expbéem como o0s clusters no pos-ictal tem, no
geral, maior probabilidade de dominar uma sequéncia de eventos (TL1
pré-ictal 0.93 [0.58 - 1.00] pos-ictal 0.23 [0.21 - 0.42]; p = 0,029 | TL2 pré-ictal
0.55 [0.42 - 0.79] pos-ictal 0.26 [0.20 - 0.32]; p = 0,023 | TR1 pré-ictal 0.75
[0.60 - 0.89] pos-ictal 0.30 [0.24 - 0.34]; p = 0,020 | TR2 pré-ictal 0.69 [0.43 -
0.86] pos-ictal 0.22 [0.16 - 0.33]; p = 0,020; teste T pareado corrigido por
FDR-BH), além de possuir uma menor entropia (TL1 pré-ictal 0.82 [0.16 -
1.01] pos-ictal 1.95 [1.28 - 2.50]; p = 0,039 | TL2 pré-ictal 0.95 [0.53 - 1.41]
pos-ictal 1.87 [1.51 - 2.15]; p = 0,010 | TR1 pré-ictal 0.71 [0.41 - 1.45] pos-ictal
2.01 [1.35 - 2.31]; p = 0,034 | TR2 pré-ictal 1.08 [0.31 - 1.69] p0s-ictal 2.02
[1.69 - 2.12]; p = 0,010; teste T pareado corrigido por FDR-BH). Em outras
palavras, uma sequéncia de eventos no periodo pés-ictal tende a pertencer
predominantemente a um ou poucos clusters, além disso, € maior a
probabilidade de um evento do cluster suceder um outro evento do mesmo

cluster.

4.2. Protocolo 2

A Figura 17 abaixo mostra a qualidade da identificagdo de eventos e
rotulagem de clusters feitas pelo algoritmo para as analises do Protocolo 2,
usando como exemplo alguns grupos de eventos registrados pelo conjunto de
VEEG do hipocampo esquerdo do animal 010. Mesmo de forma automatica,
os eventos, mostrados em preto na Figura 17A, parecem de fato pertencerem
a um mesmo grupo de trajetdrias, que sdo apresentadas tridimensionalmente

pela Figura 17B e em termos de suas magnitudes na Figura 17C. E
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importante notar que cada linha do conjunto de graficos da Figura 17
representa um cluster, que foi selecionado de forma a explicitar eventos com
preferéncia de ocorréncia em determinada faixa do experimento (das crises
iniciais até as crises finais). A rotina foi capaz de detectar uma variedade
interessante de padrdes, independente de amplitude ou duracgéo (Figura 17C)

e 0 mesmo se aplica aos dados de iEEG, apesar de ndao estarem mostrados.

A B C —

W/81008-Z 1L0°0
W/8400s-2 1.0°0

200s 0.015s

Figura 17 - Exemplo do processo de identificagdo de eventos e agrupamento de padrdes.

(A) Magnitude vetorial do VEEG registrado no hipocampo esquerdo do animal 010. Em vermelho estéo
delineadas as crises e, em preto, alguns eventos identificados pelo algoritmo e classificados como
semelhantes. Cada linha apresenta um cluster referente a uma etapa distinta do protocolo. (B) Trajetoria
vetorial dos eventos mostrados no painel A, a fim de apresentar a consisténcia dos padrdes agrupados.

(C) Magnitude das trajetérias dos eventos aproximada. Note que o eixo horizontal ndo é padronizado.

A Figura 18 abaixo representa um outro aspecto da rotina de analise.
Aqueles clusters que foram identificados puderam ser separados em termos
de sua preferéncia de atividade, seja relacionada ao momento de cada crise
(inicio, meio e fim) como mostrado na Figura 18A, seja pela crise especifica
(crise 1, 5, 7) como mostrado na Figura 18B. Ambos os graficos apresentam
clusters do conjunto de VEEG da amigdala esquerda do Animal 004, coloridos
em laranja, vermelho e cinza estdo os CPJC que atuam preferencialmente no
inicio, meio e fim das crises, respectivamente. Em especial para a Figura 18B,
para fins demonstrativos, foram evidenciados aqueles clusters com dupla

preferéncia (por particdo e por crise), ou seja, da Figura 18A filtraram-se
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aqueles que se relacionam também a uma crise especifica. Vale lembrar que
os resultados aqui mostrados foram estatisticamente delineados (p < 0,05 no
teste Chi-Quadrado para cada distribuicao de ocorréncia e p < 0,05 nos testes
Chi-Quadrado particdo por particdo, com posterior correcdo FDR-BH) para

cada um dos tipos de preferéncia (momento ou crise) separadamente.
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Figura 18 - Exemplo do processo de classificagéo de clusters.

(A) Clusters com preferéncia de atividade em partes da crise, sendo as cores laranja, vermelho e cinza
representantes da preferéncia pelo inicio, meio e fim das crises, respectivamente. O painel a esquerda
mostra a estimativa de densidade de eventos em cada crise, enquanto o painel a direita mostra a
expectativa geral de cada grupo de eventos, que foi obtida pela normalizagdo do periodo de crise em
porcentagem. (B) Da mesma forma que o painel A, entretanto, os clusters mostrados sdo aqueles
especificos para uma unica crise. Estao apresentados apenas aqueles grupos de eventos pertencentes
a intersecdo entre as classificagdes por momento da crise e por crise. Os retdngulos vermelhos
representam as crises e as setas indicam um mesmo cluster. As setas vermelhas mostram um mesmo

cluster, positivo para ambas as classificagbes.

Por meio das identificacbes e classificagdes realizadas com VEEG, o
numero de eventos e o numero de clusters aumentaram de maneira
proporcional a evolugdo das crises de maneira significativa em todos os

tetraedros, exceto em relagdo ao numero de clusters no hipocampo direito,
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conforme mostrado na Figura 19A (p < 0,05 teste T relacionado a regressao
linear com correcao FDR-BH; resultados detalhados no Anexo | Tabela A5).
As mesmas observacgdes nao foram encontradas nos resultados obtidos por
meio dos registros de iEEG, apresentados na Figura 19B, no quais apenas
eletrodos ipsilaterais a administragdo do KA exibiram um aumento progressivo
no numero de eventos (p < 0,05 teste T relacionado a regressao linear com
correcdo FDR-BH; resultados detalhados no Anexo | Tabela A6). Apesar
dessa observagao, o crescimento nao se refletiu em um aumento no numero
de clusters.

As Figuras 19C e 19D, por outro lado, mostram respectivamente que a
propor¢ao de eventos em CPJC e dos proprios CPJP se mantiveram
constante durante todo o experimento naquelas classificagdes realizadas por
VEEG (p > 0,05 teste T relacionado a regressao linear com corre¢do FDR-BH;
resultados detalhados no Anexo | Tabela A7). Os resultados obtidos por meio
de registros de iIEEG mostram ndo somente a constancia dessa proporgéao,
mas também uma diminuigdo no numero de clusters rotulados em ambos os
hipocampos (p > 0,05 teste T relacionado a regresséo linear com corregéo
FDR-BH; resultados detalhados no Anexo | Tabela A8).

A partir das sucessivas classificagcbes aplicadas aos eventos de
trajetéria de VEEG e de poténcia de iEEG, foram estudados os padrdes de
preferéncia de atividade obtidos para cada regido de registro. Em nenhuma
das regides registradas foi possivel contabilizar propor¢des estatisticamente
diferentes entre os CPJC (VEEG AL p = 0,181 | HR p=0,181; HL p = 0,491 |
AR p=0,623; EEGALp=0,078 | HLp =0,079 | ARp =0,082 | HR p = 0,078;
teste Friedman, ambos corrigidos por FDR-BH, demais valores no Anexo |
Tabela A9).
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Figura 19 - Progressdo do numero de eventos, numero de clusters e proporgdo de cluster com
preferéncia de atividade em janelas da crise.

(A) Progressdo do numero de eventos e clusters identificados por VEEG para cada tetraedro durante as
sucessivas crises registradas. (B) Progressdo do numero de eventos e clusters identificados por iEEG
para cada tetraedro durante as sucessivas crises registradas. (C) Progressao da proporgéo de eventos
e clusters com preferéncia de atividade em janelas da crise identificados por VEEG para cada tetraedro
durante as sucessivas crises registradas. (C) Progressdo da proporgdo de eventos e clusters com
preferéncia de atividade em janelas da crise identificados por iEEG para cada tetraedro durante as

sucessivas crises registradas.

Em relagao a regiao cerebral com maior probabilidade de ocorréncia de
clusters, relacionados a cada momento das crise, um efeito de grupo (VEEG
12 Parte p = 0,002 | 22 Parte p = 0,935; teste ANOVA de medidas repetidas e
32 Parte p = 0,606; teste Friedman, ambos corrigidos por FDR-BH) foi
encontrado para o primeiro terco das crises naquelas classificagdes
realizadas por VEEG. A avaliagdo post hoc evidenciou diferengas entre as
amigdalas sendo aquela ipsilateral a administracdo do KA mais especializada
(VEEG 12 parte AL 0,400 [0,304 - 0,565] | HL 0,417 [0,416 - 0,471] AR 0,214
[0,153 - 0,400] HR 0,304 [0,258 - 0,457]; AL- HL p = 0,3136 | AL- HR p =
0,153 | AL - AR p = 0,007; teste T pareado, demais valores no Anexo | Tabela
A10). Por outro lado, nenhum efeito (EEG 12 Parte p = 0,924 | 22 Parte p =

0,924 | 32 Parte sem eventos identificados; teste Friedman corrigido por
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FDR-BH) foi observado para aquelas classificagdes realizadas por iEEG,

conforme mostrado pela Figura 20B.
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Figura 20 - Clusters com preferéncia de atividade em periodos especificos referentes a dindmica de
cada crise.

A classificagao proposta é relacionada a cada um dos trés tergos da duragao das crises, nomeados aqui
18, 22 e 32 parte. (A) Proporgao de clusters com preferéncia de atividade, analisados em relagéo a parte
preferencial para cada conjunto de VEEG, na parte superior, ou eletrodo de iEEG, na parte inferior. (B)
Proporgéo de clusters com preferéncia de atividade, analisados em relagdo a regido registrada para
cada periodo preferencial. Na parte superior estdo os clusters identificados pelas trajetérias de VEEG e
na parte inferior, aqueles identificados pelas poténcias de iEEG. (C) Progressdo da proporgdo de
clusters com preferéncia de atividade analisados em relagdo as ocorréncias por crise, sendo cada
regido registrada representada por uma coluna. Novamente, a parte superior se refere aos dados do
VEEG e a parte inferior, aos dados de iEEG. (D) Comparagao entre o numero total de clusters e entre o

numero de clusters com preferéncia de atividade identificados por meio dos dados de iEEG e VEEG.

A Figura 20C mostra, com o exemplo do hipocampo esquerdo, a
diferenga no numero total de clusters identificados entre VEEG e iEEG, assim
como no numero de clusters com preferéncia de atividade em momentos
especificos das crises. As demais regides de registro foram omitidas, mas em
todos as comparacdées, o VEEG foi capaz de identificar uma maior
diversidade de circuitos ou padrdes eletrograficos em relagdo ao iEEG (Total
AL EEG 20.0 [17.0 - 22.0] VEEG 131.0 [119.0 - 171.0]; p = 0.006 | Total HL
EEG 21.0 [16.0 - 25.0] VEEG 178.0 [146.0 - 246.0]; p = 0.003 | Total AR EEG
19.0 [15.0 - 22.0] VEEG 204.0 [140.0 - 214.0]; p = 0.002 | Total HR EEG 29.0
[21.0 - 32.0] VEEG 240.0 [188.0 - 273.0]; p = 0.004 | Preferéncia AL EEG 9.0



107

[5.0 - 11.0] VEEG 20.0 [20.0 - 21.0]; p = 0.042 | Preferéncia HL EEG 11.0 [9.0
- 12.0] VEEG 35.0 [30.0 - 57.0]; p = 0.042 | Preferéncia AR EEG 8.0 [4.0 - 9.0]
VEEG 14.0 [10.0 - 32.0]; p = 0.073 | Preferéncia HR EEG 13.0 [8.0 - 14.0]
VEEG 26.0 [13.0 - 86.0]; p = 0.042; teste T pareado ou Wilcoxon com
corregao FDR-BH).

Em resumo, os resultados apontam para a maior capacidade do VEEG
em identificar padrées eletrograficos e, indiretamente, circuitos envolvidos
durante sucessivos eventos ictais. Considerando que aqueles clusters
igualmente capazes de atuar em qualquer fase da crise tem menor relevancia
para o processo ictal, seja na deflagragdo, manutengao ou extingado da crise,
trés principais caracteristicas das regides registradas foram reveladas: (1) a
amigdala esquerda, ipsilateral a administragdo do KA, parece possuir mais
circuitos especificos do que a amigdala contralateral, apesar de nao
apresentar uma maior proporcao de clusters em um momento especifico da
crise; (2) o processo ictogénico parece ganhar em complexidade, com um
aumento do numero de eventos e clusters identificados. Esse efeito foi
mostrado, no geral, para todas as regides registradas e somente é percebido
pelas trajetdrias de VEEG, interessantemente, apesar do aumento de clusters

a proporcao de CPJC é constante nas sucessivas crises estudadas.
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Figura 21 - Clusters com preferéncia de atividade em crises especificas. A classificagdo proposta é
relacionada a cada uma das oito crises estudadas, numeradas aqui de 1 a 8.

(A) Proporcao de clusters com preferéncia por cada crise, analisados em cada regido de registro. Da
mesma forma que na figura anterior, a parte superior se refere aos dados do VEEG e a parte inferior,

aos dados de iEEG. (B) Comparagéao entre o numero total de clusters e entre o numero de clusters com
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preferéncia de atividade em crises especificas identificados por meio dos dados de iEEG e VEEG. (C)
Proporgédo de clusters com preferéncia dupla: por crise e por ter¢co dentro das crises, analisados em
cada regido de registro. A parte superior se refere aos dados do VEEG e a parte inferior, aos dados de
iEEG.

Quanto a especificidade de CPCs, foi encontrada uma tendéncia de
crescimento linear diferente de 0 apenas nas amigdalas (VEEG AL taxa 0,036
p = 0,020 | HL taxa 0,011 p = 0,260 | AR taxa 0,020 p = 0,017 | HR taxa 0,018
p = 0,150; teste T relacionado a regressao linear com correcdo FDR-BH). Em
contrapartida, para os dados de iEEG, nenhum dos eletrodos foi capaz de
apresentar efeitos significativos (EEG AL taxa 0 p = 0,500 | HL taxa 0,028 p =
0,134 | AR taxa 0 p = 0,500 | HR taxa 0,009 p = 0,134; teste T relacionado a
regressao linear com correcdo FDR-BH), conforme mostrado na Figura 21A.

A Figura 21B, com o exemplo da amigdala esquerda, apresenta a
diferenca no numero de CPCs identificados entre VEEG e iEEG. As demais
regides de registro foram omitidas, mas em todos as comparacgdes, o VEEG
foi capaz de identificar uma maior diversidade de circuitos ou padrdes
eletrograficos em relacédo ao EEG (Total AL EEG 19.0 [16.0 - 22.0] VEEG
131.0 [122.0 - 173.0]; p = 0.006 | Total HL EEG 19.0 [14.0 - 23.0] VEEG 179.0
[147.0 - 249.0]; p = 0.003 | Total AR EEG 19.0 [17.0 - 22.0] VEEG 211.0
[141.0 - 215.0]; p = 0.002 | Total HR EEG 27.0 [21.0 - 28.0] VEEG 242.0
[189.0 - 278.0]; p = 0.003 | Preferéncia AL EEG 4.0 [4.0 - 5.0] VEEG 38.0
[31.0 - 44.0]; p = 0.005 | Preferéncia HL EEG 7.0 [7.0 - 10.0] VEEG 55.0 [45.0
- 66.0]; p = 0.004 | Preferéncia AR EEG 3.0 [3.0 - 5.0] VEEG 35.0 [14.0 -
35.0]; p = 0.011 | Preferéncia HR EEG 5.0 [5.0 - 7.0] VEEG 59.0 [59.0 - 61.0];
p = 0.031; teste T pareado com correcédo FDR-BH).

Mais uma vez, a maior capacidade de identificacdo de padrbes
eletrograficos do VEEG revelou um efeito ndo observado naquelas analises
provenientes dos registros de iEEG. Apesar de ndao serem o foco da
ictogénese aguda, os circuitos registrados nas amigdala apresentaram a
tendéncia de se especificar em uma sé crise. Observe que os CPCs chegam

a somar cerca de 25% dos clusters envolvidos na crise 7.

4.3. Histologia



109

A andlise histolégica revelou que, no geral, os eletrodos de registro
atingiram a regiao alvo com um erro de 0,697 [0,439 0,862] para o Protocolo 1
e 0,449 [0,301 0,634] para o Protocolo 2, como apresentado pela Figura 22.
Além disso, todos os eletrodos de estimulagdo acertaram a amigdala
esquerda (0,583 [0,527 0,958]) naqueles animais do Protocolo 1 (Figura 22A
painel 1V), assim como as canulas de administracdo de KA atingiram o
hipocampo ventral esquerdo (0,544 [0,346 0,670]) nos animais do Protocolo 2
(Figura 22B painel V).
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Figura 22 - Analise histolégica para confirmagéo do posicionamento dos eletrodos e canulas.
(A) Analise histolégica do Protocolo 1. (B) Analise histolégica do Protocolo 2. Para ambas as figuras
cada um dos painéis representa um corte coronal, as cores se referem as posigdes dos eletrodos no
conjunto de VEEG e o degradé tem relagdo com o erro em relagdo a coordenada estereotaxica

esperada (quanto mais claro, maior o erro).
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5. DISCUSSAO

A discussao a seguir inicialmente aborda tépicos de analise comum
aos dois protocolos, em seguida, explora os resultados de ambos de forma
separada; ndo s6 apresentando aspectos importantes dos achados e das
técnicas aplicadas, mas também abordando as limitagdes observadas e
perspectivas para futuras pesquisas.

No geral, a aplicagcdo do VEEG para a melhor segregacao de circuitos
aprimorou a capacidade em descrever fendmenos da dinamica do processo
ictogénico e central para o desenvolvimento deste trabalho. Portanto, a
primeira etapa executada foi a elaboragao de estratégias para identificagao e
classificacdo desses componentes neurais, por meio das amostras vetoriais.
Embora existam diversas solugcbes para caracterizagdo de espiculas,
identificacdo de principio de crises epilépticas e analise de componentes da
crise, como sincronismo entre areas (Cai et al.,, 2022; Rodrigues & Cota,
2024; Quitadamo et al.,, 2018), foi necessario elaborar técnicas que
permitissem identificar e classificar trajetérias tridimensionais.

Apesar da tentativa de adaptagado de métodos ja implementados, como
na previsdao de trajetorias de trafego ou de granizos em tempestades
(Adams-Selin, 2023; Lee et al., 2007; Yang et al., 2022), nenhum pareceu se
adequar as necessidades experimentais impostas. O esforco em criar um
algoritmo robusto de agrupamento também passou por classificadores
tradicionais (Ankerst et al.,, 1999; Lloyd, 1982), alimentados por diferentes
caracteristicas vetoriais ou por matrizes de similaridade medidas pela
distdncia espacial entre as trajetorias (Choi et al., 2020). Contudo, os
melhores resultados foram obtidos pela utilizacdo de “correspondéncia de
modelo” (no inglés, template matching) na sua modalidade multidimensional,
aplicada a padrées eletrograficos selecionados manualmente ou por
algoritmos de identificac&o de pico (Figuras 9, 10 e 17) (Law, 2019).

A classificacédo delimitou grupos de eventos que visualmente se
assemelham no tempo e no espaco tridimensional e foram apresentados
como biomarcadores de circuitos neurais. Curiosamente, em 2000, Moraes et
al. apresentou as amostras vetoriais de diversos pontos do mesencéfalo de

ratos como vetores momentaneos (uma amostra temporal) conjugados a



111

estimativa de densidade de fonte de corrente. O processo foi demonstrado
dinamicamente por meio de um video da atividade da via primaria auditiva.
Em 2001, Moraes & Garcia-Cairasco apresentaram o VEEG como uma
nuvem de pontos no espaco e associaram circuitos a clusters de amostras
tridimensionais estaticas no tempo (conjunto de pontos). Entretanto, somente
no presente trabalho foi explicitamente adicionado o conceito de trajetéria
vetorial para discriminagdo de circuitos, apesar de esses padroes
espaco-temporais ja serem relacionados a biomarcadores da atividade neural
nas demais publicacoes.

Apds a concepgao da rotina de analise, foi possivel mostrar aspectos
da evolugdo do acoplamento dos circuitos neurais aos estimulos durante o
processo ictal, por meio do Protocolo 1, que apresenta caracteristicas nao
observadas nos dados de poténcia do iEEG. Inicialmente, a estimulagcao da
amigdala basolateral esquerda apresentou potenciais evocados em ambos 0s
hemisférios, com um maior recrutamento do hipocampo ipsilateral ao estimulo
(Bass & Manns, 2015; McDonald & Mott, 2017). Além disso, rejeitou-se a
hipétese de que os ERPs poderiam estar relacionados estritamente aos
ruidos gerados pela estimulagéo.

Os resultados da Figura 12 mostram que a magnitude e poténcia
instantanea se relacionam com um aumento de excitabilidade nos momentos
que antecedem a crise (Medeiros et al., 2014; Yang et al., 2019). Além disso,
ambas as grandezas apresentam resultados compativeis em todos os
conjuntos de VEEG e indicam que os circuitos recrutados nao estao
necessariamente contidos em uma unica regido hipocampal, conforme
também mostrado por outros estudos (Mesquita et al., 2011). Caso contrario,
os eletrodos apresentariam um aumento de poténcia instantanea (nesse caso,
representada pelo eletrodo central de cada conjunto), mas a magnitude
vetorial seria percebida pelos conjuntos de forma diferente.

A dispersdo angular por outro lado, € uma medida inversamente
proporcional ao nivel de acoplamento dos circuitos em relagao ao estimulo e
pode revelar um outro aspecto da dinamica ictogénica. Uma dispersdao media
elevada (proxima a 1) expde uma maior variedade de circuitos recrutados em
um janela de estimulos, ou, no maximo, uma consisténcia restrita e

momentanea, como nos segundos que sucedem a estimulagéo (Figura 12 e
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13). Isso porque a diregdo de cada amostra vetorial esta difusa de suas
correspondentes nas janelas adjacentes. A Figura 13 expde exatamente esse
aspecto, uma maior dispersao representa uma menor repetibilidade das
trajetorias e, portanto, um menor acoplamento do circuito ao estimulo. Esse
fendbmeno pode ser visto principalmente no periodo pré-ictal, no qual as
trajetérias mostradas ndo possuem repetibilidade, diferentemente do que é
mostrado a partir do evento ictal.

