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Resumo

Durante a ictogénese é observado um estado de hiperexcitagédo local que pode se
alastrar para areas adjacentes sinapticamente conectadas. Hipotetizamos que o
espalhamento dessa atividade para outros locais do cérebro s6 é possivel devido ao
acoplamento anormal de osciladores facilitados por eventos sincronizantes. Como
forma de testar essa hipotese utilizamos a estimulagao elétrica profunda pareada
com a crise como um promotor de sincronismo - mimetizando eventos interictais.
Para a execucdo do presente trabalho, foi necessario o desenvolvimento dos
equipamentos de registro e estimulagao para registro simultdneo em multiplas
areas, descrito no capitulo 1. Ratos adultos wistar receberam o implante de uma
matriz de multiplos eletrodos bilateralmente no nucleo basolateral do complexo
amigdaldide e na regido CA3 do hipocampo para registro, além de canula guia para
a injecdo de acido cainico. Os animais foram divididos em dois grupos
experimentais. Os pertencentes ao grupo controle foram registrados por um periodo
basal e apds a injecao sem nenhuma forma de interferéncia, enquanto os do grupo
estimulado receberam pulsos elétricos pareados com as crises. O sistema de
aquisicao desenvolvido apresentou excelente relagao sinal/ruido permitindo extrair
parametros associados a dindmica de propagacao da crise em animais movendo-se
livremente (capitulo 1). Uma avaliagao subjetiva do inicio e fim da crise, baseado em
critérios utilizados na clinica (capitulo 2), foi utilizada como padrdo ouro para
algoritmos automaticos (correlagdo com r? > 0,9 ) utilizados no capitulo 3. As crises
individuais de cada animal/grupo foram entdo classificadas quanto a sua dindmica
de propagacéao entre as areas. Analises de similaridade entre canais (Coeficiente de
correlagdo de Pearson) e Z-score da energia sinal foram submetidos a uma redugao
dimensional de sinal (Analise de Componente Principal) para confirmar que
agrupamentos distintos no espago de componentes principais se correlacionam com
dinamicas distintas na trajetéria ictogénica. Em resumo, nossos dados mostram que
o modelo de inje¢ao de acido cainico foi efetivo em gerar crises inicialmente focais e
sugerem, conclusdes limitadas devido ao baixo numero amostral, que disparos
interictais artificialmente aplicados durante o processo ictogénico podem afetar a

dindmica de espalhamento das crises.

11



Palavras-chave: Epilepsia, Crises focais, DBS, Estimulagao elétrica pareada, Redes

neurais

12



Abstract

During ictogenesis, a state of local/focal hyperexcitation may spread to adjacent
connected areas due to synaptic connectivity or non-synaptic circuitry modulation.
We hypothesize that the spread of this activity to other brain areas is only possible
due to the abnormal coupling of oscillators that can be facilitated by synchronizing
events. In order to test this hypothesis, we use deep electrical stimulation paired with
the seizure as a synchronism promoter - mimetizing artificial interictal events. For the
execution of the present work, it was necessary to develop the recording and
stimulation apparatus for simultaneous recording in multiple areas, described in
chapter 1. Adult wistar rats were implanted bilaterally with a multiple electrode array
in the basolateral nucleus of the amygdala complex and in the CA3 region of the
hippocampus for recording, as well as guide cannula for the injection of kainic acid in
the right hippocampus. The animals were divided into two experimental groups:
control group were recorded for a baseline period followed by KA injection without
any interference; stimulated group received electrical pulses paired with the crisis.
The acquisition system developed showed an excellent signal/noise ratio allowing
the extraction of parameters associated with the dynamics of seizure spread in
freely-moving animals (chapter 1). A subjective assessment of the onset and
termination of the seizure, based on clinical criteria (chapter 2), was used as the gold
standard for automatic detection algorithms (correlation with r?2 > 0.9) used in chapter
3. The individual seizures of each animal / group were then classified as to their
propagation dynamics between areas. Channel similarity analysis (Pearson's
correlation coefficient) and signal energy Z-score underwent dimensional signal
reduction (Principal Component Analysis) to confirm that different groupings in the
principal component space correlate with different dynamics ictogenic trajectory. In
summary, our data show that the KA injection model was effective in generating
primarily focal crisis and suggest, limited conclusions due to our low sample size,
that artificial interictal discharges applied during the ictogenic process can affect the

dynamics of seizure propagation.
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1. INTRODUGAO
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1.1. MAPEANDO O CEREBRO

Como caracterizar um sistema tdo complexo como o cérebro? Como cerca de 100
bilhées de neurdnios interagem e s&o responsaveis por toda a miriade de

comportamentos humanos que conhecemos?

Essas sdo algumas das perguntas que movem muitos neurocientistas ao
longo da historia. Hoje, muito se sabe sobre a macroanatomia cerebral, existindo
nomenclaturas e caracterizagdes detalhadas sobre nucleos, lobos cerebrais e giros
da superficie cortical (MACHADO; HAERTEL, 2014). No nivel microscopico também
€ possivel enconcontrar uma vasta literatura que se concentra desde detalhes da
morfologia dos neurénios até a descrigdo de seus receptores e neurotransmissores
(JONES, 1986). Apesar de todos os esfor¢os de pesquisa, pouco se sabe sobre
como fungdes cognitivas complexas emergem dessas estruturas (TONONI; KOCH,
2015).

Ramon Y Cajal foi um dos mais proeminentes nessa area de estudo,
demonstrando fundamentos da organizagdo neuronal que permanecem até os dias
atuais (SWANSON; LICHTMAN, 2016), assim como Korbinian Brodmann, um dos
primeiros a sugerir que algumas fungdes estdo localizadas em areas especificas do
cortex. Assim, a idéia de um “mapeamento cerebral” é antiga e as hipoteses sobre
o tema se desenvolvem com os avancgos de técnicas de microscopia, coloragao e
imagem (CATANI et al., 2013).

Em 2005, o neuroanatomista computacional Olaf Sporns e seus
colaboradores sugeriram que somente sera possivel uma compreensao completa do
cérebro, desde a estrutura até sua funcédo, quando for desenvolvido um modelo
estrutural detalhado das unidades neuronais e suas conexdes, e cunharam o termo
conectoma para descrever esse conjunto de dados sobre o cérebro humano.
(SPORNS; TONONI; KOTTER, 2005b). Como uma sugestdo, Sporns e
colaboradores propuseram definicdes para essa possivel organizagao hierarquica,
dividida em niveis denominados micro, macro e meso escalas (Figura 1) (SPORNS;

TONONI; KOTTER, 2005b). A reconstrugdo em diferentes escalas é extremamente
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importante para a completa compreensao das partes que formam o sistema nervoso
central, assim como as interagdes e fungdes cognitivas que elas suportam, tanto no

cérebro normal quanto no patologico.

=
e B
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| ,}5*
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Ty Sinapses
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Figura 1 - Representagao dos niveis de organizagéo no cérebro. Esquerda: niveis de organizagao do
sistema nervoso central com escalas de magnitude. Direita: localizagdo em escala do conectoma
humano que se subdivide em macro, meso e micro. Em escalas menores temos as redes de
proteinas e genoma e acima, as organizagdes sociais. Modificado de (SPORNS, 2012).

A mesoescala descreve conexdes a nivel celular entre redes neuronais locais
ou de diferentes areas do cérebro (SPORNS; TONONI; KOTTER, 2005a). Esse
nivel une informagdes de micro escala, como a conexao local de neurbnios, com a
macro ao delinear as interagbes com agrupamentos neuronais entre areas do
cérebro. Por essas caracteristicas, € a escala mais utilizada em estudos de circuitos
(ZENG, 2018).

No presente trabalho, a dindmica entre redes neurais de diferentes areas
sera avaliada em um modelo de epilepsia. Por definicdo, a palavra dinamica

engloba movimento e variagdo, o que faz com que a compreensao somente da
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anatomia entre conexdes entre as areas envolvidas ndo seja suficiente para o

entendimento da atividade avaliada.

1.2. ALEM DA ANATOMIA: O CEREBRO COMO UM SISTEMA DINAMICO

Se temos uma arquitetura intrincada de conexées em distintas escalas espaciais,
como priorizar aquela que sera recrutada em tempos diferentes (organizagdo em
escala temporal)? Como a atividade de circuitos é coordenada para gerar a

transferéncia de informagao?

Apesar de todas as conexdes existentes entre neurdnios, redes neuronais e
areas do cérebro, a ativagao entre essas partes é feita de forma coordenada e
seletiva, resultando em todos os comportamentos e fungdes cognitivas conhecidas.
Ou seja, apesar das inumeras possibilidades presentes no conectoma estrutural,
uma integragdo sensoério-motora especifica, que resulta em uma resposta
comportamental que traz vantagens adaptativas ao individuo, s6 é possivel se
houver a ativacdo de circuitos especificos enquanto outros sao "ativamente"
silenciados (ISAACSON; SCANZIANI, 2011).