O aumento da magnitude e da poténcia em relagdo ao periodo basal
mostrados pela Figura 12, sado, juntos, bons indicios de que a quantidade de
circuitos recrutados passa a crescer durante o periodo pré-ictal. Entretanto, a
manutencao da dispersao angular aponta que esse aumento de excitabilidade
nao reflete em uma imediata organizagdo ou acoplamento dos circuitos
envolvidos. Foi mostrado que, somente pouco antes das crises, as trajetorias
evocadas pelos estimulos passaram a apresentar um comportamento
estereotipado. Os resultados da Figura 14 vao além, reforcam as observacgoes
anteriores e permitem a avaliagdo da dinamica do fenébmeno, evidenciando
que o estado de excitabilidade parece aumentar progressivamente até o
periodo ictal.

Contudo, outro aspecto importante é revelado: apdés o inicio da crise, a
dispersdo angular reduz e eleva a porcentagem de amostras abaixo do limiar,
indicando um maior acoplamento dos circuitos ao estimulo e, portanto, uma
maior consisténcia das trajetorias durante as janelas de estimulagao. De fato,
como mostrado em trabalhos anteriores, o estimulo exdégeno aplicado a
amigdala pareceu conduzir os osciladores internos disparados pelo PTZ
(Bass & Manns, 2015; Medeiros et al., 2014). Além disso, os dados
evidenciam que esse acoplamento dinamicamente tende a recrutar um
circuito especifico em pelo menos uma parte da janela de estimulagao. Se de
fato a trajetdria indica indiretamente o circuito recrutado, a diminuicao da
dispersdo angular é um biomarcador da convergéncia de um circuito em um
dado momento.

A excitabilidade evidenciada pela poténcia do iIEEG e pela magnitude
do VEEG, apesar de ainda maior que o basal, reduz no estado pos-ictal
retornando a valores proximos ou abaixo daqueles registrados no periodo

pré-ictal. Entretanto, a porcentagem de amostras com baixa dispersao angular
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€ mantida. Logo, se antes existia um aumento de excitabilidade generalizado,
sem uma evidente relagao entre as trajetorias e os estimulos, agora o cenario
€ um pouco diferente. A excitabilidade aumentada é acompanhada, até o final
do experimento, por uma maior consisténcia em termos das trajetorias
registradas, e, portanto, um explicito acoplamento dos circuitos ao estimulo.
Outra possibilidade, que ainda devemos investigar melhor, é que distintos
circuitos podem apresentar uma sequéncia de ativagdo reprodutivel,
indicando a formacdo de um circuito reverberante, formado pela ativagao
sequencial de distintas trajetérias.

Resultados complementares foram encontrados nas andlises dos
eventos e dos clusters de trajetérias (Figura 16). Antes mesmo da crise foi
possivel identificar uma variedade de eventos de magnitude vetorial anormal,
demonstrando, mais uma vez, o aumento na atividade e excitabilidade do
tecido. De forma muito semelhante ao observado por Medeiros et al. (2014)
em registros corticais, os eventos de VEEG também sincronizam ao estimulo
logo antes do inicio da crise (Figura 16E). Além disso, foi evidenciada a
manutencdo deste sincronismo no periodo poés-ictal. Estes dados sao
evidéncia, assim como em Pinto et al. (2017), de que a instabilidade na
homeostase de circuitos ictogénicos (ou da prépria condicdo da epilepsia)
esta associada a uma facilitagdo de acoplamento das redes subjacentes a
estimulos externos (Pinto et al., 2017). Esta caracteristica pode ser explorada,
como sugerido em trabalhos anteriores, para prever, diagnosticar e tratar
crises convulsivas.

Assim como as observacgbes anteriores, o numero de eventos de
trajetéria identificados e a variedade de clusters no periodo pré-ictal (Figuras
16A e 16B), corroboram com a ideia de que existe uma competi¢ao, ou pelo
menos uma atuacao deliberada de diversos circuitos nos momentos que
precedem uma crise (Jirsa et al., 2014; Paz & Huguenard, 2015). Esse
raciocinio converge com a baixa porcentagem de amostras acima do limiar de
disperséo angular das janelas de ERPs e alta excitabilidade mostrada por
meio da poténcia instantdnea do iIEEG e da magnitude vetorial. O oposto
ocorre com o periodo pdés-ictal, a diminuicdo no numero de eventos, o menor
numero de clusters, a nao uniformidade da distribuicdo temporal dos eventos

de trajetdrias e a diminuigdo da dispersao angular, séo evidéncias de que o
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processo convergiu a um ou poucos circuitos estritamente acoplado a
estimulagao elétrica (Chen, 2017).

Os resultados extraidos da matriz de transferéncia entre clusters e da
entropia da sequéncia de clusters apontam para a mesma dire¢cdo. Em todas
as regides registradas, eventos de trajetdria de VEEG do péds-ictal tem maior
probabilidade de sucederem eventos do préprio cluster, além de estarem
inseridos em sequéncias menos caoticas (Figuras 16D, 16F e 16G). Foi
mostrado também que aqueles clusters ocorridos no periodo pré-ictal, ndo
ocorrem no periodo subsequente e vice-versa. Ainda, eventos pds-ictais sao
mais duradouros, indicando um maior numero de componentes nos circuitos
(Figura 16C e 16D).

Os presentes achados encontram respaldo tedrico na visdo de Paz e
Huguenard (2015), que trataram a epilepsia como uma doenga da interagcéo
de microcircuitos, para além da visao classica de hipersincronia. De fato, as
observacgbes tracadas para a fase pré-ictal ilustram a ictogénese como um
recrutamento progressivo e competitivo de redes neurais, refletindo um
desequilibrio entre diferentes tipos de unidades estruturais de microcircuitos
que precede a crise organizada (Y. Chen, 2017; Stead et al., 2010).

Em contraste, a convergéncia para um circuito dominante no estado
pos-ictal, que progressivamente deixa de ter competidores, evidenciam a
emergéncia de uma via de excitagdo recorrente patologicamente facilitada,
formando uma rede epiléptica hiperconectada. Essa via dominante passa a
funcionar como um ponto de estrangulamento (choke point) funcional da rede,
oferecendo, assim, uma evidéncia dindmica para a visao de que a epilepsia é
uma doencga de circuitos em interagdo (Paz & Huguenard, 2015). O impacto
desta hipétese é que o processo fisioldgico de transmisséo de longo-alcance
entre estruturas cerebrais, utilizando codificagcdo temporal em neurdnios-nos
na topologia de rede neuronal de mundo-pequeno, poderia estar sendo
“sequestrado” por uma condicao patoldgica que favorece o hiper-acoplamento
(Beenhakker & Huguenard, 2009).

Tragando um paralelo, modelos computacionais “Winner-Take-All’
(WTA) sao utilizados para a compreensdao de como o cérebro discrimina
estimulos e forma mapas sensoriais funcionais, especialmente relevantes ao

hipocampo. Neles, neurbnios competem entre si de tal forma que, para um
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estimulo, apenas um pequeno subconjunto de neurbnios se torna ativo
enquanto inibe os demais componentes da rede. Por meio deste tipo de
modelagem, foi mostrado como a topologia de inibicdo circundante e a forga
sinaptica podem alterar de um estado epiléptico ritmico para saidas estaveis
WTA (Chen, 2017). Essa transicdo de estado de certa forma parece se
correlacionar com os resultados apresentados até aqui, no qual uma rede
instavel passou a ser representada por um unico circuito acoplado ao
estimulo, enquanto os demais foram preteridos. Os resultados corroboram
esta hipotese.

O estado pos-ictal de facilitacdo ndo se estendeu até o final do
experimento para todos os animais e, em alguns casos, até foram registrados
outros eventos ictais. Apesar disso, o fendbmeno de acoplamento neural,
anteriormente descrito, foi consistente e a via foi recrutada mesmo segundos
apo6s o término da crise. Essas observacdes nao corroboram com a teoria da
exaustao neural, assim como ja vem sendo mostrado na literatura (Fisher &
Schachter, 2000; Pottkdmper et al., 2020).

Por outro lado, no periodo pods-ictal, aquelas janelas imediatamente
apos o estimulo se mantém com energia e magnitude aumentada e as demais
retrocedem (Figura 15B), o que mostra uma diminuicao da atividade geral
conforme ja mencionado (Figura 14B). O raciocinio € bem exemplificado pela
Figura 13, na janela 300, na qual as trajetérias e os potenciais (IEEG)
parecem ocorrer sem nenhum ruido. Dessa forma, as alteragdes fisioldgicas
levaram a diminuigao da atividade residual, mas ndo impediram a propagacao
da informagéao pela via facilitada. Uma possivel causa é o desbalango entre a
via hiperconectada, que foi plasticamente facilitada, e a depressdo das
demais, ocasionada pela agcdo de bombas hiperpolarizantes, aumento do
potassio extracelular, diminuigdo do calcio extracelular, acidificagao
intracelular e pela inibigdo ativa como no modelo de WTA (Fisher & Schachter,
2000; Pottkamper et al., 2020).

E interessante notar que, se ndo fosse pelo estimulo externo “dirigindo”
O circuito, a energia no periodo pos-ictal seria reduzida pelos mesmo
mecanismos mencionados acima (descrito na literatura como depressao
eletrografica) e possivelmente o circuito facilitado permaneceria igualmente

silente. A permanéncia da estimulacdo mesmo apos crise parece perpetuar o
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circuito favorecido, entretanto, uma abordagem complementar seria adicionar
um grupo com estimulagdo somente até a identificagdo da primeira crise ou
outro grupo com estimulacdo apenas apos a identificacao da primeira crise.
Dessa forma, poderia ser estudado como a estimulagdo interage com o
circuito prevalente, se ela o promove ou apenas o sincroniza.

Foi mostrado também que as redes neurais acopladas ao estimulo
externo tem um comportamento preditivo da ocorréncia do mesmo (Figura
15B, resposta aumentada antes da aplicagdo do estimulo). Circuitos que
envolvem comportamento de recompensa tem propriedades semelhantes,
com a casca e o centro do Nucleo Accumbens (i.e. shell and core) - com a
casca associada a valéncia do estimulo emocional mas, o centro, ao
aprendizado de como dicas ambientais preveem uma futura recompensa.
Aparentemente, uma vez que o circuito ictogénico ganha controle do sistema,
a capacidade de responder previamente a aplicagao do estimulo é perdida.

Outro importante fator a ser considerado é que o Protocolo 1 foi
executado em animais anestesiados por uretano, que, de uma forma geral,
suprime as transmissbes sinapticas glutamatérgicas, importantes na
sinalizagao inter e intra estrutural na regiao limbica (Beitchman et al., 2023), e
reduz as oscilagdes espontaneas, principalmente no hipocampo, o que resulta
na diminuicdo da atividade sinaptica e do sincronismo de neurbnios
(Ward-Flanagan et al., 2024; Yagishita et al., 2020). Apesar disso, o uretano
nao foi suficiente para prejudicar a sondagem do sistema e o acoplamento
neural, pareceu inclusive viabilizar uma menor competicdo ao circuito
“‘ganhador” facilitando o aparecimento de um potencial evocado do nivel basal
caracterizada pela atividade neural difusa.

Espera-se que, na auséncia do uretano, a atuacdo de mais circuitos
pode acarretar em uma maior complexidade na identificacdo de padrdes de
trajetorias e, consequentemente, na omissdo ou supressao de alguns dos
fenbmenos registrados. De fato, em um trabalho de 2018, Medeiros et al.
mostrou que o expressivo aumento do sinal de potencial evocado em animais
nao tratados com uretano, anterior a atividade eletrografica ictal, s6 ocorre se
previamente pareado com crises anteriores, criando uma facilitagdo de
acoplamento obviamente dependente de alteracdes plasticas no circuito
(Medeiros et al., 2018).
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Por fim, assim como abordado por Medeiros et al. (2014), a
estimulagdo da amigdala em baixas frequéncias se mostrou uma ferramenta
interessante para a previsdo de crises, uma vez que a via estudada
estabeleceu um acoplamento anormal ao estimulo exdgeno, causando
alteracbes antecipadas ao evento ictal. Esse fendbmeno foi percebido tanto
pelas trajetérias identificadas e suas relagdes temporais com o estimulo
(cerca de 30 segundos), quanto pela amplitude do IEEG e magnitude do
VEEG (cerca de 300 segundos). No caso deste trabalho, a laténcia de
previsdo estd atrelada a taxa de administracdo do PTZ, entretanto, o
fendbmeno de acoplamento, prévio a crise, parece ser amplamente
reprodutivel.

Principalmente se validada em desenhos experimentais de livre
movimentagdo com crises espontdneas e recorrentes (modelo
epileptogénico), a estimulagdo da amigdala (0,5Hz), aliada a utilizagdo do
VEEG (assim como registros de iEEG) pode representar uma boa tatica para
aplicagbes em malha fechada (Krook-Magnuson et al., 2013; Stieve et al.,
2023). De fato, o surgimento de trajetérias repetidas e a organizagao da
distribuicao temporal de eventos em relagao ao estimulo, parecem antever os
eventos ictais.

Um ponto do presente trabalho que poderia ter sido melhor
aprofundado tanto com a execucgado de novos experimentos, quanto com uma
analise de dados diferente se refere a triangulagdo de multiplos registros de
trajetérias de campo elétrico. Isso permitira a identificacdo da origem espacial
dos circuitos neuronais, semelhante ao apresentado para potenciais evocados
por Moraes e Garcia-Cairasco (2001) e para crises convulsivas de GEPRs por
Moraes et al. (2005). A utilizagdo de um maior numero de arranjos com
espacamentos menores poderia melhorar a diferenciacdo de componentes
dos circuitos hipocampais envolvidos na crise convulsiva.

Os resultados do Protocolo 2 apontam que, durante o status
epilepticus, o VEEG foi capaz de identificar um numero significativamente
maior de padrbes eletrograficos em comparagdo com a mesma rotina de
analise aplicada a dados de iEEG (20C e 21B). Isso corrobora com a hipétese
de que a técnica possui uma maior capacidade de distinguir circuitos se

comparada ao iEEG e sugere que a abordagem tradicional, focada na
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morfologia do sinal do LFP, pode ocultar a verdadeira complexidade da
competicdo de circuitos, agrupando erroneamente a atividade de
componentes distintos como um unico evento (Buzsaki et al., 2012; Einevoll et
al., 2013; Stead et al., 2010).

De fato, os potenciais elétricos gerados por uma populagdo neuronal
que se propagam através do tecido cerebral condutor sdo atenuados
conforme um filtro passa-baixa espacial, mesclando a atividade de fontes
neuronais distintas, mas espacialmente préximas. Como consequéncia, as
ativacdes de multiplos micro circuitos independentes podem ser fundidas em
um unico evento de grande amplitude registrado por um canal de iEEG,
levando a uma subestimacao da verdadeira complexidade da rede (Kajikawa
& Schroeder, 2011).

Em termos de eventos e clusters identificados, o VEEG foi capaz de
revelar uma maior variedade de padrbes eletrograficos. Se por um lado a
qualidade da informagao obtida pela técnica foi mostrada pelos resultados do
Protocolo 1, por meio da analise de aspectos inerentes somente ao processo
de vetorizagdo das amostras, o Protocolo 2 comprovou que a técnica, no
minimo, pode gerar uma quantidade maior de dados.

Este dado sugere um importante aspecto da analise de assinaturas
eletrograficas associadas e circuitos especificos ativados nas redes neurais
subjacentes. Assim como descrito na revisdo bibliografica, a assinatura
eletrografica da resposta evocada por estimulo exdégeno apresenta uma
morfologia padrdao, associada a atividade de cada relé-sinaptico
(primordialmente excitatéria, uma vez que atividade inibitéria gera campos
extracelulares de baixa intensidade) da via neuronal estudada (Moraes &
Garcia-Cairasco, 2001; Moreira et al., 2025; Ross & Hamm, 2020). Outros
circuitos, ou componentes de circuitos, também apresentam assinaturas
caracteristicas mesmo quando espontaneas, sem nenhum estimulo exdégeno,
como as sharp-wave and ripples, descargas spike-and-wave, k-complex e
spindles (Buzsaki, 2015; Steriade, 2006). Logo, o fato do VEEG ser mais
sensivel para detectar padrdes/clusters diferentes pode significar que a
mesma assinatura eletrografica na série temporal do potencial elétrico de um
eletrodo pode estar associada a diferentes circuitos neuronais recrutados.

Desta forma, a técnica do VEEG podera ser util para identificar situacées na
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qual assinaturas eletrograficas foram associadas a processos aparentemente
contraditérios (Tousseyn et al., 2014; Woldman et al., 2020).

Em relacdo ao método de deteccao de padrdes, € dificil avaliar até que
ponto a detecgao de circuitos por meio do iIEEG pode ser aprimorada sem
uma correlata melhoria na detec¢céao por meio do VEEG. Mesmo assim,
avangos vém sendo feitos no intuito de identificar marcadores eletrograficos
que possam identificar zonas ictais ou prever redes a caminho da
instabilidade (Sundrani et al., 2025). Sob a aplicagdo de uma mesma rotina de
analise, foi evidente a superioridade do VEEG em identificar padrdes
utilizando uma mesma base de dados. Parece improvavel que as
componentes do VEEG possam vir a fornecer uma menor quantidade ou
qualidade de informagdes do que aquelas obtidas por um simples eletrodo.

Adiante, foi demonstrado que o numero de eventos e de clusters
cresceu com o passar das crises (Figura 19A). Isso sugere que circuitos sao
modificados e passam a se enquadrar em outro grupo ou sado simplesmente
incorporados a rede epiléptica. De qualquer forma, isso parece aumentar
progressivamente a complexidade do sistema envolvido nas sucessivas
crises. Seria interessante ver se esta tendéncia se mantém ou retrocede com
0 processo epileptogénico, na qual alteracbes plasticas favorecem o
aparecimento de atividade epileptiforme espontanea - o MicroMAP,
apresentado no Capitulo I, foi desenhado para exatamente este objetivo.

A mesma relagdo nado pode ser tracada a partir dos dados de iEEG,
nos resultados apresentados pela Figura 19B, somente foi possivel verificar a
progressdo da diversidade de eventos naqueles eletrodos no hemisfério
ipsilateral a administracdo do KA. Contudo, ndo ha evidéncia de que uma
maior quantidade de clusters passou a integrar a rede conforme mostrado no
caso vetorial, dando a entender que o processo, uma vez deflagrado,
somente aumentou a atividade, mas nao a complexidade de circuitos
recrutados. Isto pode indicar que os mecanismos de competitividade entre
circuitos e/ou acoplamento preferencial estdo melhor preservados do lado
contralateral a injecdo focal com KA. Contudo, existe a possibilidade de que
este circuito sO apresente seus mecanismos homeostaticos preservados

durante a fase aguda, mas que possa apresentar disfungées semelhantes
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durante o processo epileptogénico (pos periodo latente para o aparecimento
de crises espontaneas e recorrentes).

A atividade eletrografica observada nos dados registrados corrobora
com os resultados da literatura, que mostram o recrutamento de ambos os
hemisférios durante o status epilepticus. Embora o dano tecidual subsequente
a administracdo do KA seja reservado apenas ao lado ipsilateral, podendo
causar diferencas em termos de amplitude e energia do sinal, as analises
delimitadas no presente estudo abordam a caracterizagdo dos circuitos
epiléticos somente pelos eventos e clusters identificados. Sob essa otica,
apenas o VEEG pode mostrar modificagdes dinamicas em todas as areas
registradas. (Arcieri et al., 2014; Carriero et al., 2012; Chen et al., 2013). Vale
ressaltar, contudo, que apesar das evidéncias de recrutamento generalizado
(hemisfério contralateral), evidéncias de um processo plastico de curto prazo
entre a primeira e ultima crise s6 sdo percebidas no hemisfério ipsilateral (Le
Duigou et al., 2008).

Adiante, a separagao dos clusters em janelas pré-definidos da crise
(CPJC) revelou, exclusivamente para os dados de VEEG, uma caracteristica
dos circuitos registrados: enquanto uma proporcdo fixa atua
indiscriminadamente em todos os momentos de cada evento ictal, uma outra
parcela possui preferéncia por determinada janela. Interessantemente, a
proporcao de CPJC foi inalterada durante as sucessivas crises, mesmo com 0
aumento do numero de eventos e clusters registrados (Figura 19C).

Ainda, os dados mostram que n&o existe uma porcentagem maior de
circuitos especificos para alguma das janelas em detrimento das outras,
independente do hemisfério registrado. Apesar da diferenga encontrada entre
a propor¢cao de CPJC entre as amigdalas no primeiro terco das crises, 0s
efeitos gerais percebidos na progressdao do status epilepticus sao
semelhantes entre todas as regides.

Se de fato cada CPJC se relaciona a alguma das fases do processo
ictal (génese, sustentagdo ou aboli¢do), as regides parecem ter a capacidade
de atuar individualmente nos trés estados. Entretanto, uma melhor verificacdo
da origem desses padrbes e da causalidade entre esses circuitos deve ser
tracada, tanto em relacdo as diferentes areas, quanto em relacdo aqueles

circuitos sem preferéncia de atividade.
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O estudo também evidenciou que uma parcela de circuitos somente
ocorre em uma crise € ndao mais em outra (Figura 21A). Ainda, esse filtro
revelou uma tendéncia crescente da proporg¢ao de clusters nas amigdalas. Ou
seja, quanto mais crises sucessivas, maior foi a porcentagem de clusters
especificos aquela crise. Se considerarmos que os eventos da primeira crise
possuem mais tempo (ou mais crises) e portanto, maior probabilidade de se
repetirem do que aqueles registrados na sexta crise, por exemplo, podemos
afirmar que novos tipos de circuitos sao incorporados na rede, uma crise por
vez, ja que aqueles registrados de forma tardia nunca antes foram
identificados, caso contrario, ndo seriam especificos aquela crise.

Isso demonstra uma importante correlagdo da amigdala com os
eventos ictais e a evolugcdo do status epilepticus, apesar de nao explicitar
como esse envolvimento se relaciona aos demais circuitos e quais os motivos
dessa maior participagdo. Mais uma vez, essas observacdes sO foram
possiveis com o VEEG que novamente também apresentou um maior nimero
de CPCs identificados.

Por fim, vale ressaltar que todos os experimentos foram gravados,
entretanto ndo foram aplicadas andlises comportamentais aos registros
(Racine, 1972). Além disso, assim como mostrado por Arcieri et al. (2014) e
antes por Carriero et al. (2012), existiu uma variabilidade em termos de
numero de crises em relagdo aos animais, sendo registradas de 2 a 17
eventos ictais. Além disso, o registro de iEEG se mostrou heterogéneo entre
0s animais, o que dificultou a analise como um todo. Entretanto, isso reflete
um aspecto importante, mesmo em um conjunto de dados complexo, o VEEG
parece ter conseguido identificar circuitos, assim como isolar caracteristicas
do sistema. A heterogeneidade, contudo, pode ser uma caracteristica
intrinseca ao processo ictogénico, onde o favorecimento de circuitos pode ser
altamente dependente de caracteristicas individuais de cada animal. Uma
forma de testar esta hipétese € trabalhar com animais geneticamente
modificados ou selecionados de forma a gerar um grupo mais uniforme.

A tatica de analise adotada neste trabalho levou em consideragcéo que
a distingdo dos periodos da crise poderia levar a uma compreensao direta da
dindmica da crise. Em outras palavras, foi testada a existéncia de um padrao

de ativagcdo de circuitos que pudesse mostrar qual das regides era mais
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propensa a ocorrer em determinada fase do processo ictal. O questionamento
guiou o raciocinio da analise, entretanto, ndo € a unica estratégia para filtrar
as trajetérias e nem muito menos a unica forma de se correlacionar sintomas
de causa e efeito durante o processo ictogénico.

Por meio dos resultados apresentados, tanto para o Protocolo 1,
quanto para o Protocolo 2, o VEEG se mostrou uma ferramenta util na
identificacado de circuitos e de fendmenos nao captados por meio dos registros
de IEEG convencionais. Entretanto, ainda tem muito para se explorar e
desenvolver, ndo somente em como correlacionar os padrdes de clusters aos
processos da epilepsia, mas também em como identificar e classificar aqueles

eventos tridimensionais.

6. CONCLUSAO

O presente capitulo utilizou a técnica de VEEG como ferramenta para a
analise da dinamica ictogénica. Por meio de dois protocolos complementares,
buscou-se caracterizar a organizagdo dos circuitos neurais envolvidos na
deflagragcdo e na caracteristica de sucessivas crises, bem como explorar a
possibilidade de identificacdo de biomarcadores dinAmicos que antecedem os
eventos ictais.

Os resultados demonstraram que o periodo pré-ictal € caracterizado
por um estado de alta excitabilidade e competicdo entre multiplos circuitos
neurais. Isso foi evidenciado pela elevada magnitude vetorial e poténcia do
iEEG, acompanhadas, contudo, por uma alta dispersao angular, indicando
baixa consisténcia nas trajetorias evocadas. Em contrapartida, a transi¢cao
para o estado ictal e o periodo pds-ictal revelaram uma notavel convergéncia
para um ou poucos circuitos dominantes. Este fendmeno foi marcado por uma
drastica reducdo na dispersao angular e na entropia das sequéncias de
eventos, apontando para o estabelecimento de uma via patologicamente
facilitada e estritamente acoplada ao estimulo exdgeno.

O estudo comparativo no modelo de epilepsia focal corroborou a
superioridade do Vector-EEG em relacdo ao iEEG convencional na distingao
de padrdes eletrograficos. A técnica vetorial revelou uma complexidade oculta

na dindmica da rede, identificando um repertdrio significativamente maior de
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circuitos e um aumento progressivo na complexidade do sistema ao longo das
crises sucessivas, que nao foi observado pela analise similar aplicada aos
dados de LFP.

Em conjunto, os achados deste capitulo sustentam a hipdtese de que a
adicao da caracteristica espacial aos registros eletrofisioldgicos, intrinseca ao
Vector-EEG, permite a identificagcao e classificagdo de uma maior quantidade
de informagdes do que aquelas oferecidas somente pelo uso de amostras de
LFP. Além disso, confirmaram a existéncia de uma dinamica de competicéo e
selegéo de circuitos que rege o processo ictogénico.

As observacgdes alinham-se com o paradigma da epilepsia como uma
doenca de redes em interagdo, e nao apenas de hipersincronia. Dessa forma,
o Vector-EEG emerge ndo apenas como uma ferramenta de analise robusta,
mas também como uma abordagem promissora para o desenvolvimento de
biomarcadores mais precisos, com potencial para avancar tanto no

diagnostico quanto em estratégias terapéuticas para a epilepsia.
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CAPITULOII
MicroMAP: Sistema Multicanal de

Baixo Custo para Aquisicido de Dados

Eletrofisiologicos
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Nos circuitos mais caudais do sistema nervoso, como aqueles
envolvidos no controle sensoério-motor, € amplamente aceito que uma
sequéncia linear de ativacdo neuronal € essencial e suficiente para a
transmissao fidedigna da informacao (Sherrington, 1906). No inicio do século
XX, a partir dos trabalhos de Adrian e Zottermann, Louis Lapicque articulou
esse conceito por meio de um modelo matematico do neurbnio conhecido
como integrate-and-fire (integracdo e disparo). Esse modelo simplificado
propde que o potencial de membrana de um neurdnio integra sinais elétricos
provenientes de multiplas sinapses excitatorias e/ou inibitérias e gera, ao atingir
um limiar, um potencial de acdo. Esse arcabouco conceitual moldou a
compreensao da neurociéncia sobre a complexidade do sistema nervoso ao
vincular regides anatdmicas especificas a fungdes distintas, postulando que a
taxa de disparo desses nucleos reflete a intensidade da caracteristica
codificada.

Diversas descobertas, especialmente aquelas envolvendo o cérebro,
reforcaram esse modelo, particularmente apds os trabalhos pioneiros de
Penfield (Penfield & Boldrey, 1937; Penfield & Rasmussen, 1950). No entanto,
caracteristicas anatdmicas locais e conexdes fisicas diretas ndo conseguem
explicar plenamente as propriedades emergentes mais complexas dos circuitos
neurais, como aquelas envolvidas no processamento visual, na memoria e nas
emogdes. Sendo assim, uma abordagem mais dindmica — isto &, um
conectoma funcional organizado temporalmente — para o processamento em
redes neurais pode ser mais conveniente. Nesses niveis superiores de
processamento, a dindmica da ativacdo neuronal e a capacidade do cérebro de
integrar informagdes entre regides espacialmente distribuidas de forma
simultanea tornam-se alvos criticos de investigagao (Varela et al., 2001).

Um numero crescente de evidéncias destaca o papel fundamental das
fases de disparo neuronal na codificacdo e decodificacdo de informacdes
dentro dos circuitos neurais. Em vez de se basearem exclusivamente na taxa
de disparos, esses estudos enfatizam a importancia do tempo de ocorréncia
dos potenciais de acao em relagdo a atividade oscilatéoria em andamento,

sendo esse um mecanismo essencial de codificacdo neural (Montemurro et al.,
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2008; Reddy et al., 2021). Achados complementares demonstram que essas
oscilagbes desempenham um papel central na organizagdo temporal da
ativacdo neuronal (Buzsaki & Tingley, 2018; Petersen & Buzsaki, 2020). As
dinamicas oscilatorias permitem a comunicagao seletiva entre regides cerebrais
anatomicamente distantes por meio da sincronizagao de fase, apoiando assim
a integracdo de informacgdes distribuidas em redes funcionais de média e
grande escala.

Essa coordenacado temporal aprimora a eficacia sinaptica e estabelece
janelas criticas de plasticidade e o direcionamento de informagdes,
contribuindo, em ultima instancia, para processos cognitivos complexos. Um
unico disparo neuronal ocorre em uma janela temporal de aproximadamente 1
a 2 milissegundos, e a maioria das oscilagbes neurais se situa na faixa de 2 a
250 Hz — sendo que oscilagbes mais rapidas estao tipicamente associadas a
integracédo local, enquanto as mais lentas se relacionam a comunicagao de
longa distancia (Varela et al., 2001). Diante disso, a eletrofisiologia se destaca
como o método mais apropriado para investigar tanto a origem de determinada
atividade cerebral, quanto para decifrar a sua dindmica, uma vez que possui
resolucao temporal suficiente para tal.

Embora grande parte da atencao tenha sido direcionada a investigagao
da micro circuitaria local por meio do uso de multiplos eletrodos espagados por
dezenas de micrdmetros (por exemplo, sondas de silicio ou, no inglés, silicon
probes), uma configuracdo de multiplos eletrodos em multiplas regides, pode
ser fundamental para o exame do processamento de informagbdes em larga
escala na neurociéncia experimental, especialmente por meio de implantes
profundos.

Além disso, registros com multiplos eletrodos permitem a caracterizagéo
da sequéncia temporal de ativacbes entre diferentes regides cerebrais, bem
como a identificacdo de populagdes neuronais com base em seus padrdes de
sincronizacgao e transferéncia de informacédo. Em relacédo a resolucao espacial,
esta depende principalmente do tipo e quantidade de eletrodos utilizados. Uma
vez que cada ponto de registro esta atrelado a atividade eletrografica de uma
area restrita em sua proximidade.

A miniaturizagao de sistemas eletrénicos e a evolugdo da engenharia de

materiais aumentaram significativamente o numero de eletrodos que podemos
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registrar simultaneamente. Esse processo foi essencial também para
maximizar a razao sinal-ruido em registros eletrofisiolégicos, pela capacidade
de se aproximar fisicamente a digitalizacdo dos sinais dos eletrodos e,
consequentemente, reduzir a quantidade e o tamanho das conexdes
portadores de sinais analdgicos. Além disso, contribuiu para minimizar a
interferéncia em tarefas comportamentais, pela diminuicdo do peso total dos
equipamentos (Siegle et al., 2015, 2017; Steinmetz et al., 2018, 2021)

O crescimento da quantidade de canais registrados em experimentos de
eletrofisiologia coincide com a ascensé&o de iniciativas de codigo aberto, que,
nas Uultimas décadas, influenciaram positivamente o desenvolvimento
tecnolégico e cientifico ao promover o compartilhamento de informacgoes,
oferecer aos pesquisadores uma rede colaborativa e ampliar a acessibilidade e
a diversidade de técnicas (Siegle et al., 2015).

Sistemas de codigo aberto como o A/D, NeuroRighter e Open Ephys
(OE), juntamente com outros marcos tecnolégicos como Arduino, Raspberry Pi,
NeuroPixel e GitHub, desempenharam papéis cruciais em dois fenbmenos
importantes na evolugdo das metodologias de aquisicdo e analise de sinais
eletrofisiolégicos: o aumento do numero de canais e a redugao do custo por
canal registrado (Newman et al., 2013; Siegle et al., 2015; Steinmetz et al.,
2018).

Apesar dos avangos tecnoldgicos significativos, os registros multicanal
ainda apresentam custos elevados — especialmente quando o objetivo é
investigar a comunicagdo entre circuitos neurais distintos, o que requer
registros simultaneos em multiplas regides. Além disso, estudos voltados para
circuitos em escala mesossegmentar — particularmente aqueles envolvidos na
integracdo de médio e longo alcance — s&o mais efetivamente conduzidos por
meio de potenciais de campo local (LFPs, do inglés local field potentials), ao
invés de registros da atividade de unidades isoladas (Varela et al., 2001).

Nesses contextos, os sistemas eletrofisiolégicos de aquisicdo
considerados padrdo-ouro podem ser desnecessariamente complexos,
oferecendo capacidades computacionais que superam as exigéncias do
experimento. Esses sistemas, tipicamente projetados para registros de
unidades isoladas, envolvem custos mais altos devido a necessidade de altas

taxas de amostragem por canal — frequentemente superiores a 20 kHz para
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satisfazer o critério de Nyquist — e ao elevado numero de canais, com alguns
sistemas incorporando mais de mil eletrodos (Siegle et al., 2017; Steinmetz et
al.,, 2021). Em contraste, para registros de LFPs, cujas oscilacbes se
concentram majoritariamente abaixo de 300 Hz, a taxa de amostragem
necessaria € mais de 10 vezes menor, e o numero de eletrodos é limitado por
propriedades fisicas e pela propria anatomia, o que possibilita uma redugao
significativa nos custos dos componentes de registro.

Sistemas de aquisi¢do de dados para eletrofisiologia geralmente incluem
uma etapa de amplificacdo, um conversor analégico-digital (ADC, do inglés
analog-to-digital converter), uma interface para coleta dos sinais digitais e um
computador para configuracao e armazenamento dos dados (Newman et al.,
2013; Siegle et al., 2017; Uktveris & Jusas, 2018). No entanto, o alto custo
desses sistemas e a necessidade de espaco fisico dedicado limitam sua
utilizagdo, especialmente em experimentos paralelos e protocolos de longa
duragdo, como por exemplo estudos longitudinais relacionados a
epileptogénese.

Para superar esses desafios, propomos o MicroMAP — Micro
Multichannel Acquisition Pack, um sistema portatil de baixo custo, projetado
para registros continuos e longitudinais de LFPs. Ao integrar componentes
miniaturizados como computadores Raspberry Pi (RPi) e controladores
Arduino, o MicroMAP oferece uma solugao versatil e eficiente em termos de
espaco, capaz de registrar até 32 canais com taxa de amostragem de 2kHz,
tornando-se acessivel a uma ampla gama de configuragbes experimentais. O
MicroMAP também inclui uma solugdo para a construgdo de implantes com
multiplos eletrodos/multiplas regides de baixo custo, que auxilia na
padronizacdo de experimentos e na redugdao do tempo cirdrgico, sem
comprometer a precisdo da localizagdo dos eletrodos ou a seguranga do
animal.

O projeto do MicroMAP foi inicialmente focado na integragéo de chipsets
com estagios ADC da familia Intan RHD2000 ou da série ADS129x, da Texas
Instruments (Intan Technologies, 2023; Texas Instruments Incorporated, 2023).
No entanto, desenvolvemos o sistema para ser modular e adaptavel,
permitindo a incorporagao de outros conversores analdgico-digitais. A utilizagcao

de placas Arduino na aquisicdo de sinais desempenha um papel fundamental,
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pois permite a programagao personalizada para interfface com o ADC
escolhido. Além disso, essa arquitetura preserva todas as funcionalidades do
controlador Arduino, incluindo a capacidade de receber entradas de
dispositivos externos.

Portanto, este trabalho apresenta um sistema completo de aquisicéo
eletrofisiolégica de baixo custo, detalhando seu processo de construgdo desde
a interface grafica (GUI, do inglés Graphical User Interface) do usuario e a
l6gica de controle da aquisicdo, até o projeto do estagio de conversao
adaptado, compativel com os chipsets Intan RHD2000 e ADS1298, bem como

a estratégia de montagem para matrizes de eletrodos de multiplas regides.
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2. OBJETIVO

21. Geral

Projetar um sistema de aquisicdo de sinais eletrofisiolégicos de baixo
custo, que possa ser uma plataforma para a realizagdo de experimentos
focados em registro de potenciais de campo local em multiplas regides
cerebrais. Neste projeto incluem ndo somente o equipamento para a coleta de
amostras digitalizadas e sua respectiva interface, mas também todo os
componentes necessarios a execucdao de protocolos experimentais de
eletrofisiologia, como a construgcdo de implantes, esquematicos para a
producdo dos estagios de conversdao analdgico-digital e as conexdes

necessarias ao funcionamento do sistema.

2.2. Especifico

Os objetivos especificos sao:

e Idealizar um sistema de registro de amostras digitalizadas que possa ser
compativel com chipsets da familia Intan RHD2000 ou da série ADS
129x da Texas Instruments.

e Produzir uma interface grafica de usuario, que possa ser utilizada para a
gestao e configuragcéo dos registros eletrofisioldgicos.

e Produzir uma placa de circuito impresso para acoplar o chipset ADS
1298, que representa o estagio de conversao analogico-digital.

e Simplificar o processo de montagem de matrizes de eletrodos de registro
de multiplas regides cerebrais, que possua compatibilidade com os
estagios de converséo analdgico-digital.

e Apresentar o esquema de montagem do sistema para a execugao de

experimentos de eletrofisiologia.
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3. METODOLOGIA

3.1. Cddigos da interface grafica e de controle da aquisicdo de sinais

digitais

Assim como em outros sistemas de aquisicdo de sinais digitais, o
MicroMAP é composto por trés componentes principais: (1) uma interface
grafica executada por um computador (idealmente um Raspberry Pi), (2) uma
rotina responsavel pelo gerenciamento e comando do microcontrolador para a
aquisicao dos sinais digitais provenientes do ADC e (3) o proprio conversor
analdgico-digital (RHD2000 ou ADS1298), conforme ilustrado na Figura 23A.

O programa responsavel pela interface grafica foi desenvolvido em
Python 3.12 com a biblioteca PyQt5, e auxilia o usuario ao longo de todo o
processo de coleta de dados experimentais. A GUI inclui uma aba de
configuracédo, apresentada na Figura 23B, onde o usuario pode escolher o
modelo do ADC, definir a duracdo do experimento, ajustar as frequéncias de
corte dos filtros passa-altas e passa-baixas (quando disponiveis), configurar a
taxa de amostragem, selecionar os canais de interesse e escolher a porta USB
vinculada ao microcontrolador.

O processo de aquisi¢cao de dados se inicia com um teste de integridade
do sistema, que ao ser validado direciona o usuario para a aba de visualizagao
dos sinais eletrofisiologicos (Figura 23C). Essa aba exibe em tempo real os
sinais registrados pelo ADC, fornecendo ao experimentador uma visao geral da
qualidade dos dados, juntamente com um resumo das configuracdes
selecionadas. Nela também, o usuario pode selecionar um diretério para
armazenar o conteudo registrado e iniciar a gravagdo dos sinais
eletrofisiolégicos.

A interface grafica também permite a configuragcao manual do ADC por
meio da opgéo “Configuragdes Avangadas”, desde que esta seja ativada antes
do inicio da gravacdo. A aba avangada exige conhecimento prévio dos
registradores do circuito integrado utilizado (RHD ou ADS) e dos comandos de
configuracado correspondentes. No entanto, com a compreensao adequada do

sistema, o usuario pode configurar diretamente os registradores do ADC, definir
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a duracdo da gravagcdo e modificar atributos da interface, como os

temporizadores de exibi¢cdo e salvamento.
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Figura 23 - Visao geral do sistema MicroMAP.

(A) Diagrama ilustrando a conexdo entre os componentes do sistema. (B) Aba de configuragdo para
inicializacdo das gravagdes eletrofisioldgicas na interface do usuario. (C) Aba que exibe o status das
gravacgdes eletrofisiolégicas na interface do usuario. (D) Fluxograma do funcionamento do sistema. (E)
Modelo 3D da estrutura de encapsulamento. (F) Sistema de conexbes para comunicagdo SPI entre o
headstage e o Arduino Due.

Entretanto, por de tras da GUI existe uma rotina que atua como
back-end do sistema, conforme mostrado pela Figura 23D. Ela é responsavel
por fazer a ponte entre o usuario e o microcontrolador Arduino Due, que se
comunica diretamente com o ADC. O programa desempenha trés fungdes
principais no processo de aquisi¢cao de sinais: (1) registrar as preferéncias do
usuario, (2) gerenciar o armazenamento dos dados e (3) disparar as agdes do
microcontrolador. Essas funcbes sdo coordenadas por quatro threads distintas
de execugéao (implementadas como pseudo-threads em Python), representadas
pelas caixas azul-claro na Figura 23D e enumeradas a seguir: (1) execugao da
interface, (2) aquisicdo de dados do microcontrolador, (3) exibicdo dos dados

eletrofisiolégicos e (4) gravagao dos registros.
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A thread (1) executa a interface (front-end), gerencia a interagdo do
usuario, manipula variaveis de ambiente e envia as opg¢des selecionadas ao
Arduino Due por meio de um protocolo de comunicacédo simples, baseado em
mensagens de 16 bits interpretadas por instrugbes condicionais switch case
(por exemplo, o comando O0xE5000002 ativa o modo de teste de dados,
enquanto 0xE5000001 o desativa e restaura a gravagao normal do ADC). Ela
também é responsavel por inicializar a thread (2), que ativa os registradores do
ADC, adquire dados do microcontrolador e aciona as threads (3) e (4), assim
que os dados se tornam disponiveis.

Completando a cadeia de execugao, a thread (3) processa os bytes
recebidos e devolve os dados a primeira thread para sua representacao grafica
na area de exibicdo, enquanto a thread (4) realiza a escrita dos dados em um
arquivo binario. Ainda, o sistema inclui uma rotina dedicada para funcdes
auxiliares e classes.

O microcontrolador — programado em C++ e representado pelo
retdngulo vermelho na Figura 23D — é responsavel pelo controle direto e pela
configuracéo dos registradores do ADC, funcionando como componente central
da arquitetura do sistema. Embora a redugdo de custos seja parcialmente
alcangada por meio do uso de plataformas computacionais acessiveis, como o
Raspberry Pi (que executa a GUI em hardware de baixo custo), a economia
mais significativa resulta da substituicdo dos sistemas convencionais de
controle por um microcontrolador Arduino (CPU Atmel SAM3X8E ARM
Cortex-M3). Isso ocorre pois, os sistemas comuns, tipicamente baseados em
FPGAs (do inglés Field Programmable Gate Array), podem custar quase trés
vezes mais do que o sistema MicroMAP completo (Raspberry Pi, Arduino e

Intan combinados; Tabela 3).

Tabela 3 - Comparagdo dos custos dos componentes necessarios para a construgdo do sistema

MicroMAP e dos componentes utilizados em outros sistemas de aquisigao (atualizado em 29/04/2025).

Component Brand Model Price ($) Site
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https://www.adafruit.com/product/3775?src=r

Raspberry Pi Raspberry Pi B+ 35.00 ]
[rypi
https://store-usa.arduino.cc/products/arduino-
Arduino Arduino Due 48.40 2 id=
EDIxyYfAPRwn Kaxx1BiHzbW3mi
https://opalkelly.com/products/xem6310/?srslt
XEM6310
FPGA Opal Kelly LX45 1299.95 id=AfmBOorlkl617n78mQOYbuk1sR3hjXb2bk
k-exkS26gWT6a6KUCJ8Prés
https://opalkelly.com/products/xem6010/2srslt
XEM6010

FPGA Opal Kelly LX45 1049.95 id=AfmBOorxVF7hwU34DROIRTVHIM_CK
MWISINS13F5mLjlL 2204iuch_-fh

https://intantech.com/pricing.html?t lect=
RHD Intan 2132 127.00 - 430.00
RHDChips&yPos=0
? =
RHD Intan 2216 86.00 - 286.00
RHDChi Pos=
Texas https://www.ti.com/product/ADS1298/part-det
ADS 1298 21.80 - 333.59
Instruments ils’ADS 12981PA

Embora essa substituicdo limite a capacidade do sistema para aquisi¢ao
de dados em altas taxas de amostragem — restringindo a amostragem
confiavel a 2 kHz em no maximo 32 canais —, ela permanece alinhada com as
aplicagdes pretendidas pelo MicroMAP, oferecendo uma solucdo robusta e
acessivel para registros prolongados de EEG. E importante destacar que a
escolha do modelo do Arduino né&o foi arbitraria: o0 modelo Due foi selecionado
por oferecer a interface SPI e as taxas de clock mais adequadas, compativeis
com as frequéncias de amostragem requeridas e com as especificagbes
temporais dos chipsets RHD e ADS (Intan Technologies, 2023; Texas
Instruments Incorporated, 2023).