Desde a idealizagdo do projeto conectoma, autores ja indicavam a
necessidade da inclusdo de processos dinamicos, estruturados de forma
tempo-dependente, associados a anatomia (LARSON-PRIOR et al, 2013;
SPORNS; TONONI; KOTTER, 2005a). Apesar de essencial para a compreensao do
funcionamento cerebral, 0 mapeamento anatémico nao é suficiente para tal. Assim,
se faz necessario adicionar detalhes sobre como essas conexdes séo feitas e levar
em consideragao as estruturas temporais que possibilitam as trocas de informacoes.
Em 2014, Kopell e colaboradores sugeriram a criagdo do Dynome, um apanhado de
observagoes experimentais e modelos sobre a estrutura dindmica cerebral e sua
relagdo com a cogni¢ao e os comportamentos (KOPELL et al., 2014).

A atual construcdo do conectoma apresenta muitos desafios técnicos e
tedricos, de modo a tornar possivel entendermos as fungdes e disfungdes do
sistema nervoso central dentro deste novo conceito. Isso acontece pois se faz

necessario estudar o cérebro em uma ampla gama de escalas espaciais,
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utilizando-se de ferramentas com altissima precisdo temporal e que abrange grande
diversidade de areas, a fim de compreendermos as dindmicas de mudancgas
cerebrais que ocorrem em processos cognitivos e/ou patoldgicos.

Os conectomas apresentam diferentes abordagens, sendo uma delas sua
representacdo em dois componentes principais: nos e arestas (VAN DEN HEUVEL;
SPORNS, 2013).

Os nés sao identificados como regides do cérebro, geralmente por
conhecimento da anatomia e fungdo do cérebro, podendo variar em tamanho e
especificidade, desde um unico neurbnio a uma regido cerebral macroscopica,
porém, tal definicdo ainda € um ponto de discussao entre os especialistas
(STANLEY et al., 2013).

Ja as arestas representam uma ou mais conexdes entre dois nds, sendo uma
conexao anatémica entre dois elementos do cérebro. Em uma rede funcional, uma
aresta representa a associagao entre atividades registradas a partir de elementos
cerebrais separados (PARK; -J. PARK; FRISTON, 2013). Estas conexoes
anatdbmicas sao descritas como conectomas, enquanto as redes dindmicas
associadas a atividade cerebral durante um estado cerebral especifico sao
denominadas conectomas funcionais (BRESSLER; MENON, 2010; GREICIUS et al.,
2003).

Ainda nao existe uma teoria matematica amplamente aceita para a descricao
dessa atividade coletiva neuronal, mas a ideia de modelar utilizando a teoria de
sistemas dindmicos tém sido cada vez mais empregada (BREAKSPEAR, 2017).
Essa teoria foi desenvolvida por Newton e Leibniz para a descrigdo do movimento
de estrelas e planetas, porém é amplamente empregada em outras areas da
biologia, como por exemplo na ecologia (HOUSTON et al., 1988). Ela €& utilizada
para a descricdo do comportamento de “sistemas complexos” e “dindmicos”, sendo
esses 0s que possuem multiplas variaveis, com diversas entradas de informacao e
sua atividade pode ser descrita por um conjunto de equagdes diferenciais, que
expressam as mudancas das variaveis ao longo do tempo. (MILLER, P., 2016),
(BREAKSPEAR, 2017). Tenhamos como exemplo o modelo de Hodgkin-Huxley para a
descricao do inicio e propagacgao de potenciais de membrana (HODGKIN; HUXLEY,

1990). Nele as variaveis sdo o potencial de membrana e as condutancias dos canais
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ibnicos. A dindmica dessas variaveis pode ser prevista através de equacgdes
diferenciais que descrevem a conversao do potencial de membrana em taxa de
disparo e as correntes idnicas dos canais voltagem dependente (BREAKSPEAR,
2017; HODGKIN; HUXLEY, 1990).

Uma forma de descrever todas as equacdes desse tipo de sistema € por uma
representacdo grafica de um espago geométrico, denominado espago-fase (do
inglés phase space). Nesse tipo de representacdo, cada variavel determina uma
dimensédo desse espago (BREAKSPEAR, 2017), desta forma o diagrama de
espaco-fase é capaz de representar todos os possiveis estados do sistema
dinamico. Para sistemas neuronais, o espago-fase pode conter a representacédo das
dindmicas de taxas de disparo, condutancias e potenciais de membrana; e um ponto
no espaco representa uma combinagao unica do estado do sistema.

Exemplificando, uma representacdo do espaco-fase em um plano cartesiano
composto pelos eixo x e y, sendo x o potencial de membrana e y a condutancia de
um canal ibnico de despolarizagdo rapido, teriamos a descricdo desse sistema
dinamico definido por uma equacéao diferencial dX/dt=f(x), onde X é composto pelas
variaveis x e y (Figura 2). Com um par de valores de cada variavel no plano, temos
a representacao de um vetor com direcao e comprimentos definidos pela equagao
f(x,y) (Figura 2 - A). Ao modificarmos os valores das variaveis, temos um campo de
vetores que descrevem o comportamento das mesmas no espago-fase. Na imagem,
temos uma tendéncia a uma movimentagao no sentido horario (Figura 2 - B). Ao
conectarmos as tangentes desses vetores, temos a descricdo grafica dessas
dinamicas (Figura 2 - C).

Phase space

a b c d

flxp)

X X X X

Figura 2 - Representagao do espago-fase em um plano cartesiano composto pelos eixos x e y, sendo
x o potencial de membrana e y a condutancia de um canal ibnico de despolarizagdo rapida. a)
Representacao grafica de um vetor com diregdo e comprimentos definidos pela equacao f(x,y) em
cada ponto. b) Campo de vetores (vector field ou flow c) orbita: realizando a conexao das tangentes
dos vetores, temos a descricdo do movimento observado em b. d) atrator simples de ciclo limitado
(vermelho) e orbitas diferentes convergindo no mesmo atrator (outras cores) (BREAKSPEAR, 2017).
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Uma representacdo interessante no espaco-fase é a chamada “atrator”
(AMIT; AMIT, 1992). Se um neurdnio ou grupo de neurdnios apresentam um disparo
regular e periddico, sua representagdo corresponde a um atrator de ciclo limitado
(Figura 2 -D e Figura 3 - A). Se a representagao desse disparo possui seu tragado
no espacgo-fase pouco alterado mesmo com variagdes nos parametros, ele é
considerado estavel. Porém, se as variagdes geram mudangas muito grandes no
formato da representagao, temos que o atrator € instavel e o valor da variavel
responsavel por essa mudanga € denominado “ponto de bifurcagdo” (WANG, 2009).
Existem sistemas nos quais coexistem dois ou mais atratores estaveis dentro do
mesmo espago-fase (WANG, 2009). Assim, mudangas nos valores de algum dos
parametros podem ser capazes de mudar o padrdo de oscilagdo, porém essa nova
forma se mantém estavel. Esses tipos de sistema sdo denominados “multi estaveis”
(BREAKSPEAR, 2017). Considerando sistemas biologicos estaveis, seria esperado
que atratores que descrevem comportamentos ciclicos - sejam eles os encontrados
na atividade do sistema cardiovascular, nervoso, respiratorio ou enddcrino -
apresentem uma robustez suficiente para a manutencdo da atividade fisiolégica
mesmo com variagdes estruturais e perturbacbées moderadas no sistema. Assim,

matematicamente, seriam descritos por atratores de ciclos limitados (GLASS, 2015).

b Attractors

Time series

Time (ms) Time (ms) Time (ms)
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Figura 3 - Representacdo do espaco-fase em um plano cartesiano composto pelos eixos x, y e z de
atratores. Adicionando uma variavel z que apresenta comportamento de variagcao lenta, temos a
construgdo de um espacgo-fase com trés dimensdes, e a fungdo dX/dt=f(X) com X sendo composto
pelas 3 variaveis. a-c) acima, temos a representacado no espago-fase de diferentes comportamentos
das variaveis. No centro, o tragado do comportamento da variavel z e abaixo o tragado do spike. Em
e (topo), temos o comportamento de um ciclo simples limitado, sem a atividade da variavel z (a,
centro), enquanto em b (topo) um ciclo também limitado com comportamento mais complexo,
modificado pela agdo de z. Em c (topo) temos uma representacdo de uma oscilagdo denominada
caotica com oscilagdes aperiddicas (BREAKSPEAR, 2017).