Na familia de ADCs RHD2000, a interface grafica traduz os parametros
de configuragdo selecionados pelo experimentador em comandos apropriados
para os registradores do ADC e configura os temporizadores internos do
Arduino para estabelecer a frequéncia de amostragem desejada. Esses
temporizadores atuam como gatilhos periddicos, acionando uma thread de
execugao responsavel por adquirir os sinais digitalizados via comunicagao SPI
(do inglés Serial Peripheral Interface). Esse protocolo utiliza quatro linhas de
sinal: SCLK (do inglés clock serial), CS (do inglés chip select), CIPO (do inglés
controller in, peripheral out) e PICO (do inglés controller out, peripheral in),

conforme ilustrado na Figura 24.


https://www.adafruit.com/product/3775?src=raspberrypi
https://www.adafruit.com/product/3775?src=raspberrypi
https://store-usa.arduino.cc/products/arduino-due?srsltid=AfmBOooOVgZwkhxoNnKId5g3FDlxyYfAPRwnQJ__QOKgxx1BiHzbW3mi
https://store-usa.arduino.cc/products/arduino-due?srsltid=AfmBOooOVgZwkhxoNnKId5g3FDlxyYfAPRwnQJ__QOKgxx1BiHzbW3mi
https://store-usa.arduino.cc/products/arduino-due?srsltid=AfmBOooOVgZwkhxoNnKId5g3FDlxyYfAPRwnQJ__QOKgxx1BiHzbW3mi
https://opalkelly.com/products/xem6310/?srsltid=AfmBOorIkI617n78mOYbuk1sR3hjXb2bkk-exkS26gWT6a6KUCJ8Pr6s
https://opalkelly.com/products/xem6310/?srsltid=AfmBOorIkI617n78mOYbuk1sR3hjXb2bkk-exkS26gWT6a6KUCJ8Pr6s
https://opalkelly.com/products/xem6310/?srsltid=AfmBOorIkI617n78mOYbuk1sR3hjXb2bkk-exkS26gWT6a6KUCJ8Pr6s
https://opalkelly.com/products/xem6010/?srsltid=AfmBOorxVF7hwU34DROlRTVHdM_CKMWIslNS13F5mLjL22O4iuch_-fh
https://opalkelly.com/products/xem6010/?srsltid=AfmBOorxVF7hwU34DROlRTVHdM_CKMWIslNS13F5mLjL22O4iuch_-fh
https://opalkelly.com/products/xem6010/?srsltid=AfmBOorxVF7hwU34DROlRTVHdM_CKMWIslNS13F5mLjL22O4iuch_-fh
https://intantech.com/pricing.html?tabSelect=RHDChips&yPos=0
https://intantech.com/pricing.html?tabSelect=RHDChips&yPos=0
https://intantech.com/pricing.html?tabSelect=RHDChips&yPos=0
https://intantech.com/pricing.html?tabSelect=RHDChips&yPos=0
https://www.ti.com/product/ADS1298/part-details/ADS1298IPAG
https://www.ti.com/product/ADS1298/part-details/ADS1298IPAG
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Figura 24 - Comunicagao SPI.

(A) Diagrama ilustrando as linhas de comunicagdo SPI entre um controlador e dois periféricos, cada um
ativado por uma linha de selecdo de chip (CS) distinta. (B) Exemplo de troca de mensagem de 4 bits
utilizando fase de clock 1 e polaridade 0. (C) Tabela resumindo as possiveis configuracdes de fase e

polaridade do protocolo SPI.

A comunicagao segue um protocolo SPI de 16 bits por canal, com fase e
polaridade do clock definidas como zero. A aquisicdo dos dados ocorre de
forma sequencial, um canal por vez, durante cada estado baixo da linha CS. O
RHD converte e responde os comandos de conversdao emitidos pelo
controlador apds dois ciclos de comunicagdo (dois pulsos da linha CS).
Consequentemente, o sistema conclui a transferéncia completa de dados nos
dois ciclos de CS subsequentes, ao coletar os dados remanescentes dos dois
ultimos canais solicitados, conforme mostrado na Figura 25A (Intan
Technologies, 2023). A cada instante determinado pela frequéncia de
amostragem, o Arduino insere no inicio de cada pacote de amostras (todos os
canais) um cabecalho de 16 bits representando um contador, com o objetivo de
aumentar a confiabilidade do sistema e permitir a validagao dos dados.

Em contraste, a familia de chipsets ADS emprega um esquema de
comunicacado SPI diferente, embora mantenha a mesma fase e polaridade de
clock. Nesse caso, o ADS transmite todos os dados dos canais para o Arduino
em um unico pacote a cada ciclo da linha CS. Diferente do RHD, o préprio ADC
controla a frequéncia de amostragem, enviando um sinal de disparo para o
Arduino sempre que os dados estdo preparados para leitura. Por exemplo, a
leitura de dados de oito canais envolve uma transmissdo de 216 bits —
composta por 24 bits de cabecgalho seguidos por 24 bits para cada um dos oito
canais, conforme ilustrado na Figura 25B (Texas Instruments Incorporated,
2023).
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Figura 25 - Comunicacao SPI dos chipsets RHD e ADS.

(A) Protocolo de comunicagdo SPI utilizado pelo RHD2000: cada pulso de CS inicia uma troca de
mensagem de 16 bits, e o resultado da conversdo de um determinado canal é retornado apds dois pulsos
de CS subsequentes. (B) Comunicacdo SPI do ADS1298 em modo single-shot, conforme implementado
no MicroMAP: a cada pulso de CS, se o pino DRDY estiver em nivel alto, ocorre uma troca de mensagem

de 216 bits — composta por 24 bits de status seguidos por 24 bits por canal, totalizando oito canais.

A resposta recebida pelo Arduino na linha CIPO é armazenada em uma
memoria intermediaria circular (comumente chamada de buffer), sendo cada
entrada composta por um numero pré-definido de bits que representam uma
amostra. O microcontrolador transmite os dados para o computador hospedeiro
por meio de comunicagao serial (USB, do inglés Universal Serial Bus), com
taxa de 50 MB/s. No computador, os dados recebidos sdo armazenados em
buffers e encaminhados para as threads de exibicao (3) e gravagao (4),
responsaveis pela visualizagdo em tempo real e pelo armazenamento em
arquivo.

Dois parametros importantes controlam os intervalos de atualizag&o para
a exibicdo grafica e a gravagao dos dados. Por padrdao, ambos os intervalos
sdo definidos em cinco segundos, ou seja, o grafico é atualizado a cada 5

segundos, enquanto o buffer de dados €& armazenado no arquivo binario
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também a cada 5 segundos. O ajuste desses valores pode melhorar ou reduzir
o desempenho das tarefas de visualizagao e salvamento.

Também ¢é importante observar que, durante cada ciclo de comunicagao
SPI, o algoritmo desativa temporariamente todas as interrup¢gdes no Arduino
para evitar interferéncias no processo de aquisicdo. Apds a aquisicdo ser
concluida corretamente, as interrupgbes sao reativadas, permitindo que o
microcontrolador execute tarefas auxiliares, como a transmissao dos dados via
USB ou a resposta a comandos adicionais do sistema.

A rotina de execucdo do software se encerra com a decodificacdo dos
dados recebidos no computador hospedeiro e o armazenamento em um
formato binario personalizado, desenvolvido de acordo com as especificagdes

do sistema MicroMAP.

3.2. Construgcao dos headstages adaptados para os chipsets RHD e
ADS

Em um estudo anterior realizado no NNC, foi desenvolvido um sistema
de estagio de conversao analdgico-digital de baixo custo, equipado com
chipsets Intan RHD2000. Comumente chamado estagio de cabeca (ou, em
inglés, headstage), o aparelho fornece suporte ao conversor analdgico-digital,
contatos para comunicacdo SPI e conectores achatados SMD/FPC de 20 vias
para a conexao dos canais fixados na cabeca do animal. Ainda, no mesmo
trabalho, foi proposta uma metodologia de construgdao de matrizes de eletrodos
também de baixo custo, para integrar e compatibilizar com o design do
headstage desenvolvido (Mourao et al., 2022). A Figura 26A mostra o design
da placa de circuito impresso desenvolvida para chipsets da familia RHD2000.

Os métodos enunciados pelo artigo possibilitaram registros multicanal de
alta qualidade em animais livres para se locomover, permitindo a captagao de
potenciais de campo local, respostas evocadas e até a atividade de unidades
neuronais isoladas, ao mesmo tempo em que garantia estabilidade mecéanica
para uso em experimentos prolongados (Mouréo et al., 2022).

A adaptagao apresentada modificou o design comercial comumente
vertical, como exemplificado pela Figura 26B, para uma configuragcado

horizontal, de forma a reduzir o torque aplicado a cabeg¢a do animal durante os
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registros. Além disso, as conexdes SMD/FPC substituiram os conectores
Omnetics, reduzindo significativamente o custo total do headstage. As setas na
Figura 26B indicam os conectores Omnetics, enquanto a Figura 26C
exemplifica os conectores SMD/FPC e como sdo soldados na placa de circuito

impresso.

>
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Figura 26 - Circuito do headstage para chipsets da série ADS 129x.

(A) Renderizagdo das duas faces da placa de circuito impresso do headstage para chipsets da familia
Intan RHD2000. (B) Design de headstages comerciais da Intan (figura extraida no enderego
https://open-ephys.org/headstages da Open Ephys no dia 17/06/2025). Os trés exemplos sdo verticais em
relagdo ao cranio do animal e possuem conectores Omnetics (setas). (C) A esquerda estdo o exemplo de
conector achatado SMD/FPC e sua disposigdo em um headstage para chipsets da familia Intan
RHD2000. A diretora estd mostrado o adaptador que conecta os eletrodos de registro aos canais do
conector SMD/FPC. (D) Renderizagao e projeto do circuito (KiCAD 8) das duas faces da placa de circuito

impresso do headstage para chipsets da série ADS 129x da Texas Instruments.

Portanto, a construgdo do MicroMAP foi pensada para agregar os
métodos descritos anteriormente, podendo o sistema ser compativel nao
somente a conectores e headstages comerciais, mas também as solugdes de
baixo custo desenvolvidas previamente pelo proprio laboratério. Na Secéo 3.2
do Capitulo | do presente trabalho, foi descrita a adaptagcdo metodologica
aplicada a construcdo de matrizes e abaixo segue a descricdo do
desenvolvimento do headstage horizontal adaptado que integra o chipset
ADS1298 ao sistema MicroMAP, que é representado pelo desenho
esquematico exposto na Figura 26D.

O componente consiste em uma placa de circuito impresso, projetada no

KiCAD 8, que conecta o canal de registro ao ADS1298 e direciona o sinal


https://open-ephys.org/headstages
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digital convertido para uma plataforma de comunicacado SPI. Além dos contatos
tipicos das vias do SPI, a PCB também abriga outras conexdes essenciais,
incluindo: o pino RESET para configuragao do chipset; DRDY (data ready) para
acionar a leitura de dados; START para iniciar a gravagéo; e as linhas de
alimentagao.

De maneira analoga ao headstage adaptado da série RHD introduzido
anteriormente, foram utilizados conectores achatados SMD/FPC de 20 vias
para fornecer uma interface confiavel e econémica entre o implante contendo
os eletrodos de registro e o sistema de aquisicdo. Cada conector suporta 16
canais, além das linhas de terra e referéncia posicionadas nas bordas. Para
aumentar a robustez, todas as conexdes sao espelhadas na face oposta da
PCB, fornecendo caminhos elétricos redundantes. Dessa forma, o ADS1298
utiliza 16 eletrodos configurados em pares diferenciais para formar os oito
canais bipolares de registro. A Figura 26C também ilustra o conector e sua
interface correspondente, implementada como uma PCB de dupla face com

trilhas dedicadas e furos passantes para soldagem dos eletrodos.

3.3. Design e fabricagao da caixa para o MicroMAP

Para padronizar e proteger os componentes centrais do sistema, foi
projetada uma carcaga de 140 mm x 65 mm x 67 mm utilizando o software
SketchUp. A fabricagao foi feita em plastico PLA (3D Lab) com uma impressora
3D FlashForge Creator Pro por meio do modelo mostrado na Figura 23E. A
estrutura acomoda tanto o Arduino Due quanto o Raspberry Pi (Figura 27A e
26B); no entanto, qualquer outro computador pode substituir o Raspberry Pi por
meio de uma conexao USB com o Arduino.

Para a conexao dos headstages, RHD ou ADS, ao Sistema do
MicroMAP foi desenvolvido um esquema com conectores RJ45, no qual um
soquete foi acoplado a carcaca e conectado aos pinos do Arduino, conforme a
Figura 23E, enquanto outro foi soldado aos contatos do headstage por meio de
um cabo comutador, conforme a Figura 27C. A conexao, entao, é feita por uma
extensao com dois plugues nas extremidades, entretanto, ndo € imperativo o
uso desse esquema de cabos, podendo ser utilizado somente uma interface

RJ45 diretamente conectada ou, até mesmo, outros tipos de conectores. Por
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fim, também foi instalada, junto a carcaga, uma ventoinha para resfriamento

dos equipamentos.

A B C
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Raspberry Pi : il =1\
Headstage
D RJ45

Conexao RJ45 Gaiola de
Faraday

Comutador

Arduino
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Raspberry Pi

Alimentagéo Conector

|

Matrzi de Eletrodos

Figura 27 - Estrutura do MicroMAP.

(A) Carcaga do MicroMAP juntamente com todos os cabos necessarios para o funcionamento do sistema.
Da esquerda para a direita: o conector do headstage com comutador, uma extensado com conexao RJ45,
o cabo USB, o fio de aterramento e a fonte de alimentacdo de 12V. (B) Visao interna da carcaga, onde o
Arduino Due esta montado sobre o Raspberry Pi. (C) Componentes individuais da carcaga, incluindo uma
visdo detalhada das conexdes do Arduino e das linhas de sinal que se conectam ao conector RJ45. (D)
Montagem de um experimento in vivo utilizando o MicroMAP. Em cinza est4 a carcaca do MicroMAP que
contém o Arduino em azul e o Raspberry Pi em verde. Por meio de conexdes RJ45, o sistema é
conectado ao headstage, que é mostrado a direita na imagem, juntamente com o conector e um exemplo

de implante.

A Figura 26C mostra todos os componentes necessarios ao registro
eletrofisiolégico, exceto a matriz de eletrodos a ser implantada no animal
experimental. Destacados em vermelho estdo o headstage (no exemplo um
headstage contendo um chipset RHD 2132) conectado ao soquete RJ45 por
um comutador. A esquerda do cabo do headstage estdo, respectivamente, a

extensdo com dois plugues RJ45, uma cabo USB para conectar o Arduino ao
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Raspberry Pi, um cabo de aterramento para ser conectado a carcaga e a fonte
12V para alimentar o sistema.

O desenho esquematico de conexao esta representado pela Figura 27D,
note que, neste caso, foi adicionado um monitor conectado por HDMI ao
Raspberry Pi. Entretanto, € importante enfatizar que esses microcomputadores
possuem um sistema de espelhamento de tela proprietario e podem ser

acessados de outros computadores através do sistema Raspberry Pi Connect.

3.4. Validacao das funcionalidades do controlador

Em cada etapa do desenvolvimento da interface, utilizou-se a aba de
configuragbes avangadas da GUI para testar a comunicacdo SPI, enviando
mensagens para leitura dos registradores dos chips RHD2132 e ADS1298. As
respostas foram entdo comparadas com os valores esperados descritos nos
respectivos manuais dos circuitos integrados (Intan Technologies, 2023; Texas
Instruments Incorporated, 2023).

Para validar a capacidade do sistema de registrar dados sem perda de
pacotes, o algoritmo do microcontrolador foi testado utilizando um sinal
simulado gerado pelo proprio Arduino. Cada canal foi configurado para registrar
uma onda dente de serra oscilando entre valores negativos e positivos de
magnitude diretamente proporcional ao numero do canal, como mostrado na
Figura 28. Além disso, as amostras foram escritas em formato big-endian,
simulando o comportamento dos ADCs, para validar a decodificagdo dos dados

implementada na GUI.
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Figura 28 - Sinal dente de serra gerado pelo Arduino e registrado pelo MicroMAP para testar a

comunicagao entre os componentes (a amplitude é desprezivel).

Tabela 4 - Caracteristicas dos registros coletados.

Frequéncia de

Tipo OE RPi PC amostragem Filtro (Hz) Ch. Duragao (s)
(kHz)
Amostra 2x 2x 2 - 32 1800
Amostra 2x 2x 2 - 32 900
Amostra 2x 2X 2 - 32 600
Amostra 2x 2x 2 - 32 300
EKG 1x 1x 2 2-2000 32 1800
EKG 1x 1x 1x 2 0.1-2000 32 600
EKG 1x 1x 1x 1 10 - 1000 32 120
EKG 1x 1x 1x 1 5-200 32 120
EKG 1x 1x 1x 1 2- 500 32 120

Os registros deste teste foram realizados com diferentes duragdes

utilizando 32 canais a uma frequéncia de amostragem de 2kHz, com o objetivo

de verificar a integridade e o tamanho dos arquivos salvos. A descrigao de

cada configuragéo testada esta mostrada na Tabela 4, sob o rétulo “Amostra”.

Ainda, foi utilizada a aba de configuracbes avancadas da interface para

configurar um temporizador que finalizou automaticamente cada registro. Por

fim, para garantir ainda mais a confiabilidade dos dados, desenvolveu-se um

coédigo de verificagdo, com o objetivo de monitorar perdas de amostras e

detectar inconsisténcias no padrao da onda dente de serra, por meio do calculo
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da correlagdo de Spearman entre o sinal registrado e a propria simulagao

esperada.

3.5. Registro bioelétrico e validacado do headstage adaptado

RHD2000 utilizando o micromap

Com o objetivo de comparar a qualidade de sinais obtidos pelo sistema
MicroMAP em relacdo a registros feitos pelo Open Ephys, executou-se um
protocolo de eletrocardiograma (EKG), que foi conduzido em um rato Wistar
macho com aproximadamente 280 g. Os procedimentos foram aprovados pelo
Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Minas Gerais
(CEUA-UFMG: 57/2025) e seguiram as diretrizes estabelecidas pelo Conselho
Nacional de Controle de Experimentagcdo Animal (CONCEA), conforme a
legislagao federal brasileira vigente.

O protocolo de EKG foi escolhido devido a natureza estereotipada do
sinal cardiaco e pela possibilidade de se adquirir simultdneamente o mesmo
sinal em ambos os sistemas de registro, como mostrado pela Figura 29A, que
ilustra o arranjo experimental. O rato foi anestesiado por via intraperitoneal com
uma solugao de uretana a 28%, na dose de 0,01 mL/g, e posicionado em
decubito dorsal dentro de uma caixa acrilica de 30 mm x 30 mm x 30 mm,
inserida em uma gaiola de Faraday.

O animal foi conectado a dois headstages equipados com Intan
RHD2132: um vinculado ao sistema Open Ephys e outro ao MicroMAP,
conforme mostrado a direita na Figura 29A. Trés agulhas G30 foram inseridas
no tecido subcutaneo do animal para garantir o contato adequado para o
registro do EKG. Em sistema de aquisigao, fios soldados a garras tipo jacaré
foram ligados a uma PCB compativel com os conectores SMD/FPC do
headstage, o qual, por sua vez, foi conectado ao respectivo equipamento de
gravacgao.

Dezesseis canais foram interligados a um unico eletrodo enquanto os
outros dezesseis foram deixados abertos. Ja os canais de referéncia e
aterramento foram conectados aos dois eletrodos remanescentes, conforme
apresentado na Figura 29A. Para validar multiplas configuragdes do MicroMAP,

foram realizados quatro registros distintos de EKG, conforme detalhado na
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Tabela 4 sob a etiqueta “EKG”. Cada configuragdo variou parametros de
registro, incluindo o dispositivo utilizado para a execugdao da GUI (um
computador pessoal com processador Intel i5-1135G7 e 8 GB de RAM ou um
Raspberry Pi Modelo 3B+), a frequéncia de amostragem, a largura de banda do
filtro do ADC e a duragao da gravagao.

Apds a fase de aquisicdo dos sinais eletrofisiologicos, os dados
passaram pela mesma rotina de analise. Primeiramente, foram filtrados por
filtros de rejeicdo de faixa em 60 Hz e 120 Hz e, posteriormente, por um filtro
passa-faixa de 1 Hz a 300 Hz. Em seguida, as gravag¢des do MicroMAP e do
Open Ephys foram sincronizadas por meio de correspondéncia de padroes,
implementado com a biblioteca STUMPY (Law, 2019). Uma vez que os sinais
foram devidamente alinhados, calculou-se os coeficientes de correlacdo de
Pearson entre os canais validos.

A integridade dos dados do sistema MicroMAP foi avaliada pela
comparagao entre o tamanho de arquivo efetivamente armazenado, em bytes,
e o tamanho esperado, calculado com base na duracdo da aquisicdo, no
numero de canais e na frequéncia de amostragem. Também foi identificado o

numero de amostras perdidas.

3.6. VALIDACAO DA COMPATIBILIDADE DO HEADSTAGE
ADAPTADO PARA O ADS1298
Para validar o headstage equipado com chipsets ADS e selecionar os
componentes eletronicos apropriados, uma versao de teste do circuito foi
projetada ampliando o layout do circuito impresso original e transferindo-o para
uma placa de circuito impresso (PCIl) de face simples, como mostrado na
Figura 30A.

Tabela 5 - Configuragéo de capacitores e resistores do ADS1298 (design disponivel no GitHub).

Qnt. Capacitancia Qnt. Capacitancia
1 100pF 1 10uF
1 1nF 1 33uF
5 0.1uF Qnt. Resisténcia
6 1uF 2 1MQ

ApoOs a determinacdo dos valores ideais de resistores e capacitores,

conforme a Tabela 5 o headstage adaptado do ADS1298 foi validado por meio
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de seus sinais internos de teste, sob duas configuragbes predefinidas: ondas
quadradas de 1 Hz e 2 Hz, com amplitude de 6,6 mV pico a pico, geradas com
alimentagao de 5 V e ganho de 12 vezes. A configuracao foi definida por meio
dos registradores 1 e 2 do ADC, e a aquisicdo de dados foi realizada com

frequéncia de amostragem de 2 kHz.

3.7. Documentacgao

O repositério no GitHub fornece controle de versao e hospeda o
cédigo-fonte. Além disso, a documentagao detalhada do sistema foi elaborada
com a biblioteca Sphinx e esta disponivel na plataforma Read the Docs, com o
objetivo de ampliar a acessibilidade e oferecer suporte a construgédo e
utilizacdo do MicroMAP.

3.8. Disponibilidade dos dados
Os codigos, modelos 3D, projetos de PCBs e a documentagdo que

foram apresentados neste trabalho estao disponiveis em:

https://github.com/nnc-ufmag/micromap.



https://github.com/nnc-ufmg/micromap
https://github.com/nnc-ufmg/micromap
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4, RESULTADOS

A Figura 29B apresenta o registro valido de EKG em 16 canais adquirido
com o MicroMAP. O sinal exibe a morfologia esperada do tragcado
eletrocardiografico em um par de eletrodos, com amplitude aproximada de 1
mV e frequéncia em torno de sete batimentos por segundo (420 bpm) (Silver et
al.,, 2021). A Figura 29C mostra uma comparagao direta entre um sinal
adquirido com os dois sistemas, Open Ephys em cinza e MicroMAP em
vermelho. Além da semelhanga visual evidente, o coeficiente médio de
correlagdo de Spearman entre todos os canais registrados pelos dois sistemas
foi de 0,944 + 0,055 para as gravagdes realizadas com o Raspberry Pi, e de

0,975 £ 0,023 para aquelas realizadas com um computador.
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Figura 29 - Resultados experimentais utilizando o RHD2000.

(A) Visao geral do protocolo de EKG. (B) Eletrocardiograma de 16 canais registrados pelo MicroMAP. Os
canais foram interligados (curto-circuito) para garantir que o sinal seja idéntico em todos os canais. A
figura demonstra a capacidade de registro precisa dos 16 canais, e o painel apresenta uma visualizagéo
ampliada dos sinais. (C) Comparagao entre o EKG registrado pelo MicroMAP (acima) e pelo Open Ephys
(abaixo). (D) Relagdo entre os tamanhos de arquivo estimado e efetivamente armazenados pelo
MicroMAP.

Importante destacar que nenhum pacote foi perdido durante a aquisicao;
no entanto, foi observado um desvio de clock entre o FPGA do Open Ephys e o
Arduino Due, estimado em (3,48 + 0,573) x 10° amostra por amostra. Esse
desvio corresponde, por exemplo, a um atraso de 39 amostras ao longo de

uma gravagao de 10 minutos com taxa de amostragem de 2 kHz. Os valores de
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correlagdo relatados acima consideram essa discrepancia de amostragem

entre os sistemas.
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Figura 30 - Validagdo do headstage e da aquisi¢cao de sinais de chipsets ADS1298.

(A) Projeto da placa breadboard do ADS1298 para testes do conversor ADC com o sistema MicroMAP. (B)
Onda quadrada de 1 Hz registrada com taxa de amostragem de 2 kHz. (C) Onda quadrada de 2 Hz
registrada com taxa de amostragem de 2 kHz. (D) Aquisigdo do sinal do ADS1298 por meio da interface
grafica do MicroMAP. (E) Sinal de teste de 1 Hz observado em todos os canais registrados, com

amostragem a 2 kHz.

Em todos os experimentos realizados com o MicroMAP e o Intan
RHD2132, foi obtido um coeficiente de correlacdo de Pearson igual a 1,0 entre
o tamanho de arquivo estimado e o tamanho real, conforme mostrado na
Figura 29D. Os achados confirmam que a taxa de amostragem € precisa e que
o MicroMAP é capaz de registrar os dados sem perda significativa de amostras.
Esse resultado foi reforgcado pela analise do contador de pacotes presente nos

cabecalhos de cada amostra, revelando que durante a aquisigdo dos sinais
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dente de serra simulados pelo Arduino, apenas 8 amostras foram perdidas
dentre as 32.401.699 registradas em todas as aquisigoes.

Para cada perda detectada, o algoritmo de leitura do MicroMAP substitui
automaticamente o valor ausente pela amostra anterior, preservando a
precisdo temporal. Como a correlagdo de Pearson com o sinal dente de serra
esperado permaneceu em 1,0, para todas as gravagdes, essa corregao nao
teve impacto mensuravel na integridade dos dados.

Por fim, o sinal quadrado de teste, emitido pelo chipset ADS1298 e
registrado pelo MicroMAP, apresentou o comportamento esperado, confirmado
pela precisdo da frequéncia de pico nas configuragbes de 1 Hz e 2 Hz. Os
sinais também exibiram a amplitude esperada de 3,3 V com ganho configurado
em 12x, conforme mostrado na Figura 30B e 30C. Além disso, a Figura 30D
expde o funcionamento da interface grafica durante a aquisicdo de sinais,
enquanto a Figura 30E apresenta, com escala, os dados registrados em todos

oS canais.
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5. DISCUSSAO

A criagdo de um sistema de aquisicdo de registro eletrofisioldgico
portatil, financeiramente viavel e versatil exige uma capacidade inovadora para
superar obstaculos como a adaptacao de hardware, a comunicagao entre
sistemas, o design de software intuitivo e a abordagem de limitagcdes inerentes
ao processo de simplificacao (Siegle et al., 2017; Uktveris & Jusas, 2018). Para
o MicroMAP, o interesse em registros de LFP para estudar a integragdo de
longo alcance e protocolos longitudinais, guiou o desenvolvimento criativo para
mediar o comando e controle da aquisicdo de dados realizada pelos ADCs
RHD ou ADS.

Foi necessario também criar e alterar metodologias para além do proprio
sistema de aquisicdo. Portanto, a plataforma para a construgcédo de implantes de
eletrodos, bem como o desenvolvimento de headstages adaptados para ambos
os ADCs, forneceram, junto com o MicroMAP, a possibilidade de se produzir
todos os componentes importantes ao estudo de LFP em multiplas regides
cerebrais. Desta forma, todo o processo de elaboragao experimental pode ser
contemplado de maneira financeiramente viavel.

Estudos baseados na visdo tradicional da funcdo cerebral, que
enfatizam uma arquitetura modular onde regides cerebrais especificas sao
responsaveis por fungdes cognitivas discretas (ou seja, anatomia funcional),
ndo conseguem explicar totalmente a flexibilidade, a integracdo e as
propriedades emergentes de processos cerebrais de ordem superior, como
consciéncia, memoria, tomada de decisao e regulacdo emocional (Bertolero et
al., 2015; Hackel et al., 2016; Konig et al., 1996).

Essa abordagem tem se baseado fortemente em estudos
comportamentais, no uso de biomarcadores neuronais de atividade, em
protocolos de neuromodulagdo e em outros registros de dados mais
relacionados ao estado do sistema do que a sua dinamica temporal
(Canto-de-Souza & Mattioli, 2016; Josselyn & Tonegawa, 2020; LeDoux, 2003;
McHugh & Tonegawa, 2007). No entanto, avancos recentes destacam a
importancia da dinamica neuronal — ou seja, o tempo, a coordenagao e os

padrdes oscilatorios da atividade neural — na formacéao da integracdo em larga
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escala no processamento de informagdes. Em vez de atuarem como
processadores isolados, as regides cerebrais operam como redes dindmicas
cujos papéis funcionais emergem de suas interagdes dependentes do contexto
(Basu et al., 2016; Buzsaki, 2005; Buzsaki & Tingley, 2018; Cota et al., 2023;
Stepan et al., 2012).

Este trabalho oferece uma solugcédo de baixo custo implementavel para
registros eletrofisioldgicos de multiplas regidbes em uma escala de tempo
compativel com a integragdo da dinamica neural com o comportamento. Em
sua esséncia, o MicroMAP pode beneficiar varios laboratérios de biologia
experimental, permitindo o registro de dados temporalmente coordenados,
ritmos oscilatérios e a avaliagdo da atividade sincronizada entre populagdes
neurais espacialmente distantes, permitindo a ligacdo, roteamento e filtragem
de informacgdes. Por exemplo, as interagdes hipocampo-corticais durante a
consolidacdo da memodria, ou o papel do coértex pré-frontal na fungcédo executiva,
dependem criticamente das relagdes de fase e da sincronia da atividade neural
e nao apenas de quais areas estdo conectadas (Dahal et al., 2023; Garcia et
al., 2025; Reinhart, 2022).

Em suma, a compreensao da cogni¢cado de alto nivel requer ir além de
"onde" as coisas acontecem no cérebro, e avancar para "quando" e "como"
elas acontecem — uma mudanga da arquitetura estatica para a computacao
dindmica. Os registros eletrofisiologicos realizados simultdneamente em
multiplas areas estdo no centro da abordagem desse problema, e o MicroMAP
visa introduzir essa técnica no arsenal de laboratério, de forma tdo econdémica,
simples e viavel quanto possivel.

Os resultados das aquisi¢des de EKG e dos registros de sinais de teste
demonstraram que o MicroMAP pbéde se comunicar de forma eficaz com os
ADCs Intan RHD2132 e ADS1298, e por consequéncia, com demais chipsets
da mesma familia. Além disso, foi aprovada a capacidade do sistema em
manter uma frequéncia de amostragem consistente, comparavel a outros
sistemas comerciais. Também foi validada a interface grafica do usuario,
confirmando que as configuragdes feitas pelo experimentador sao corretamente
transmitidas e que o armazenamento de dados é compativel com o numero de
amostras recebidas via comunicagao serial. Juntos, esses resultados servem

como ensaios de uma analise comparativa para avaliar a confiabilidade,
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qualidade e outras caracteristicas comumente abordadas por outros sistemas
eletrofisiolégicos.

No contexto do estudo das epilepsias, os LFPs sao altamente
empregados tanto em modelos animais quanto em humanos, seja por
medi¢des adquiridas pelo EEG de escalpo ou por iEEG (Buzséki et al., 2012;
Paz & Huguenard, 2015; Stead et al., 2010). Este trabalho apresentou, no
Capitulo |, experimentos direcionados a elucidacdo da dindmica ictogénica
através de registros realizados por multiplos eletrodos em multiplas regides. O
MicroMAP seria totalmente capaz de realizar os mesmo registros, entretanto,
nao € esta a unica aplicacao do sistema relacionado ao tema.

Apesar de sua estimada importancia, estudos relacionados a janela que
compreende o status epilepticus estdo restritos a uma fase inicial e aguda da
epilepsia e n&o abrangem o processo epileptogénico. Para tanto, seria
necessario uma investigagao longitudinal, com duragéo prolongada o suficiente
para o registro das modificacdes ocorridas durante o desenvolvimento da
epilepsia no cérebro. E nesse cenario que solugdes miniaturizadas de baixo
custo, como MicroMAP, podem ter um papel fundamental na viabilizacdo do
desenho experimental.

No modelo de acido cainico, por exemplo, a epileptogénese ocorre em
uma janela de aproximadamente 21 dias até o surgimento das primeiras crises
espontaneas e recorrentes (Lévesque & Avoli, 2013; Rusina et al., 2021). E
nesse periodo que modificagbes importantes acontecem nas circuitarias
encefalicas, tornando  patolégico um cérebro antes saudavel.
Consequentemente, este estagio da doenca fornece um alvo terapéutico
interessante, tanto para intervengdes farmacoldgicas, quanto para o
desenvolvimento de técnicas de modulagcéo neural, com o objetivo de suprimir
ou reduzir os efeitos e a progressao da patologia (Pitkdnen & Lukasiuk, 2011).

Para além da janela de desenvolvimento da epilepsia, € notavel a
importancia de estudos relacionados aos processos ictais espontaneos e
recorrentes (Krook-Magnuson et al., 2015). Uma melhor compreensao da
dindmica que os antecede pode ser crucial na aplicagdo de técnicas de
circuitos de malha fechada que visam interromper ou atenuar a progressao ictal
(Krook-Magnuson et al., 2013; Stieve et al., 2023). Tais métodos podem ter um

papel fundamental na melhoria da qualidade de vida de pacientes,



152

principalmente aqueles farmacorresistentes, e também na diminuigdo dos
efeitos colaterais progressivos decorrentes das crises epilépticas.

Portanto, € de se imaginar que pesquisadores podem se beneficiar de
registros de LFPs continuos em protocolos de longa duragéo para o estudo dos
processos epileptogénicos e ictogénicos. Entretanto, desenhos experimentais
longitudinais dessa natureza, geralmente tendem a ser onerosos e, até mesmo,
fisicamente inviaveis, dado o tamanho de alguns sistemas comerciais de
aquisicao digital de sinais, principalmente aqueles mais tradicionais.

Neste contexto, o MicroMAP pode vir a ser uma poderosa ferramenta.
Como cada sistema pode ser construido pelos proprios laboratérios, com pecas
em abundancia no mercado a um preco factivel, existe uma facilitagcdo em
termos da obtencdo de multiplos aparelhos de aquisicdo. Além disso, a
miniaturizacdo dos componentes utilizados, aliados a capacidade de
transmissao e espelhamento de tela fornecida pelos Raspberry Pi, oferecem a
possibilidade da alocagao de multiplos sistemas em paralelo em um espaco
fisico reduzido. Isso porque cada sistema pode ser anexado individualmente
acima de cada gaiola de experimentagao.

Além disso, as entradas e saidas de propdsito geral tanto do Arduino
como do Raspberry Pi representam uma perspectiva interessante a aplicagdes
que exigem nao somente o registo do LFP, mas também a sincronizagao de
varios elementos como cémeras, estimuladores, aparelho de optogenética,
entre outros. Ainda, a capacidade de processamento de ambos os
componentes também fornece um arcabougo para tratamento de dados in loco,
extremamente necessario a implementacao de circuitos de malha fechada.

Entretanto, seguindo as praticas de engenharia de software, o
aprimoramento do MicroMAP dependera das experiéncias dos usuarios e das
necessidades experimentais. A estrutura de codigo aberto do MicroMAP
estimula sua escalabilidade ao atrair colaboradores para aprimorar a redugao
de custos, a inovagao, aplicagcdes personalizadas, processamento de sinal em
tempo real, compartihamento remoto de dados e integragcdo de diferentes
sistemas de aquisicdo (ou seja, video/comportamento, temperatura,
desempenho de tarefas e outras variaveis fisiologicas). Essa abordagem
garante o desenvolvimento continuo em resposta as solicitagbes externas e

incorpora adaptacdes feitas por terceiros via GitHub.
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6. CONCLUSAO

Este trabalho apresenta o MicroMAP como uma solugao de baixo custo,
escalavel e de cédigo aberto para registros eletrofisiolégicos, permitindo a
aquisicdo, o gerenciamento e o armazenamento de dados neurais continuos
em multiplas regides cerebrais com infraestrutura minima. Experimentos de
validagcédo confirmaram que o MicroMAP mantém a frequéncia de amostragem
e a integridade dos dados, alcangando um desempenho comparavel a sistemas
comerciais estabelecidos, ao mesmo tempo em que permite a utilizacdo de
duas plataformas de ADC, RHD2000 e ADS129x. Ao combinar flexibilidade,
acessibilidade e um modelo de desenvolvimento impulsionado pela
comunidade, o MicroMAP oferece uma plataforma poderosa para expandir o
estudo da dindmica neural temporal e da integracao de redes de longo alcance

na neurociéncia de sistemas.
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CAPITULO Il

CircadiPy: Conjunto de Ferramentas de
Caodigo Aberto para Analise de Séries

Temporais Ritmicas
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

A Cronobiologia € o campo cientifico dedicado a investigacao da
periodicidade em varios processos biolégicos e comportamentais, com foco
particular no ciclo circadiano. Este ciclo, um ritmo interno que se repete
aproximadamente a cada 24 horas, desempenha um papel crucial na
sincronizagdo dos organismos, permitindo a sua antecipagao diaria imposta
pelas demandas ambientais (Duffy & Dijk, 2002; Edgar et al., 1993; Moore-Ede
et al., 1982).

O nucleo supraquiasmatico (SCN, do inglés suprachiasmatic nucleus) do
hipotalamo é considerado o marca-passo circadiano mestre em mamiferos
(Colwell & Foster, 1992; Meijer & Rietveld, 1989) e os neurdnios que o compde
exibem um ciclo de atividade intrinseco de aproximadamente 24 horas,
coordenando e sincronizando varios ritmos fisiolégicos no corpo. Essas
oscilagdes, ou reldgios circadianos, s&o geradas por algas de retroalimentacao
transcricional-translacional autorreguladoras dos chamados genes do reldgio.
Embora, a expressao ritmica dos genes do relégio tenha sido descrita em
praticamente todos os tipos de células, incluindo aquelas fora do SCN,
caracterizadas como reldgios periféricos (Dardente et al., 2007).

O relogio circadiano regula uma variedade de processos cruciais,
incluindo o metabolismo, a regulacdo da temperatura corporal, a atividade
motora e o ciclo sono-vigilia (Borbély et al., 1980; Huang et al., 2011). A
perturbacao desse delicado equilibrio pode levar a graves consequéncias para
a saude. Pesquisas tém demonstrado que disturbios no relégio circadiano
estdo fortemente ligados a um risco aumentado de doengas cardiovasculares
(Bray et al., 2008; Chellappa et al., 2019; Peliciari-Garcia et al., 2016; Thosar et
al.,, 2018; Young et al.,, 2014), disturbios imunes (Shimba & lkuta, 2020;
Shivshankar et al., 2020) e alteragdes nos padrdes metabdlicos e hormonais
frequentemente observados em condi¢des como obesidade e diabetes (Pan et
al., 2020; Serin & Acar Tek, 2019; Stenvers et al., 2019).

Para estudar e analisar os ritmos circadianos, frequentemente
examina-se séries temporais de dados correlacionados, incluindo expressao
génica, atividade neuronal, temperatura corporal e atividade motora. Os

pesquisadores dispdem de uma vasta gama de ferramentas para extrair
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parametros que podem indicar um padrao ritmico oscilatério que influencia os
dados. Esses métodos variam desde a inspecdo visual basica de séries
temporais até técnicas mais objetivas e avangadas. Uma abordagem
particularmente 0til para uma analise precisa envolve a parametrizacdo de
modelos de cosseno, que permite quantificar a periodicidade subjacente e pode
fornecer uma medida de confianga associada a cada parametro.

Neste contexto, este trabalho apresenta uma biblioteca especializada
chamada CircadiPy (Carvalho-Moreira et al., 2024), que oferece uma coleg&o
abrangente de ferramentas e métodos poderosos para a analise
cronobiolégica. Como um kit de ferramentas de acesso aberto, ela permite que
0s pesquisadores realizem analises e interpretagdes aprofundadas de dados
cronobiolégicos. O objetivo principal da CircadiPy € fornecer um conjunto de
funcdes eficaz e de facil utilizagcado para a analise de varios tipos de dados de
séries temporais. Isso facilta a extracdo automatizada de paradmetros
comumente utilizados em estudos de cronobiologia.

Portanto, o CircadiPy oferece um conjunto abrangente de recursos que
permite a exploracdo detalhada das complexidades da biologia circadiana e
auxilia no avango da compreensdo sobre como 0s processos biolégicos séo
influenciados por ritmos internos. A biblioteca simplifica o processo de
descoberta de percepgdes valiosas sobre as interagdes complexas entre os
sistemas biologicos e o reldgio circadiano, potencialmente abrindo caminho

para novas intervengdes terapéuticas e melhores resultados em saude.
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2, OBJETIVO

21. Geral

Desenvolver e validar uma biblioteca especializada em Python,
denominada CircadiPy, que oferece um conjunto abrangente de ferramentas
computacionais para analise cronobioldgica de séries temporais, permitindo a
extracdo automatizada de parametros ritmicos e a visualizacdo de dados

circadianos de forma acessivel e eficiente para a comunidade cientifica.

2.2. Especifico

Os objetivos especificos sao:

e Implementar um sistema modular que permita o processamento
completo de dados cronobioldgicos em uma unica rotina integrada.

e Desenvolver funcionalidades de importacdo compativeis com diferentes
formatos de dados experimentais, incluindo arquivos genéricos em
formato ASCII, dados de telemetria (VitalView/ER4000) e sistemas de
gaiolas inteligentes (IntelliCages).

e Integrar métodos de parametrizacdo baseados no modelo Cosinor para
extragdo de parametros ritmicos. Além, de analises ndo paramétricas
complementares para séries temporais que nao se ajustam
adequadamente a fungdes senoidais.

e Criar ferramentas de Vvisualizacdo especializadas para dados
cronobioldgicos, incluindo actogramas, periodogramas, entre outros.

e Validar a precisao e confiabilidade da biblioteca através de comparacoes
com métodos estabelecidos (JTK, Lomb-Scargle), dados simulados com
valores de referéncia conhecidos e aplicacdo em experimentos reais de
longa duragao.

e Desenvolver documentagcdo completa e exemplos praticos que facilitem
a adogao da ferramenta pela comunidade cientifica, incluindo tutoriais

em Jupyter Notebooks e disponibilizagao via repositérios publicos.
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e Estabelecer uma plataforma open-source que permita contribuicbes da
comunidade cientifica para expansao continua das funcionalidades e

meétodos de analise cronobioldgica.
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3. METODOLOGIA

3.1. Implementacao

O conjunto de ferramentas proposto pelo CircadiPy é composto por trés
modulos principais: (1) leitura de dados (nomeado chrono_reader), (2) analise
(chrono_rhythm) e (3) visualizagao de resultados (chrono_plotter). Toda a
estrutura do cédigo é construida em torno de um objeto Python que atua como
um contéiner de um determinado protocolo experimental, armazenando todas
as informacdes necessarias para a manipulacido dos dados e a aplicacado de
diferentes tipos de analises. Uma visao geral das rotinas e funcionalidades da
biblioteca esta apresentada pela Figura 31A.

Na maioria dos experimentos cronobiologicos, especialmente aqueles
que envolvem avaliagbes de longo prazo (Ameen et al., 2022), os
pesquisadores costumam trabalhar com diferentes periodos nos quais as
condigdes experimentais podem variar, por exemplo: (a) uma fase de
habituacdo - com condigdes ambientais ciclicas normais (claro-escuro,
temperatura, etc.); (b) alteragdes nos estimulos ambientais (claro-claro,
escuro-escuro, alimentagdo com tempo restrito, estimulos sensoriais, etc.); (c)
periodos sob efeitos farmacoldgicos; (d) periodos pds-intervencgdes cirurgicas;
(e) intervencdes metabdlicas, entre outros. Assim, para avaliar o efeito de cada
condigdo experimental na ritmicidade dos parédmetros ao longo dessas fases,
os intervalos da série temporal de dados podem ser rotulados de forma
correspondente. O médulo (1), de leitura de dados, permite ao usuario atribuir
esses rotulos a cada estagio do experimento, o que, por sua vez, facilita a
divisdo da série temporal continua em secdes independentes que podem ser
analisadas e comparadas de forma distinta, conforme mostrado pela Figura
31B.

O algoritmo presente no modulo chrono_reader, contempla basicamente
a classe read protocol, que é responsavel por instanciar objetos que
encapsulam o conjunto de dados experimentais como uma série temporal
continua, organizando-a em estagios. Para tal, sdo necessarios trés
parametros principais: (a) um diretorio de arquivos indicando a localizagao do

arquivo de dados; (b) o Zeitgeber Time (ZT) como referéncia temporal; e (c) um
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dicionario Python contendo informagbes cruciais sobre os estagios do
protocolo. O ultimo inclui detalhes como a duragéo de cada estagio, seu rétulo

correspondente e o tipo de ciclo claro:escuro.

N

M ! 1
 intellicage_unwrapper . concat_protocols <

Stages labels (e.g. 'control’, '2') Oth;LPYth"“
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Figura 31 - Estrutura da biblioteca CircadiPy, figura retirada de Carvalho-Moreira (2024).