Em 1994, o grupo de pesquisa do professor Lopes da Silva inicia a
discussao sobre a hipotese de que em patologias como a epilepsia, temos o
desenvolvimento um sistema multi estavel que sustenta a ocorréncia de crises
(LOPES DA SILVA, F. H.; PIUN; WALDMAN, 1994). Modificagbes no controle de
excitacdo e inibicdo seriam responsaveis alteragcbes no estado basal de
funcionamento da circuitaria neuronal, fazendo com que perturbagcdes no sistema
gerem uma progressiva aproximagdo em um ponto de bifurcagdo entre dois
atratores, sendo um deles o estado fisioldgico e o outro a crise (LOPES DA SILVA,
F. et al., 2003). Assim, compreender as bases teoricas desses conceitos se faz

necessario nos estudos de inicio e espalhamento de crises.

1.2.1 Osciladores

Os ritmos oscilatorios neuronais sao flutuagdes da excitabilidade de grupos
de neurbnios que ocorrem de forma periddica e podem ser representadas no
espacgo-fase por um atrator (BREAKSPEAR, 2017). A atividade conjunta e coerente
das flutuagbes do potencial de membrana desses agrupamentos celulares gera
correntes extracelulares, que sdo identificaveis com o uso de eletrodos (BUZSAKI;
WATSON, 2012). O primeiro registro de ritmos oscilatorios cerebrais foi feito em
1890 por Adolf Beck em sapos (COENEN; ZAYACHKIVSKA, 2013). Ja em 1929,
Hans Berger apresenta um trabalho demonstrando a existéncia de ritmos cerebrais
também em humanos. Neste, descreve o comportamento eletroencefalografico
induzido quando o individuo estava acordado e de olhos fechados. A oscilagao
observada possuia uma grande amplitude, ciclava 10 vezes por segundo (10Hz) e
foi denominada ritmo alfa (BUZSAKI, 2006). Apds a primeira descri¢ao, outros
ritmos foram identificados em cérebros de humanos e mamiferos (Figura 4)
(BUZSAKI; LOGOTHETIS; SINGER, 2013).
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Figura 4 - Oscilagdes presentes no cortex cerebral. As bandas oscilatérias estao representadas pelas
faixas de alcance e os nomes comumente utilizados. As oscilagdes lentas sdo agrupadas em quatro:
as que ocorrem em periodos maiores que 15s (lenta 4 - <0,07 Hz), 5-15s (lenta 3 - 0,07-0,2Hz), 2-5s
(lenta 2 - 0,2-0,5 Hz) € 0,7-2s (lenta 1 - 0,5-1,5Hz). As frequéncias entre 1,5 e 80 Hz foram cunhadas
com letras em latim: delta (1,5-4Hz), theta (4-10Hz), beta (10-30 Hz) e gamma (30-80Hz). Ja as
ondas rapidas séo divididas em duas bandas: 80-200 Hz, denominada rapida e 200-600 Hz
chamadas ultra rapidas (PENTTONEN; BUZSAKI, 2003) .

Se analisamos a atividade cerebral, para algumas fungdes observa-se a
necessidade de excitar concomitantemente centenas de neurdnios para gerar a
ativagdo pos-sinaptica de interesse. Assim, somente se os potenciais de agdo dos
mesmos estiverem coordenados no tempo é observado esse resultado (BUZSAKI,
2006). Dessa forma, cada ciclo de uma oscilagdo funcionaria como uma janela
temporal de processamento e entrega de informagdo de um grupo neuronal para
outro (ISAACSON; SCANZIANI, 2011). Caso essa transferéncia seja realizada entre
grandes redes de neurdnios, por questdes fisicas de condugédo axdnica das partes
da rede, observamos ritmos de oscilagbes lentas, enquanto as oscilagdes rapidas
ocorrem na interagbes de redes locais, com menos neurénios (BUZSAKI, 2006;
STEIN, ASTRID VON; VON STEIN; SARNTHEIN, 2000). Apesar dessa relagéo
entre tamanho da rede de neurbnios e frequéncia de oscilagcdo ser a mais
observada, existem exce¢des. Uma delas € descrita por Engel em 1991 onde
oscilagbes com frequéncias entre 40Hz e 50Hz eram presentes na sincronizagao
inter-hemisférica (ENGEL, A. K. et al., 1991). Uma interpretacéo desses dados € a

de que a ocorréncia de comunicagcdo em alta frequéncia € mais dependente do
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numero de sinapses do que da distancia absoluta entre as areas (VON STEIN, A
CHIANG; KONIG, 2000).