(A) O fluxograma ilustra a sequéncia légica de execugdo das rotinas da biblioteca CircadiPy. As caixas
indicadas com o numero 1 na parte superior representam as fungdes do modulo chrono_reader, enquanto
as caixas com o numero 2 correspondem as fungbes do moédulo chrono_rhythm. As fungdes marcadas
com o numero 3 pertencem ao médulo chrono_plotter, e aquelas com o numero 4 estio relacionadas a
modificagdo dos atributos do objeto que contém os dados. Ainda, as fungdes que geram figuras como
saida estdo indicadas com um icone de grafico, enquanto as parametrizacdes exportadas estdo
marcadas com o ndmero 5 e um icone de planilha (formato CSV). (B) O protocolo experimental pode ser
dividido em estagios, de acordo com a estrutura do experimento. Para cada estagio, as fungdes de
modelagem podem ser aplicadas de forma independente. (C) A figura superior mostra as trés primeiras
linhas de um arquivo texto no formato genérico exigido para correta importagdo dos dados. A figura
inferior apresenta os mesmos dados apds aplicagdo da fungdo read_protocol, que realiza a leitura e

organizagéo do conteudo. (D) Exemplo das principais colunas da saida gerada pela func¢éo fit_cosinor.
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E de se notar, que o tipo de ciclo luminoso desempenha um papel
fundamental em estudos cronobiolégicos, pois define as condicbes de
iluminagdo durante o experimento, sendo a luz o principal sincronizador do
reldgio circadiano. Os quatro protocolos fotoperiddicos possiveis séo: (a)
claro-claro (LL, do inglés Light-Light, ou luz constante); (b) escuro-claro (DL, do
inglés Dark-Light); (c) claro-escuro (LD, do inglés Light-Dark); ou (d)
escuro-escuro (DD, do inglés Dark-Dark, ou escuriddo constante). Essas
especificagées, bem como as demais incluidas no dicionario Python citado
acima, sao essenciais para uma interpretagcdo e analise corretas dos dados,
pois fornecem informagdes sobre como as fases de luz e escuriddao impactam
os ritmos biolégicos em estudo.

Portanto, a classe read protocol gera um objeto Python principal,
vinculado a um determinado protocolo experimental. No processo de instancia,
a partir dos dados fornecidos pelos parametros, uma tabela é criada como
atributo, conforme exemplificado pela Figura 31C. As informagdes organizadas
nessa tabela incluem a data, unidades de tempo, rétulos dos estagios do
protocolo, tipo de ciclo, uma etiqueta booleana (verdadeiro ou falso) indicando
se o0 ponto temporal corresponde a um periodo de escuriddo, e os valores do
parametro em analise, como atividade locomotora, temperatura ou expressao
génica. O objeto criado sera utilizado como entrada para todas as analises
subsequentes disponiveis na biblioteca.

Para importar dados genéricos, € necessario um arquivo texto em
formato ASCII ndo delimitado (formato .ASC), contendo um valor amostrado
uniformemente por linha no padrdgo dd/mm/aa,HH:MM:SS,VV.VV. Os
componentes de cada amostra sdo: “d” para dia, “m” para més, “a” para ano,
“H” para hora, “M” para minuto, “S” para segundo, e “V” para o valor da
amostra, com casas decimais separadas por ponto — note que, apenas “V”
pode conter valores decimais com multiplas casas (ex.: 147.36, 42.8, 1.987)
—. Em muitos casos, apenas a hora esta disponivel, sendo necessario definir
uma data arbitraria do experimento para obedecer ao formato (Figura 31C).
Caso o dispositivo de aquisigdo ndo possua uma opgao para exportar dados
em formato de texto (formato .TXT), € possivel adaptar fungdes para realizar

essa conversao, para isso, o Python oferece um amplo repertdrio de solugdes.
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Como exemplo dessa conversdao, a biblioteca possui rotinas
implementadas para ler arquivos de duas fontes comerciais especificas: as
gaiolas inteligentes IntelliCages (TSE-Systems) e os aparelhos de telemetria
VitalView com placas ER4000 Energizer/Receiver. Neste ultimo caso, uma
funcdo decodifica o arquivo de texto gerado pelo sistema de forma similar ao
processo de leitura de arquivos genéricos. Para os dados provenientes de
IntelliCages, o processo envolve trés etapas iniciais realizadas pela fungao
intellicage_unwrapper. (a) uso da biblioteca PyMice (Dzik et al., 2018) para
extrair dados do arquivo compactado (formato .RAR) em formato proprietario;
(b) transformacdo dos dados com amostragem irregular em uma tabela com
frequéncia de amostragem fixa; (c) armazenamento de arquivos texto contendo
0 numero de visitas aos cantos da gaiola por intervalo de tempo. Apds essa
etapa, os dados de cada animal podem ser importados pela classe de leitura
usando uma funcdo de decodificagdo semelhante a apresentada para casos
genéricos.

O CircadiPy permite também a concatenac¢ao de objetos de protocolo.
Essa funcionalidade facilita a leitura de dados provenientes de arquivos
separados, especialmente em protocolos de longa duragdo, nos quais €&
comum dividir os registros em multiplos arquivos. Além disso, o design da
biblioteca prevé expansao e flexibilidade e, como parte do esfor¢o de iniciativas
open-source, funcdes adicionais de leitura de dados podem ser criadas e
incorporadas, desde que sejam capazes de transformar os sinais de entrada
em uma tabela compativel com o padrao estabelecido, conforme, novamente, a
Figura 31C.

Outro recurso essencial do CircadiPy é sua capacidade de identificar e
lidar com dados ausentes na série temporal, representando as lacunas com
simbolos ndo numéricos (valores NaN, do inglés Not-a-Number). Quando
desejado, a biblioteca pode preencher esses valores utilizando a média das
medi¢des adjacentes sem comprometer os deslocamentos de fase circadiana,
importantes nas analises cronobiolégicas.

Em Python, assim como em outras linguagens orientadas a objetos, um
objeto € uma instdncia de uma classe que possui tanto atributos (dados
associados aos objetos instanciados) quanto métodos (fungbes associadas a

classe que processam os atributos). O objeto da classe read_protocol possui
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métodos que permitem processar a seérie temporal bruta para gerar um
conjunto de dados mais adequado para extragao de parametros, como por
exemplo: (a) reamostragem do sinal (funcdo resample); (b) média mével; (c)
filtro de Savitzky-Golay (fungao apply filter); e (d) normalizagdo dos dados
(funcdo normalize _data), que pode ser feita pelo método min-max ou pelo
z-score. Além disso, outras fungdes mais basicas permitem recortes
especificos por dia ou exclusao de dias indesejados e artefatos.

ApoOs a importagdo adequada dos dados para o objeto Python, o modulo
(2), de analise, pode ser aplicado a série temporal, como mostrado pelo
esquema apresentado na Figura 31A. Esse moddulo é responsavel pela
parametrizagdo de modelos cossenoidais utilizando o método cosinor (Halberg
et al., 1967), implementado pela biblioteca CosinorPy (Moskon, 2020). O
CircadiPy atua como ponte nesse processo, garantindo a configuragéao correta
e passando os dados para a funcdo de parametrizacdo do modelo. Essa
abordagem permite estimar parametros como o periodo, a acrofase (momento
de pico da curva senoidal), o mesor (linha média estimada do ritmo) e a
amplitude (diferenca entre 0 mesor e o pico da curva cossenoidal). Esses
valores sdo validados estatisticamente para melhor ajustar a série temporal,
fornecendo informacgbes valiosas sobre os ritmos bioldgicos subjacentes
(Vitaterna et al., 2001).

A modelagem pode ocorrer de trés formas distintas: (a) parametrizagao
do modelo cosinor para cada estagio utilizando todos os dados do estagio
(fit_cosinor); (b) parametrizagdo diaria utilizando o melhor periodo ajustado
previamente  (fit_cosinor_fixed period); e (c) parametrizagao diaria
desconsiderando os estagios (fit_cosinor_per_day). Nesta ultima, € possivel
aplicar uma janela deslizante para o calculo dos parametros (ex.: se for
selecionada uma janela de 3 dias, os modelos serdao calculados para os dias
1-3, 2-4 e assim por diante).

Para cada uma dessas modalidades, € gerada uma tabela contendo os
parametros analisados por dia, estagio rotulado ou janela de dias. Essa tabela
€ derivada da resposta proveniente do CosinorPy e inclui: periodo (definido
pelo usuario), acrofase em radianos, acrofase referida ao tempo ZT, amplitude,
mesor, valores estatisticos associados e intervalo de confianga. Além disso,

uma coluna booleana (1 para modelos estatisticamente significativos, 0 caso
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contrario) indica quando todos os p-valores sdo menores que 0,05 e a
amplitude estimada € maior que 0,01. Um exemplo de saida com varias dessas
colunas pode ser visto na Figura 31D.

Além do método Cosinor, o médulo de analise também contempla outras
abordagens para extragdo de parametros relevantes. Por exemplo, foi
implementada uma metodologia n&o paramétrica baseada no calculo da
laténcia temporal dos percentis da soma acumulada entre dois pontos
consecutivos de vale (Ekhart et al., 2018). Essa técnica revela aspectos como o
periodo do ciclo circadiano, marcadores de fase e métricas descritivas do
formato de onda do sinal. Tal abordagem permite analisar séries temporais que
nao se ajustam bem a fungdes senoidais, como observado em padrdes
variados de cronotipos dentro de uma mesma linhagem de animais ou em
experimentos com temperatura corporal humana (Ekhart et al., 2018; Pfeffer et
al., 2015; Wicht et al., 2014).

O moddulo (3), de visualizagao, pode ser utilizado em dois momentos
distintos: (a) para uma visualizagdo geral dos dados importados e (b) apds a
parametrizagdo dos modelos anteriormente mencionados. No caso (a), basta o
possuir uma instancia do objeto read protocol para gerar actogramas (em
barras ou mapa de cores), periodogramas (periodograma convencional ou pelo
método de Welch) e graficos da série temporal completa. No caso (c), sao
necessarios tanto a instancia do objeto read_protocol quanto os resultados da
modelagem, possibilitando a criagdo de grafico como: sobreposi¢gdo do modelo
a série temporal, ilustracdo dos parametros do modelo por estagio com periodo
fixo, exibicdo dos parametros por dia, sobreposicdo do modelo calculado para
cada dia aos dados, entre outros. Varios dos graficos citados estédo
posteriormente apresentados na Secgéao 4, pelas Figuras 33, 34 e 35.

Para garantir a reprodutibilidade dos resultados, cada arquivo gerado
pelo CircadiPy é acompanhado por um texto descritivo com o0 mesmo nome,
detalhando as caracteristicas da analise, o pré-processamento realizado e os
parametros utilizados. Além disso, a biblioteca conta com um moddulo de
validacdo que gera e avalia sinais com periodos definidos, permitindo testes
abrangentes das funcionalidades do sistema. Através da funcéo
simulate_protocol, é possivel gerar diversos sinais ciclicos com raz&o

sinal-ruido variaveis e com formato senoidal, quadrado ou em dente-de-serra.
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3.2. Dados obtidos do CircaDB

O CircaDB (Pizarro et al., 2012) € um banco de dados abrangente que
contém milhares de perfis de expresséo génica derivados de diversos tecidos e
espécies. A partir dele, um grupo de amostras de expressao génica, extraidas
do coragao de camundongos, foi selecionado aleatoriamente com o objetivo de
comparar os parametros dos modelos gerados pelo CircadiPy e os métodos
JTK (Hughes et al., 2010) e Lomb-Scargle (Lomb, 1976), disponibilizados pelo
préprio CircaDB. Foram adquiridas cem parametrizacbes para cada método,
sendo mantidas apenas aquelas com periodos circadianos entre 20 e 28 horas.

Os conjuntos de dados foram obtidos em formato CSV (valores
separados por virgula) e continham registros de expressdo génica com
frequéncia de amostragem de 2 horas ao longo de 2 dias, totalizando 24 pontos
de medicdo. Para garantir a uniformidade da analise, ambos os dados foram
convertidos para o padrdo genérico compativel com o CircadiPy e
posteriormente importados para analise. Com o intuito de assegurar a
reprodutibilidade dos resultados, os dados analisados, juntamente com a rotina

utilizada no estudo, estao disponiveis no repositorio do CircadiPy no GitHub.

3.3. Dados simulados pelo CircalnSilica e pelo CircadiPy

CircalnSilica € uma aplicagcdo web desenvolvida para a geragao de
dados sintéticos em biologia genémica (Hughes et al., 2017). A partir dessa
plataforma, foram gerados e baixados 128 conjuntos de dados circadianos
simulados, cada um contendo 48 pontos de dados com frequéncia de
amostragem de 1 hora. Os conjuntos simulados apresentaram periodos
variando de 22 a 26 horas e amplitudes entre 1 e 6 unidades arbitrarias. Esses
resultados foram exportados em formato CSV e, posteriormente, convertidos
para o padrao genérico compativel com o CircadiPy.

Por outro lado, 0 médulo de simulagdo do CircadiPy foi utilizado para
gerar 10 arquivos de dados para cada uma das 3 formas de sinal diferentes
(senoidal, quadrada e dente-de-serra) e para 6 niveis distintos de razéo
sinal-ruido (sem ruido, 0.1 dB, 0.5 dB, 1 dB, 5 dB, 10 dB), totalizando 240
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simulagdes. Cada conjunto de 10 simulagdes foi configurado para conter 2
estagios, rotulados como “1” e “2°, com o numero de dias variando
aleatoriamente entre 3 e 10, e 0 numero de ciclos com periodos entre 22 e 26
horas. Para garantir a reprodutibilidade, a semente do gerador de numeros
aleatdrios foi fixada arbitrariamente em 42. Ainda, um arquivo de descri¢ao foi
salvo para servir como referéncia nas analises comparativas.

Assim como nos demais testes, os dados analisados e as rotinas
utilizadas nos estudos descritos acima estdo disponiveis no repositério do
CircadiPy no GitHub.

3.4. Dados cronobiolégicos adquiridos usando sensores de telemetria e

IntelliCages

Os dados foram coletados utilizando camundongos machos adultos da
linhagem C57BIl/6J, com aproximadamente 8 semanas de idade. Os animais
foram expostos a diferentes protocolos de ciclo claro-escuro (LD): um ciclo de
12:12 horas (12 h de luz: 12 h de escuro, sendo L: 200-300 Lux; D: luz
vermelha fraca durante o manejo, 0,5-1 Lux; inicio da fase clara as 20h, ZTO0)
ou a escuridao constante (DD). Durante todo o experimento, os animais tiveram
acesso irrestrito a comida e a agua. Os protocolos foram aprovados pelo
Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Minas Gerais
(UFMG) sob o parecer CEUA: 170/2021.

Para avaliar a temperatura corporal e a atividade locomotora espontanea
(SLA, do inglés Spontaneous Locomotor Activity) dos animais, foram
implantados sensores de telemetria. Antes da cirurgia, os animais foram
anestesiados com uma combinacao de cloridrato de cetamina (80 mg/Kg, i.p.) e
cloridrato de xilazina (16 mg/Kg, i.p.). Em seguida, os sensores de telemetria
(modelo G2 EMitter, Mini-Mitter Company, Sun River, OR, EUA) foram
implantados na cavidade peritoneal, conforme procedimento previamente
descrito (Fernandes et al., 2021). Apds a implantagcdo, a musculatura e a pele
foram suturadas. Como medida preventiva, os animais receberam o antibiético
cefalexina (34 mg/Kg, via oral), administrado 12 horas antes e imediatamente

apos a cirurgia. Além disso, foi aplicada uma dose do anti-inflamatorio
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analgésico Banamine® (50 mg/ml, Schering-Plough), na concentracéo de 1
mg/Kg de peso corporal.

Cada animal com sensor implantado foi alojado em uma caixa
juntamente com outros quatro camundongos sem implantes, a fim de evitar os
efeitos do isolamento social. A caixa foi posicionada sobre uma placa receptora
ER4000 Energizer/Receiver (Mini-Mitter Company, Sun River, OR, EUA),
conectada em série a um computador com o software de aquisi¢ao de dados
VitalView® Data Acquisition System, versdo 4.0. Os sensores associados a
placa receptora registraram os dados de SLA e temperatura dos animais
implantados em intervalos de um minuto.

O mesmo protocolo fotoperiddico foi utilizado para avaliar a atividade
locomotora dos animais nas gaiolas inteligentes IntelliCages. Para isso, cada
camundongo recebeu um transponder de identificagcdo por radiofrequéncia
subcuténeo, sob anestesia com isoflurano a 1%, permitindo que o sistema
reconhecesse 0 animal e simultaneamente registrasse suas visitas aos
diferentes cantos da caixa. Os camundongos foram alojados nas IntelliCages (n
= 12 animais por caixa), onde permaneceram por 74 dias, sendo os 5 primeiros
dias dedicados a aclimatacdo ao novo ambiente e os demais para avaliacdo da
atividade locomotora sob diferentes protocolos de ciclo claro-escuro. Os dados
das visitas individuais de cada animal aos cantos da caixa com acesso ao
bebedouro foram posteriormente analisados e processados.

Dois animais de cada experimento (ou seja, ER4000/VitalView e
IntelliCage) foram analisados com o CircadiPy, com o objetivo de validar as

funcionalidades da biblioteca aplicadas a experimentos de longa duragao.

3.5. Rotina de analise

A validagdo e os testes do CircadiPy foram realizados de forma
criteriosa utilizando cinco abordagens distintas: (1) conjuntos de dados
simulados gerados pela aplicagdo CircalnSilica foram analisados, e os
resultados foram cuidadosamente comparados com os valores de referéncia
(ground-truth) fornecidos pela biblioteca original, garantindo a precisdo e
confiabilidade dos calculos realizados pelo CircadiPy; (2) para o mesmo

propésito, conjuntos de dados simulados gerados pelo modulo de simulagao do
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CircadiPy foram analisados por meio de modelos Cosinor e uma analise nao
paramétrica (Ekhart et al., 2018), sendo os resultados comparados com os
valores definidos na geragao dos dados; (3) o desempenho do CircadiPy frente
a outros métodos de estimativa de parametros ritmicos foi avaliado por meio da
comparagao dos periodos e fases da expressao génica obtidos a partir dos
métodos JTK e Lomb-Scargle, disponibilizados pelo banco de dados CircaDB;
(4-5) por fim, dados reais obtidos em IntelliCages e com o sistema VitalView
foram analisados, validando a aplicabilidade do CircadiPy em contextos
experimentais reais e demonstrando sua robustez frente a diferentes fontes de
dados.

A rotina utilizada para processar essas cinco abordagens foi estruturada
de forma uniforme. Para cada uma, foi criado um Jupyter® Notebook
(disponivel no repositorio do GitHub), com o objetivo de aumentar a
legibilidade, simplificar o processo e garantir a reprodutibilidade dos passos de
analise, explorando a estrutura do notebook que permite a combinacdo de
blocos de codigo e textos explicativos em MarkDown.

Nas abordagens (1) e (3), o primeiro passo envolveu a aquisigao dos
dados das aplicagdes CircaDB e CircalnSilica, seguido da conversao dos
arquivos CSV obtidos para o formato genérico ASC compativel com o
CircadiPy. Na abordagem (2), foi necessario executar simulagbes com a fungao
simulate_protocol do CircadiPy para cada uma das formas de sinal e niveis de
ruido especificados anteriormente. Todas as rotinas incluiram também blocos
de codigo destinados a definicdo de pastas para leitura dos sinais e
arquivamento dos resultados.

Apds a obtencédo e organizagdo dos dados, foi seguido um fluxo de
trabalho semelhante ao ilustrado na Figura 31A, que compreende as etapas de
importacédo, pré-processamento, ajuste dos modelos Cosinor, extragdo de
parametros da série temporal e visualizagao grafica dos dados e resultados.
Para as abordagens (1) a (3), era essencial compara-las com outros métodos
ou com os valores de referéncia (ground-truth), e por isso foi adicionado um
bloco de cddigo responsavel por realizar essas comparagbes e gerar 0s

graficos correspondentes.
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Tabela 6 - Esquema das etapas de analise empregadas em cada abordagem metodoldgica para testar e

validar as funcionalidades do CircadiPy.

. Método de . .
N Origem Dados Tratamento Figuras Comparagao
modelagem
Arquivo Filtro (média
Circaln Modelos e
- unico para mével de 3 fit_cosinor - Ground-truth
Silica . ) comparagoes
criar objeto amostras)
) . Actogramas,
) fit_cosinor )
Arquivo ] ) ) ) periodogramas,
fit_cosinor_fixed_perio
2 CircadiPy unicopara Na&o se aplica d série temporal, Ground-truth
criar objeto ) ) modelos e
fit_cosinor_per_day -
comparagoes
) Normalizacao
Arquivo JTK and
) o (minmax), filtro ) ) Modelos e
3 CircaDB unico para o fit_cosinor ~ Lomb-Scargle
: . (média movel de comparagodes L
criar objeto estimatives
3 amostras)
) Normalizacao ] )
) Arquivo ) ) fit_cosinor Actogramas,
Intelli . (minmax), filtro ) . . )
Unico para o ] fit_cosinor_fixed_perio  periodogramas e None
Cages ) ] (média movel de
criar objeto d modelos

3 amostras)

Embora o foco tenha sido a comparacdo da analise Cosinor do
CircadiPy com meétodos convencionais, a estrutura da biblioteca permite e
incentiva a integragdo de técnicas mais avangadas, como o BooteJTK
(Hutchison et al., 2018). Nesse sentido, o CircadiPy oferece rotinas de saida
que facilitam a visualizagao justa e abrangente dos resultados com diferentes
estratégias de processamento, fornecendo a base para a melhoria da
estimagdo de parametros em diversas variaveis fisioldgicas com
comportamento oscilatério. As etapas e fungdes aplicadas em cada abordagem
estdo descritas na Tabela 6.

Além disso, como as séries temporais importadas pelo CircadiPy sao
amostradas em intervalos fixos, ao gerar histogramas (como no caso dos
actogramas), pode ocorrer de uma amostra especifica cair em diferentes
intervalos adjacentes, dependendo do inicio da aquisicdo ou da taxa de
amostragem. Para corrigir essa possivel inconsisténcia, foi aplicado um filtro de
média movel de segunda ordem com janela de trés amostras. Esse processo
de filtragem visa corrigir erros, suavizar os dados e remover ruidos. Assim

como na normalizagao, os métodos de filtragem podem ser ajustados por meio



171

dos parametros type, order e window da fungao apply filter. Importante
destacar que, na abordagem (2), nenhum pré-processamento foi utilizado,
permitindo validar a parametrizagcdo do modelo Cosinor sem modificacées nos
dados. Para avaliar as analises n&o paramétricas, estas foram aplicadas a um
conjunto de dados com forma quadrada e raz&o sinal-ruido de 5 dB.

Para validar os resultados obtidos pelo CircadiPy com a fungao
fit_cosinor da CosinorPy, foi realizado um estudo comparativo com base na
média e no desvio padrdo dos erros entre os valores estimados de periodo,
amplitude e/ou acrofase pelo CircadiPy e os valores correspondentes obtidos
por outros métodos ou definidos como ground-truth. Os erros foram calculados
como a diferenca entre os resultados do CircadiPy e os valores de referéncia.
Um valor negativo indica que a estimativa do CircadiPy foi inferior a referéncia;
um valor positivo indica o contrario.

Todas as etapas descritas envolveram a aplicacado direta das fungoes e
métodos dos modulos do CircadiPy. Todos os resultados foram salvos com
nomes informativos, acompanhados de suas respectivas figuras. Além disso,
0s arquivos e rotinas essenciais para a analise das abordagens de (1) a (3)
estdo disponiveis no repositério do CircadiPy no GitHub, permitindo que

usuarios e leitores possam executar o codigo por conta propria.

3.6. Documentacgao

O desenvolvimento do projeto foi gerenciado em um repositério GitHub

(https://github.com/nnc-ufmg/circadipy), que hospeda o cddigo-fonte e suas

versbes. Também foi criada uma documentacdo do sistema

(https://circadipy.readthedocs.io/en/latest/), com o objetivo de divulgar e facilitar

0 acesso ao software. Para isso, foi utilizada a biblioteca Sphinx e o0 documento
formatado foi, entdo, hospedado na plataforma Read the Docs. Além disso, o

programa foi publicado no  PyPi (Python Package Index,

https://pypi.org/project/circadipy/), uma plataforma que hospeda e distribui
pacotes Python, permitindo a instalagdo do CircadiPy de maneira simples e
rapida.

De forma complementar, foi criado e adicionado ao repositério um

Jupyter® Notebook descritivo, explicando e exemplificando passo a passo o


https://github.com/nnc-ufmg/circadipy
https://circadipy.readthedocs.io/en/latest/
https://pypi.org/project/circadipy/
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processo completo de analise utilizando o CircadiPy. A documentagao
completa inclui um guia do usuario e uma referéncia da Interface de
Programacao de Aplicagcbes (API, do inglés Application Programming
Interface), que descreve os modulos, fungdes e saidas da biblioteca.

O guia do usuario é dividido nas seguintes se¢des, com o intuito de
orientar adequadamente o usuario quanto a instalacdo e utilizagcdo da
biblioteca: (1) Antes da instalagao: esta secao orienta o processo de instalagao
de dependéncias de compiladores da Microsoft, necessarias para a execug¢ao
do PyMICE; (2) Sistema de gerenciamento de pacotes e ambientes: descreve
como o usuario deve utilizar o programa no contexto do computador local,
comecgando pelo tipo de instalagdo do Python recomendada; (3) Criagdo de
ambiente e instalacdo: esta se¢do descreve como o0 usuario pode criar um
ambiente isolado onde o programa sera executado juntamente com todas as
suas dependéncias, sem interferir em outros pacotes instalados no sistema; (4)
Utilizagdo com Jupyter Notebooks: dando énfase a usabilidade, a analise com
o CircadiPy é baseada no uso de Jupyter® Notebooks. Esta segao descreve
um processo simplificado que utiliza um ambiente Python para iniciar o servidor
Jupyter, o qual, por sua vez, abre a interface em um navegador. A partir dessa
interface, o guia explica como criar um novo notebook para utilizar a biblioteca

CircadiPy na analise e visualizagdo de dados.
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4, RESULTADOS

Para todos os genes submetidos a analise, a representacao grafica dos
valores da série temporal, sobreposta ao modelo gerado pela CosinorPy,
apresentou um ajuste coerente. A Figura 32 ilustra esse resultado,
acompanhada de histogramas que representam os erros de parametrizagao

mencionados anteriormente.
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Figura 32 - Comparacdo entre modelos produzidos a partir de dados do CircaDB, CircalnSilica e
simulagdes do CircadiPy, figura retirada de Carvalho-Moreira (2024).

Em cada painel, sdo apresentados histogramas que ilustram as discrepancias entre os valores dos
parametros obtidos com a biblioteca CircadiPy utilizando o modelo CosinorPy e aqueles obtidos por um
método comparativo. Ainda, cada painel inclui uma figura representativa gerada pela funcao
model_over_signal, que mostra os dados analisados sobrepostos ao modelo cossenoidal correspondente.
(A) Erros entre os resultados de parametrizagdo do CircadiPy e os métodos JTK e Lomb-Scargle,
fornecidos pelo CircaDB, juntamente com um exemplo da expressdao do gene Epha4, com a série
temporal sobreposta ao modelo. (B) Erros entre os resultados do CircadiPy e os valores de referéncia
(ground-truth) utilizados nas simulagbes do CircalnSilica. Na parte inferior, é exibido um exemplo de
simulacéo (simulagdo 101) com a série temporal sobreposta ao modelo. (C) Erros entre os resultados do
CircadiPy e os valores de referéncia utilizados para simular diferentes formas de sinal com variados niveis
de ruido, conforme ilustrado no painel central. A parte inferior apresenta um exemplo de simulagao de

série temporal com forma quadrada (simulagdo 9, com razéo sinal-ruido de 5 dB) sobreposta ao modelo.
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A partir da analise comparativa entre os resultados derivados do
CircadiPy utilizando a CosinorPy e o método JTK, aplicados ao mesmo banco
de dados disponivel no CircaDB, observou-se um erro médio de -0,15 + 0,9
horas para a estimativa do periodo e 0,42 + 0,86 horas para a estimativa da
acrofase (Figura 32A, painel superior). Esses resultados demonstram um
desempenho comparavel entre os dois métodos, uma vez que os erros obtidos
s&o significativamente menores que a frequéncia de amostragem (i.e., 2 horas).
Na comparagdo com o método Lomb-Scargle, foram observados erros meédios
de 0,33 £ 0,34 horas para o periodo e 0,68 + 1,25 horas para a acrofase
(Figura 32A, painel intermediario). Além disso, um exemplo do modelo gerado
pelo CircadiPy é apresentado sobreposto aos dados do gene EPHA4, obtido do
CircaDB (Figura 32A, painel inferior).

A comparagdo com os dados simulados a partir da plataforma
CircalnSilico revelou erros médios de 0 £ 0,59 horas para o periodo, 0,02 +
0,51 horas para a fase e —-0,09 + 0,21 para a amplitude (Figura 32C). E
importante destacar que os valores da fase, expressos em horas, foram obtidos
por meio da conversao realizada pelo CircadiPy a partir dos valores
originalmente expressos em radianos pela CosinorPy. As simulagdes
realizadas utilizando o préprio CircadiPy apresentaram resultados altamente
congruentes, com erro absoluto médio na parametrizagdo do periodo
consistentemente abaixo de 0,5 hora em todos os casos, e variagdo maxima
inferior a 0,75 hora.

O aumento dos erros observados nas simulagdes do CircalnSilico pode
ser explicado pela auséncia de pré-processamento na analise, o que evidencia
a robustez do CircadiPy mesmo na analise de dados brutos. Ainda, a analise
revelou auséncia de correlagdo entre o nivel de ruido e os resultados (teste
ANOVA 2-vias, p > 0,05), assim como nenhuma diferenga estatisticamente
significativa entre os diferentes grupos experimentais (teste ANOVA 2-vias, p >
0,05; Figura 32C, painel superior).

Antes de avancgar para os resultados dos experimentos in vivo, uma
visualizacdo mais detalhada dos sinais simulados pelo CircadiPy foi realizada e
esta representada na Figura 33. Essa ilustragdo apresenta o conjunto de dados

de uma simulacdo com formato quadrado e relagao sinal-ruido de 5 dB. A série
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temporal é exibida na Figura 33A, enquanto a Figura 33B mostra o mesmo

conjunto de dados sob a forma de actograma.
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Figura 33 - Saidas representativas da simulagdo do CircadiPy (simulagdo 9 com razao sinal-ruido de 5
dB), figura retirada de Carvalho-Moreira (2024).

(A) Série temporal. (B) Actograma em grafico de barras. (C) Estimativa do periodo para cada estagio (eixo
vertical a esquerda) e estimativa da acrofase para cada dia (eixo vertical a direita). (D) Densidade
espectral de poténcia utilizando periodograma. (E) Para cada segmento da série temporal entre dois
pontos de vale: valores medianos de t25, t50, t75 e do periodo. (F) Representagdo expandida do painel E,

mostrando cada ponto de vale, a soma cumulativa entre dois vales consecutivos e os pontos t25/t50/t75.

Ao estimar os parametros do modelo, observou-se que os dois estagios
do protocolo foram parametrizados de forma distinta quanto ao periodo, e as
acrofases foram estimadas diariamente mantendo o periodo fixo (Figura 33C).
Destaca-se que as estimativas de fase seguem fielmente o padrédo observado
no actograma, cujo ponto médio de atividade permanece proximo de 20 horas
(Figura 33B), correspondendo a acrofase estimada (Figura 33C). Por fim, os
resultados obtidos pela analise dos percentis da medida cumulativa entre os
vales da série temporal indicam consisténcia na forma do sinal ao longo dos
ciclos (Figura 33E), especialmente no segundo estagio do exemplo analisado,
que apresenta baixa dispersao. A visualizagao expandida na Figura 33F, ilustra
a extracdo dos picos, vales e dos tempos t25/t50/t75 a partir dos dados
filtrados.

Os resultados obtidos com os experimentos animais realizados no

sistema IntelliCage apresentaram um grau notavel de homogeneidade
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conforme mostrado pela Figura 34. A atividade locomotora dos camundongos
exibiu um padrao estereotipado de free-running, caracterizado pelo avango
diario da acrofase sob condicdo de escuridao constante (representada pelos
dias com fundo cinza no actograma da Figura 34A), em conformidade com o

esperado.

A B

3

ACROPHASE (HOUR)

PERIOD (HOUR)

1 11 16 21 26 31 36 41 46 51 56 61 66 71
DAYS
TIME (HOUR) F z®

ACROPHASE (HOUR)

ERIOD (HOU

1 CONTROL DL 2 CONTROL DD ISR ~
. (AC:19.19, PR: 24.9) (AC: 18.94, PR: 24.01) & & & & L
i

& S
& S S <
i i it W ST S
a PROTOCOL LABELS
4 HYPO DD
iy i C c 1

.
o W\/WW
o el 1 N 1] P ) g T 2
;

VA [ Lgo 1520 1540 1560 1580 1600 1620
0T0sTs 7 Bor Z07 8 Ts

6 510121416162022 0 2 4 6 6 10121416 0720701 70770715 20270
TIME (DAYS)
TIME (HOUR) TIME (HOURS FROM START OF PROTOCOL)

60

0
5 E 3 INDUCTION DD

=) (AC: 21.95, PR: 23.83)
w >

80

VISITS

5 HYPO DL
02 (AC: 12.11, PR: 24.8)

Figura 34 - Saidas representativas de um protocolo experimental real de longa duragdo utilizando o
sistema IntelliCage, figura retirada de Carvalho-Moreira (2024).

Avaliacao indireta da atividade locomotora de camundongos sob os protocolos fotoperiddicos claro:escuro
(L:D, 12:12) e escuriddo constante (D:D; fundo cinza), por meio do nimero de visitas aos cantos da caixa
(exemplo extraido dos dados do animal 19). (A) Actograma em grafico de barras mostrando o padrao
diario de atividade locomotora sob os protocolos fotoperiddicos L:D (fundos branco e cinza,
respectivamente) e D:D (fundo cinza). (B) Estimativas de periodo e acrofase para cada estagio em cada
dia. (C) Densidade espectral de poténcia utilizando o método de Welch. (D) Actograma em mapa de calor.
(E) Sobreposicéo dos dados de cada estagio experimental com o modelo cossenoidal ajustado. (F) Visdo
geral das estimativas dos pardmetros do modelo: periodo (eixo vertical esquerdo) e acrofase (eixo vertical

direito). (G) Soma do numero de visitas diarias (indicador de atividade).

O conjunto de dados normalizado, que representa a frequéncia de
visitas, péde ser analisado de duas formas: por meio de actogramas de barras
(Figura 34A) e como mapa de calor (Figura 34D). O grafico da atividade diaria
total, representado pela Figura 34G, permite avaliar a continuidade da
capacidade locomotora ao longo do experimento, enquanto a densidade
espectral de poténcia estimada pelo método de Welch na Figura 34C fornece
uma estimativa preliminar do valor do periodo do sinal — ainda que limitada

pelo numero reduzido de pontos amostrados.
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Os resultados gerados pelo modelo cossenoidal puderam ser avaliados
com relagcdo aos atributos de periodo e fase. Essa avaliagdo é inicialmente
apresentada na Figura 34F, que mostra uma reducéo do periodo sob escuridao
constante. Também foi observada uma extensdo da fase final quando os
animais foram submetidos novamente ao ciclo claro-escuro (fundo branco e
cinza no actograma, Figura 34A).

Esses mesmos parametros sdo apresentados de forma complementar
na Figura 34B, oferecendo uma visdo mais ampla do cenario experimental,
com destaque para as estimativas diarias de fase ao longo dos diferentes
estagios, cada uma com periodo fixado. Dessa forma, é possivel comparar o
padrao do actograma com as estimativas derivadas dos parametros
modelados. De fato, o ponto médio de atividade observado no actograma
encontra correspondéncia nos valores modelados, iniciando-se por volta da 182
hora e diminuindo gradualmente até se aproximar das 12 horas antes do inicio
do ciclo LD. Com a retomada do ciclo claro-escuro, o ponto médio da atividade
retorna rapidamente a 182 hora. Assim como nas analises anteriores, a
representacéo visual dos dados e do modelo cossenoidal para cada estagio
esta ilustrada na Figura 34E.

Em relagcdo aos dados obtidos por telemetria com o sistema ER4000 e
software VitalView, foram explorados dois aspectos principais do CircadiPy: sua
capacidade de lidar com diferentes tipos de medidas, incluindo dados de
atividade e temperatura e sua eficacia na gestao de valores ausentes (NaN),
resultantes da perda de registros por falha de energia elétrica — uma
ocorréncia presente nesse conjunto de dados.

Como esperado, os actogramas de barras que representam os padrdes
de atividade, assim como os mapas de calor da temperatura corporal,
demonstraram de forma consistente uma correlacdo entre a atividade
locomotora e a temperatura corporal em todos os conjuntos analisados,
conforme mostrado pela Figura 35.

A biblioteca CircadiPy ndo se limita ao processamento de sinais, mas
também oferece diversas fungdes voltadas para visualizagdo de dados,
incluindo variagdes em relagcdo aos actogramas tradicionais, como o actograma
em mapa de calor. Essa forma de exibi¢do (Figuras 34D e 35), embora altere

apenas a visualizagdo grafica dos dados, evidencia padrbes de atividade
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intensa que poderiam passar despercebidos em actogramas convencionais de
barras. Este recurso também pode ser aplicado a qualquer série temporal (por
exemplo, atividade locomotora, expressao génica), facilitando a inspecéao visual

dos dados pelo pesquisador.
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Figura 35 - Saidas representativas de um protocolo experimental real de longa duragao utilizando o
sistema ER4000 acoplado ao software de aquisi¢cdo de dados VitalView® (exemplo extraido dos registros
do animal 1).

Na esquerda, é apresentado o actograma em grafico de barras da atividade locomotora, em seu estado
ndo normalizado. Na direita, encontra-se o actograma em mapa de calor da temperatura corporal,
também sem normalizagdo. O protocolo fotoperiddico claro:escuro (ciclo LD 12:12) é representado por

fundos branco e cinza, enquanto a escuriddo constante (DD) é representada por fundo totalmente cinza.

Por fim, observou-se que o tratamento de valores ausentes (NaN) pelo
CircadiPy foi realizado com eficiéncia, como pode ser melhor percebido nos
dias de 1 a 7. As lacunas foram preenchidas com estimativas, o que aumenta a
robustez do sistema frente a falhas na aquisicdo dos dados. As demais
analises aplicadas aos dados das IntelliCages foram reproduzidas de forma
analoga e, por apresentarem resultados semelhantes e consistentes, n&o foram

apresentadas novamente neste documento.
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5. DISCUSSAO

A visualizagdo e aplicagédo de métodos na analise de séries temporais
ritmicas sao extremamente importantes em diversas areas, como fisica,
meteorologia, biologia, entre outras. Desde a introdugdo da transformada de
Fourier (Fourier, 1822), técnicas de analise espectral vém sendo desenvolvidas
e utilizadas para quantificar o periodo ritmico dos dados, incluindo o
periodograma classico (Schuster, 1898), o periodograma de Enright (Enright,
1965) e o periodograma de Lomb-Scargle (Lomb, 1976). Além disso, técnicas
de regresséo linear e nao linear, como o modelo Cosinor (Halberg et al., 1967)
e o JTK (Hughes et al.,, 2010), também fornecem intervalos de confianga
estatisticos para extracdo de parametros como fase (acrofase) e amplitude.

Essas funcbes matematicas podem ser aplicadas a praticamente
qualquer série temporal, e existem diversas solucbes para implementacido de
algoritmos computacionais que executam tais operacdes (Cooley & Tukey,
1965; Hughes et al., 2010; Moskon, 2020). De fato, muitas dessas solugdes
nao foram inicialmente desenvolvidas para analise de dados cronobiolégicos,
mas sua aplicacdo € conveniente e apropriada, considerando que os padroes
circadianos sao, por natureza, ritmicos. Assim, a caracterizagao e investigacao
desse fenbmeno é particularmente valiosa para estudos em cronobiologia.

As abordagens de validagdo multifacetadas utilizadas neste estudo
demonstram, de forma conjunta, a credibilidade e versatilidade do CircadiPy
como uma ferramenta robusta para analise de ritmos circadianos, com
potencial para contribuir significativamente com a pesquisa na area. Os
experimentos, simulagdes e analises com bases de dados importadas foram
concebidos para gerar dados ideais para testar uma variedade de
funcionalidades do CircadiPy, permitindo validar e depurar seus moédulos,
funcdes, métodos de objetos, bem como saidas numéricas e graficas.

Esses exemplos abrangem, de maneira representativa, a maioria das
analises e formas de visualizagdo grafica empregadas por pesquisadores da
area. Como exemplo, a Figura 32C reforga a robustez dos parametros ritmicos
obtidos, o que é corroborado pela visualizacdo do modelo ajustado. Além disso,
o algoritmo do CircadiPy converte automaticamente os valores de fase de

radianos para horas, facilitando a interpretagdo biolégica dos resultados ao
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adaptar a saida numérica da CosinorPy ao formato esperado por
pesquisadores da cronobiologia.

Apesar da relativa facilidade de acesso as fungbes computacionais
utilizadas no processamento de sinais, seu uso ainda exige do pesquisador
conhecimentos especificos em linguagens de programacdo, o que muitas
vezes pode representar um obstaculo. Uma rapida busca na internet revela
algumas solugdes gratuitas e de codigo aberto para andlise de dados
circadianos, porém com predominancia de pacotes desenvolvidos em R
(Abhilash & Sheeba, 2019; Cenek et al., 2020), frequentemente voltados a
analise de dados moleculares (Hughes et al., 2010; Hutchison et al., 2018;
Singer & Hughey, 2019).

Em contraste, nossa proposta baseada em Python visa alcangar
escalabilidade, explorando a maior versatilidade da linguagem, sua
comunidade ativa e amplo suporte. Entre as solugbes existentes em Python, o
pacote pyActigraphy (Hammad et al., 2021) se concentra em detecg¢ao de sono,
actigrafia e exposicao a luz, enquanto o per2py (Shan et al., 2020) é voltado a
analise de dados de bioluminescéncia do gene circadiano Per2. Além dessas,
opcoes comerciais incluem o software CLOCKLAB® da Actimetrics, Wilmette,
IL.

Nesse cenario, o CircadiPy busca unir ferramentas de visualizagdo de
séries temporais e parametrizagao de atributos ritmicos, oferecendo praticidade
para analises cronobiolégicas em ambientes laboratoriais com recursos
financeiros limitados. Além disso, ndo ha restricbes quanto ao tamanho ou
resolugcdo do conjunto de dados que alimenta as fungdes do CircadiPy. Como
projeto open-source, o CircadiPy incentiva o envolvimento da comunidade (via
GitHub), promovendo a expanséo continua das técnicas de analise, graficos e
solugcdes de processamento de sinal. Em resumo, o projeto esta aberto para
desenvolvimento futuro, incluindo otimizagdes e corregcdes, o que reforca seu
compromisso com a melhoria continua e adaptabilidade.

Durante o desenvolvimento de uma biblioteca como o CircadiPy, a
escolha da linguagem de programacgao é um aspecto central. Considerando a
necessidade de um software de codigo aberto voltado a comunidade cientifica
e passivel de expansao, o Python é atualmente uma das principais escolhas

para aplicagdes cientificas, especialmente quando utilizado em conjunto com
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ferramentas como o Jupyter® Notebook, que permite a inclusdo de textos
explicativos integrados ao cadigo.

Assim como outras linguagens interpretadas, o Python favorece tempos
de desenvolvimento reduzidos em comparagdo com linguagens compiladas
amplamente utilizadas, como C/C++, gracas a sua sintaxe simples, que por sua
vez facilita a incorporagdo e manutengdo de funcionalidades com base no
retorno da comunidade (Fangohr, 2004). O interpretador Python é gratuito e
esta disponivel para todas as plataformas, incluindo Windows, Linux e macOS,
apresentando uma interface altamente compativel (Ernest et al., 2017). Essas e
outras vantagens tornam o Python uma escolha ideal para que programadores
e entusiastas colaborem no desenvolvimento de funcionalidades
intercambiaveis e bibliotecas dedicadas a resolver os diversos desafios
encontrados nas areas que utilizam programacdo como ferramenta de
desenvolvimento cientifico.

De maneira semelhante ao abordado na Secdo 5 (Discussdo) do
Capitulo Il, as aplicacbes desenvolvidas no presente Capitulo, também se
encaixam dentro dos estudos em epilepsia. De forma geral, € importante ndo
somente analisar as modificagdes cerebrais causadas pela epilepsia, mas
também todas aquelas saidas sistémicas que se correlacionam diretamente
com a progressao da patologia.

E do conhecimento que a epilepsia possui diversas comorbidades, como
ansiedade, depressao, estresse, entre outros (Keezer et al., 2016; Mazarati &
Sankar, 2016). Além disso, também ¢é estabelecida a relagao entre os eventos
ictais e o ciclo circadiano, principalmente no que se refere as fases do sono
(Baud et al., 2018; Spencer et al., 2016).

As variaveis apresentadas estdo correlacionadas de maneira direta ou
indireta com as mudangcas experimentadas pelo cérebro durante a
epileptogénese e as sucessivas crises espontaneas e recorrentes. Logo, € de
extremo interesse compreender as atribuicbes de causa e efeito entre os
fendbmenos. E nesse contexto que o CircadiPy pode atuar como uma
ferramenta de exploragcdo de dados cronobiolégicos, revelando atributos
inerentes ao comportamento e aos ritmos endégenos que afetam ou sao

afetados pelos processos epileptogénicos e ictogénicos.
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A licenca adotada para este software € a GPLv3, que possui uma forte
orientagao copyleft e, entre suas condi¢des, fornece o contexto ideal quando o
objetivo é a distribuicdo e modificagdo do proprio software, tornando-o
naturalmente propenso ao processo de aperfeicoamento continuo,

caracteristico de projetos que seguem licengas de codigo aberto.
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6. CONCLUSAO

O CircadiPy representa uma contribuicdo importante para grupos de
pesquisa que necessitam avaliar processos ritmicos, como aqueles
relacionados a caracteristicas cronobiolégicas. Nosso objetivo foi disponibilizar
a comunidade cientifica um pacote voltado a anadlise de séries temporais,
oferecendo uma pipeline simples e abrangente, estruturada dentro de um unico
objeto em Python.

O repositorio no GitHub esta publicamente disponivel para contribuicoes,
download e uso, acompanhado de nossos melhores esforgos em fornecer
documentacédo e tutoriais que orientem os usuarios interessados. O uso de
Jupyter® Notebooks, combinando cédigo Python com explicagbes em texto,
torna a pipeline intuitiva, amigavel e facilmente modificavel para diferentes

aplicacoes.
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ANEXO | - Descri¢cdes Estatisticas Complementares

Tabela A1 - Resumo dos valores das Figura 11B.

° ponto de inflexdao (ms)

1° pico positivo (ms)
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Canal

N Média

Desvio padrao

Média Desvio padrido

p (FDR-BH)

HL1
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HR5
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HR7
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864 11,113 0,956
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Figura A1 - Analise estatistica detalhada da Figura 12. (A) Analise estatistica referente a Figura 12B. (B)
Andlise estatistica referente a Figura 12C.

Tabela A2 - Resumo dos valores das Figura 12B (tempo) e Figura 12C (PTZ).

Tempo (s) PTZ (g/kg)

2

Tetraedro Parametro Ql Mediana Q3 Q1 Mediana Q3

Dispersao Angular -32,5 3 17,5 0,227 0,244 0,260

TL1 Magnitude -421 -370 -248,5 0,035 0,065 0,099
Poténcia -434 -373 -279 0,057 0,061 0,083
Dispersao Angular -30,5 -6 11 0,228 0,244 0,259
TL2 Magnitude -453,5 -353 -266 0,034 0,071 0,089
Poténcia -463 -452 -405 0,038 0,043 0,047
Dispersao Angular -44 -23 10 0,228 0,244 0,256
TR1 Magnitude -349 -314 -268,5 0,076 0,089 0,097
Poténcia -454,5 -413 -316 0,042 0,060 0,091
Dispersdao Angular -50 -22 6 0,228 0,243 0,253

TR2 Magnitude -419,5 -330 -263 0,060 0,073 0,091

a O o o o oo o oo o o o O

Poténcia -429,5 -352 -300 0,043 0,060 0,079
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Figura A2 - Andlise estatistica detalhada da Figura 15B. (A) Referente ao painel de disperséo angular. (B)

Referente ao painel de magnitude vetorial. (C) Referente ao painel de poténcia instantanea do iEEG.

Tabela A3 - Resumo dos valores das Figura 14B.

Dispersao Angular (%) Magnitude Vetorial (%) Poténcia do iEEG (%)

Tetraedro Periodo N Q1 Mediana Q3 Q1 Mediana Q3 Q1 Mediana Q3

TL1 Basal 6 0,104 0,111 0,124 0,010 0,012 0,013 0,009 0,014 0,016



TL2

TR1

TR2

PTZ
Pré-ictal
Ictal
Pos-ictal
Basal
PTZ
Pré-ictal
Ictal
Pés-ictal
Basal
PTZ
Pré-ictal
Ictal
Pos-ictal
Basal
PTZ
Pré-ictal
Ictal

Pés-ictal

a o o o

o o o o o o o o o o o o o o o

0,081
0,107
0,227
0,292
0,089
0,084
0,107
0,207
0,306
0,070
0,071
0,093
0,274
0,300
0,076
0,072
0,082
0,224
0,247

0,086
0,111
0,326
0,359
0,096
0,088
0,126
0,288
0,363
0,084
0,078
0,098
0,359
0,397
0,082
0,078
0,101
0,340
0,449

0,098
0,160
0,425
0,482
0,119
0,098
0,155
0,416
0,499
0,097
0,079
0,139
0,417
0,504
0,094
0,091
0,130
0,495
0,613

0,115
0,351
0,500
0,244
0,013
0,100
0,314
0,689
0,175
0,008
0,127
0,281
0,576
0,196
0,011
0,180
0,399
0,627
0,238

0,169
0,443
0,661
0,283
0,015
0,129
0,356
0,724
0,203
0,010
0,166
0,367
0,759
0,263
0,012
0,193
0,496
0,771
0,291

0,195
0,481
0,752
0,312
0,016
0,157
0,401
0,770
0,232
0,012
0,198
0,567
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Figura A3 - Analise estatistica detalhada da Figura 16B, dispersdo angular. (A) Referente as
comparagdes intra periodo (P0), ou entre janelas (P1) de um mesmo periodo, note que os resultados
possuem linhas e colunas correspondem as janelas (0 s; 0,5 s; 1s; 1.5 s). (B) Referente as comparagdes

entre janelas (P1) dos diferentes periodos (PO), note que cada condi¢cdo relacionada a janela de
determinado tetraedro e os resultados possuem linhas e colunas correspondem aos periodos (em inglés:
baseline, PTZ, before, seizure, after). (C) Referente as comparagdes entre conjuntos de VEEG para todas
as janelas (P1) de todos os periodos (P0), note que a condi¢éo é dada por PO_X_P1_Y, onde X e Y séo

as janelas e periodos respectivamente.
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Figura A4 - Analise estatistica detalhada da Figura 16B, magnitude vetorial. (A) Referente as

comparagdes intra periodo (P0), ou entre janelas (P1) de um mesmo periodo, note que os resultados

possuem linhas e colunas correspondem as janelas (0 s; 0,5 s; 1s; 1.5 s). (B) Referente as comparagdes

entre janelas (P1) dos diferentes periodos (P0O), note que cada condi¢cdo relacionada

janela de

determinado tetraedro e os resultados possuem linhas e colunas correspondem aos periodos (em inglés:

baseline, PTZ, before, seizure, after). (C) Referente as comparagdes entre conjuntos de VEEG para todas

as janelas (P1) de todos os periodos (P0), note que a condigdo é dada por PO_X P1_Y, onde X e Y séo

as janelas e periodos respectivamente.
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Figura A5 - Andlise estatistica detalhada da Figura 16B, poténcia instantanea do iEEG. (A) Referente as
comparagdes intra periodo (P0), ou entre janelas (P1) de um mesmo periodo, note que os resultados
possuem linhas e colunas correspondem as janelas (0 s; 0,5s; 1 s; 1.5 s). (B) Referente as comparagées

entre janelas (P1) dos diferentes periodos (P0), note que cada condi¢cdo relacionada a janela de
determinado tetraedro e os resultados possuem linhas e colunas correspondem aos periodos (em inglés:
baseline, PTZ, before, seizure, after). (C) Referente as comparagbes entre conjuntos de VEEG para todas
as janelas (P1) de todos os periodos (P0), note que a condi¢cdo é dada por PO_X_P1_Y, onde X e Y sédo

as janelas e periodos respectivamente.

Tabela A4 - Resumo dos valores das Figura 15B.

Dispersdo Angular (%)  Magnitude Vetorial (%) Poténcia do iEEG (%)

Tetraedro Periodo ERP N Ql Mediana Q3 Ql Mediana Q3 Ql Mediana Q3

Basal o 6 0072 008 0125 0,003 0,004 0,007 0,002 0,002 0,003
PTZ o 6 0074 008 0,088 0108 0,148 0,216 0,050 0,074 0,086

TL1



TL2

TR1

Pré-ictal
Ictal
Pos-ictal
Basal
PTZ
Pré-ictal
Ictal
Pos-ictal
Basal
PTZ
Pré-ictal
Ictal
Pos-ictal
Basal
PTZ
Pré-ictal
Ictal
Pos-ictal
Basal
PTZ
Pré-ictal
Ictal
Pos-ictal
Basal
PTZ
Pré-ictal
Ictal
Pos-ictal
Basal
PTZ
Pré-ictal
Ictal
Pos-ictal
Basal
PTZ
Pré-ictal
Ictal
Pos-ictal
Basal
PTZ
Pré-ictal

Ictal

0,5
0,5
0,5
0,5
0,5

=

15
15
1,5
15
15
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0,205
0,077
0,082
0,164
0,623

0,325
0,327
0,171
0,024
0,153
0,361
0,960
0,664
0,001
0,117
0,228
0,527
0,054
0,004
0,071
0,294
0,166
0,066
0,002
0,097
0,293
0,638
0,102
0,025
0,111
0,320
0,952
0,428
0,002
0,106
0,273
0,684
0,035
0,001
0,080
0,256
0,310
0,053
0,002
0,133
0,253
0,535

0,452
0,571
0,246
0,030
0,180
0,494
0,984
0,731
0,004
0,184
0,353
0,615
0,110
0,006
0,153
0,398
0,451
0,086
0,008
0,117
0,315
0,725
0,128
0,036
0,143
0,426
0,967
0,592
0,004
0,130
0,298
0,763
0,071
0,004
0,124
0,322
0,477
0,067
0,008
0,152
0,409
0,731

0,574
0,686
0,366
0,035
0,193
0,664
0,991
0,790
0,006
0,204
0,470
0,805
0,174
0,009
0,188
0,503
0,516
0,121
0,010
0,150
0,511
0,739
0,150
0,054
0,171
0,573
0,984
0,822
0,007
0,165
0,379
0,855
0,108
0,008
0,154
0,399
0,535
0,077
0,010
0,187
0,653
0,812

0,154
0,419
0,095
0,024
0,078
0,266
0,806
0,451
0,000
0,052
0,145
0,358
0,012
0,000
0,046
0,144
0,097
0,020
0,002
0,061
0,205
0,537
0,088
0,014
0,075
0,272
0,789
0,436
0,000
0,055
0,178
0,365
0,012
0,000
0,052
0,206
0,132
0,028
0,002
0,131
0,258
0,533
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0,263
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0,304
0,826
0,559
0,000
0,072
0,194
0,399
0,018
0,000
0,064
0,208
0,272
0,038
0,002
0,070
0,268
0,595
0,151
0,032
0,099
0,318
0,816
0,546
0,000
0,074
0,224
0,522
0,029
0,000
0,065
0,214
0,263
0,046
0,009
0,190
0,366
0,617

0,395
0,604
0,164
0,056
0,113
0,527
0,865
0,652
0,008
0,082
0,256
0,437
0,047
0,000
0,078
0,300
0,370
0,049
0,002
0,088
0,399
0,603
0,198
0,051
0,118
0,569
0,879
0,630
0,000
0,086
0,241
0,624
0,062
0,000
0,075
0,302
0,362
0,055
0,019
0,233
0,465
0,744
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0,265
0,079
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0,128
0,339
0,485
0,068
0,070
0,077
0,202
0,313
0,058
0,073
0,069
0,118
0,080
0,058
0,073
0,068
0,297
0,174
0,096
0,079
0,111
0,302
0,477
0,071
0,070
0,067
0,168
0,242
0,060
0,072
0,071
0,120
0,092

0,401
0,090
0,079
0,134
0,476
0,771
0,089
0,075
0,084
0,230
0,346
0,068
0,074
0,078
0,179
0,090
0,070
0,076
0,076
0,513
0,375
0,120
0,083
0,153
0,454
0,772
0,081
0,076
0,085
0,215
0,490
0,064
0,082
0,080
0,168
0,156

0,510
0,132
0,085
0,192
0,530
0,826
0,106
0,080
0,092
0,331
0,453
0,070
0,076
0,094
0,230
0,144
0,081
0,091
0,183
0,605
0,601
0,141
0,099
0,192
0,502
0,816
0,092
0,088
0,099
0,454
0,694
0,067
0,085
0,081
0,298
0,223

0,151
0,007
0,106
0,313
0,959
0,572
0,004
0,129
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0,559
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0,136
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0,065
0,004
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0,015
0,176
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0,968
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0,180
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0,057
0,002
0,158
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0,277
0,061
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0,012
0,154
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0,982
0,726
0,007
0,179
0,321
0,736
0,139
0,008
0,174
0,303
0,482
0,083
0,007
0,198
0,499
0,730
0,250
0,021
0,191
0,505
0,984
0,757
0,010
0,207
0,416
0,825
0,180
0,004
0,184
0,437
0,558
0,079

0,396
0,014
0,207
0,633
0,991
0,878
0,015
0,217
0,498
0,832
0,181
0,009
0,189
0,566
0,552
0,151
0,011
0,223
0,649
0,882
0,284
0,036
0,203
0,696
0,991
0,930
0,011
0,226
0,498
0,902
0,248
0,008
0,206
0,535
0,675
0,101

0,187
0,026
0,122
0,341
0,862
0,537
0,003
0,133
0,225
0,532
0,023
0,005
0,129
0,245
0,136
0,048
0,003
0,137
0,266
0,366
0,165
0,023
0,138
0,330
0,848
0,528
0,005
0,131
0,204
0,562
0,088
0,001
0,126
0,254
0,237
0,034
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0,234
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0,879
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0,017
0,226
0,283
0,609
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0,283
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0,213
0,345
0,493
0,105




223

ANEXO Il - Artigos Publicados

Journal of Neuroscience Methods 411 (2024) 110245

&8
ELSEVIER

Contents lists available at ScienceDirect

Journal of Neuroscience Methods

journal homepage: www.elsevier.com/locate/jneumeth

CircadiPy: An open-source toolkit for analyzing chronobiology time series
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ABSTRACT

Keywords:
Chronobiology
Python

Cosinor

Acrophase

Rhythm parameters

Background: Chronobiology is the scientific field focused on studying periodicity in biological processes. In
mammals, most physiological variables exhibit circadian rhythmicity, such as metabolism, body temperature,
locomotor activity, and sleep. The biological rhythmicity can be statistically evaluated by examining the time
series and extracting parameters that correlate to the period of oscillation, its amplitude, phase displacement,
and overall variability.

New method: We have developed a library called CircadiPy, which encapsulates methods for chronobiological
analysis and data inspection, serving as an open-access toolkit for the analysis and interpretation of chronobi-
ological data. The package was designed to be flexible, comprehensive and scalable in order to assist research
dealing with p affected or infl d by rhythmicity.

Results: The results demonstrate the toolkit's capability to guide users in analyzing chronobiological data
collected from various recording sources, while also providing precise parameters related to the circadian
rhythmicity.

Comparison with existing methods: The analysis methodology from this proposed library offers an opportunity to
inspect and obtain chronobiological parameters in a straightforward and cost-free manner, in contrast to com-
mercial tools.

Conclusions: Moreover, being an open-source tool, it empowers the community with the opportunity to contribute
with new functions, analysis methods, and graphical visualizations given the simplified computational method of
time series data analysis using an easy and comprehensive pipeline within a single Python object.

1. Introduction

synchronizing various physiological rhythms within the body. These
oscillations, or circadian clocks, are generated by autoregulatory

Chronobiology is the scientific field dedicated to investigating peri-
odicity in various biological and behavioral processes, particularly
focusing on the circadian cycle. This cycle, an internal rhythm that re-
peats roughly every 24 hours, plays a crucial role in synchronizing the
organisms, allowing its daily anticipation imposed by the environmental
demands (Duffy and Dijk, 2002; Edgar et al., 1993; Moore-Ede et al.,
1982). The suprachiasmatic nucleus (SCN) in the hypothalamus is
regarded as the master circadian pacemaker in mammals (Colwell and
Foster, 1992; Meijer and Rietveld, 1989). SCN neurons exhibit an
intrinsic activity cycle of approximately 24 hours, coordinating and

transcriptional-translational feedback loops of the so-called clock genes.
Significantly, the rhythmic expression of clock genes has been described
virtually in all cell types including those outside of the SCN, character-
ized as peripheral clocks (Dardente et al., 2007).

The circadian clock regulates a variety of crucial processes, including
metabolism, body temperature regulation, locomotor activity, and the
sleep-wake cycle (Borbély et al., 1980; Huang et al., 2011). Disruption of
this delicate balance can lead to severe health consequences. Research
has shown that disturbances in the circadian clock are strongly linked to
an increased risk of cardiovascular diseases (Bray et al., 2008: Chellappa
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https://doi.org/10.1016/j.jneumeth.2024.110245

Received 7 May 2024; Received in revised form 9 July 2024; Accepted 5 August 2024

Available online 6 August 2024

0165-0270/© 2024 Elsevier B.V. All rights are reserved, including those for text and data mining, Al training, and similar technologies.



>
(@)
o
2y
0
>
N
(a8
(Y9
o
—
=
=
=)
O
-
Q
L=
|

J Physiol 0.0 (2024) pp 1-23

224

M) Check for updates

Hypothyroidism alters the rhythmicity of the central clock,
body temperature and metabolism: evidence of Bmal1

transcriptional regulation by T3

Felipe Emrich!, Bruno Henrique Gomes', Leticia Selvatici-Tolentino', Roberta Aratijo Lopes',
Ayla Secio-Silva!, Jodo Pedro Carvalho-Moreira', Paloma Graziele Bittencourt-Silva',

Leonardo de Oliveira Guarnieri'-?

, Ana Barbara de Paula Silva', Lucas Rios Drummond?,

Glauber Santos Ferreira da Silval, Raphael Escorsim Szawka!, Marcio Fldvio Dutra Moraes!,

Candido Celso Coimbra!, Rodrigo Antonio Peliciari-Garcia*

and Paula Bargi-Souza'

'Department of Physiology and Biophysics, Institute of Biological Sciences, Federal University of Minas Gerais, Belo Horizonte, MG, Brazil
Department of Electrical Engineering, Engineering School, Federal University of Minas Gerais (UFMG), Belo Horizonte, MG, Brazil

I Department of Sciences and Motion, State University of Minas Gerais (UEMG), Divindpolis, MG, Brazil

“Department of Biological Sciences, Morphophysiology and Pathology Sector, Federal University of Sao Paulo (UNIFESP), Diadema, SP, Brazil

Handling Editors: Paul Greenhaff & Max Petersen

The peer review history is available in the Supporting Information section of this article
(https://doi.org/10.1113/]P286449#support-information-section).

7> A

Water Methimazole 0.1%
v |, Sodium perclorate 1%

-

T F“I

+ Spontaneous
locomotor activity

+ Body temperature —
*Vo, and RQ

Euthanasia
ZT0  ZT4 ZT8 ZT12 ZT16 ZT20 z‘rlu
1 1 1 | |

L

PFA4%

Immunohistochemistry
for c-Fos

SCN Punxnunuw
« Brnal1

~Cryl

son > mpom b
-per2
-G

- SLA and BT: Alters acrophase 4 SCN and MPOM
- Impairs Vo, and RQ's daily neuronal activity
rhythms 4 SCN gene expression

; \]

\ Bmat
sequence

HIHIHE B WD
(__y Putative thyroid

Hormone response
Element (TRE)

T bioluminescence 30°
and 60' after tratment

T3 increases Bmall
promoter activity

The Journal of

Physiology

Abstract In mammals, the central circadian oscillator is located in the suprachiasmatic nucleus
(SCN). Hypothalamus-pituitary-thyroid axis components exhibit circadian oscillation, regulated
by both central clock innervation and intrinsic circadian clocks in the anterior pituitary and
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ANEXO Il - Aprovacao dos protocolos experimentais

CERTIFICADO

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

CEUA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

225

Certificamos que o projeto intitulado "MICROMAP: Sistema De Aquisicdo Digital De Sinais”, protocolo do CEUA:
57/2025 sob a responsabilidade de Marcio Flavio Dutra Moraes que envolve a produgdo, manutencao e/ou utilizagdo
de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem) para fins de pesquisa cientifica (ou
ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899 de
15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo Animal
(CONCEA), e foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) DA UNIVERSIDADE
FEDERAL DE MINAS GERAIS, em reunido de 08/04/2025.

Vigéncia da Autorizagdo

07/04/2025 a 06/04/2030

Finalidade

Pesquisa

*Espécie/linhagem

Rato heterogénico / Wistar

N° de animais 8

Peso/ldade 250g / 8(semanas)
Sexo masculino

Origem Biotério Central UFMG

*Espécie/linhagem

Rato heterogénico / Wistar

N° de animais 8

Peso/ldade 250g / 8(semanas)
Sexo masculino

QOrigem Biotério Central UFMG

Dados dos animais agrupados (uso do biotério)

*Espécie/linhagem

Rato heterogénico / Wistar

N° de animais 16

Idade 8(semanas)

Sexo masculino

Origem Biotério Central UFMG

Consideragdes posteriores:

08/04/2025

Aprovado na reunido ordinaria on-line do dia
07/04/2025. Validade: 07/04/2025 a 06/04/2030.

Belo Horizonte, 13/07/2025.
Atenciosamente,

Sistema Solicite CEUA UFMG
https://aplicativos.ufmg.br/solicite_ceua/

172



CERTIFICADO

226

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

CEUA

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Certificamos que o projeto intitulado "Avaliacdo da Dinamica Espago-Temporal da Propagagdo de uma Crise
Epiléptica Focal por Meio de Amostras Vetoriais de Campo Elétrico”, protocolo do CEUA: 266/2023 sob a
responsabilidade de Marcio Flavio Dutra Moraes que envolve a produgdo, manutengdo e/ou utilizagdo de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem) para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) -
encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899 de 15 de
julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagdao Animal (CONCEA),
e foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE

MINAS GERAIS, em reunido de 04/12/2023.

Vigéncia da Autorizagdo

04/12/2023 a 03/12/2028

Finalidade

Pesquisa

*Espécie/linhagem

Rato heterogénico / Wistar

N° de animais 18

Peso/ldade 250g / 8(semanas)

Sexo masculino

Origem Biotério Central
*Espécie/linhagem Rato heterogénico / Wistar
N° de animais 18

Peso/ldade 250g / 8(semanas)

Sexo masculino

Origem Biotério Central

Dados dos animais agrupados (uso do biotério)

*Espécie/linhagem

Rato heterogénico / Wistar

N° de animais 36

Idade 8(semanas)
Sexo masculino
Origem Biotério Central

Consideragdes posteriores:

04/12/2023

Aprovado na reunido ordinaria on-line do
04/12/2023. Validade: 04/12/2023 a 03/12/2028.

dia

Belo Horizonte, 13/07/2025.
Atenciosamente,

Sistema Solicite CEUA UFMG
https://aplicativos.ufmg.br/solicite_ceua/
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CERTIFICADO

227

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

CEUA

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Certificamos que o projeto intitulado "A Estimulacdo Optogenética De Padrdes Temporais Na Formagdo De Uma
Meméria Aversiva", protocolo do CEUA: 41/2025 sob a responsabilidade de Marcio Flavio Dutra Moraes que envolve
a produgdo, manutengdo e/ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o
homem) para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8
de outubro de 2008, do Decreto n® 6.899 de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional
de Controle da Experimentagio Animal (CONCEA), e foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE
ANIMAIS (CEUA) DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS, em reunido de 03/04/2025.

Vigéncia da Autorizagdo

03/04/2025 a 02/04/2030

Finalidade

Pesquisa

*Espécie/linhagem

Camundongo isogénico / C57BL/6

N° de animais

12

Peso/ldade 25g / 8(semanas)
Sexo masculino
Origem Biotério Central da UFMG

*Espécie/linhagem

Camundongo isogénico / C57BL/6

N° de animais

12

Peso/ldade 25g / 8(semanas)
Sexo masculino
QOrigem Biotério Central da UFMG

*Espécie/linhagem

Camundongo isogénico / C57BL/6

N° de animais

12

Peso/ldade 25g / 8(semanas)
Sexo masculino
Origem Biotério Central da UFMG

Dados dos animais agrupados (uso do biotério)

*Espécie/linhagem

Camundongo isogénico / C57BL/6

N° de animais 36

Idade 8(semanas)

Sexo masculino

Origem Biotério Central da UFMG

Consideracgdes posteriores:

03/04/2025

Aprovado no dia 03/04/2025. Validade: 03/04/2025 a
02/04/2030. Aprovacgdo sera homologada na reunido de
07/04/2025.

Belo Horizonte, 13/07/2025.
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