Existem pelos menos dois mecanismos capazes de gerar essa sincronizagao
local. O primeiro, mais simples, pode ser através da existéncia de uma entrada de
informagdes comum entre as células do agrupamento neuronal. Esse ditador de
ritmo pode estar situado tanto local (GRAY; MCCORMICK, 1996), quanto remoto a
area de registro (MACDONALD et al., 1998) (Figura 5). Esse tipo de sincronismo é
visto nos inputs para o sistema locomotor, originados dos sistemas geradores de
padrées (GRILLNER, 2006)

Outro mecanismo para geracdao de sincronismo € independente de uma
entrada de informacdo comum e acontece devido as interacbes da rede como um

todo (SIK et al., 1995) (Figura 5 - C).

A) B) C)

Local Pacemaker Network generator
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Figura 5 - Representacdo dos osciladores envolvidos na geragdo de sincronia. Circulos escuros
ilustram os neurdnios excitatorios, estrelas cinzas sao os interneurénios inibitérios e as linhas séo as
conexodes entre as células. Em A, temos um pacemaker distante, conectado a um grande niumero de
neurbnios e sua atividade resulta na ativagdo sincrénica dos neurbnios excitatérios. Em B, o
mecanismo de geragcédo de sincronismo é semelhante a A, com a diferenga do pacemaker estar
localizado no mesmo substrato que as células excitatérias. Em C temos a geragéo sincronismo local
pela atividade dos componentes da rede, sem a presenga de um pacemaker. Abaixo, as
representacdes dos padrbées de sincronismo gerados por cada tipo de mecanismo. Modificado de
(WHITTINGTON et al., 2000).

O sincronismo gerado na propria rede € altamente dependente da atividade

de neurdnios inibitérios. Em um circuito composto somente por neurdnios
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excitatérios, a propagagdo da atividade €& extremamente simples, com ativagao
gerando a despolarizagao dos neurbnios subsequentes, independente de outros
fatores e resultando em uma atividade em cadeia com pouca estabilidade (Figura 6
superior). Em contraste, em um circuito formado por neurdnios inibitérios
conectados em série, a ativacdo do primeiro da cadeia resultaria na inibicdo da
atividade dos neurdnios conectados a ele, “desinibindo” o terceiro neurbnio na
cadeia. A possibilidade de atividade do ultimo neurdnio ocasionaria em uma redugao
da atividade das células conectadas a ele (Figura 6 centro). Porém, redes que
possuem tanto excitacdo quanto inibicdo passam a apresentar propriedades
complexas, altamente dependentes dos padrdoes espaciais de conexao entre eles
(Figura 6). (BUZSAKI, 2006; WHITTINGTON et al., 2000).

; 0

kKA
Figura 6 - A presenca de neurbnios inibitérios modifica a atividade excitatéria. Superior: cadeia de

neurdnios excitatérios conectados em série. Meio: cadeia de neurbnios inibitérios conectados em
série. Inferior: Representagédo de uma rede de neurdnios mista. Retirado de (BUZSAKI, 2006).

Circuitos com conexdes mistas apresentam caracteristicas de sistemas
complexos como a nao-linearidade’. A atividade de neurénios individuais se torna
dificil de predizer, ja que é fortemente dependente dos detalhes das conexdes, além
do estado inicial dos componentes da rede (BUZSAKI, 2006; LACKMY-VALLEE;

' N&o linearidade: sistemas com caracteristicas nédo lineares sdo aqueles nos quais a saida do
sistema néo é proporcional a combinacgao linear das entradas do sistema (variaveis de entrada vezes
pesos de proporcionalidade). Assim, uma variagdo pequena em uma das variaveis nao
necessariamente resulta em uma pequena modificagdo no sistema e 0 mesmo vale para variagbes
grandes (RICKLES; HAWE; SHIELL, 2007).
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GIBOIN; MARCHAND-PAUVERT, 2012). Os padrdes de ativagdo das células
excitatérias nesse tipo de circuito sdo dependentes da distribuicdo temporal e fisica
dos neurénios inibitérios (ISAACSON; SCANZIANI, 2011). Assim, mudangas
pequenas em parametros podem gerar modificagdes muito expressivas na dindmica
de ativacdo da rede e o mesmo estimulo pode gerar diferentes respostas,
dependendo do estado da inibicdo (BUZSAKI, 2006; LACKMY-VALLEE; GIBOIN;
MARCHAND-PAUVERT, 2012).

Os conectomas que suportam a geragao dos diferentes ritmos sao altamente
conservados na evolugdo e os padrbes de potenciais de campo locais (do inglés
local field potential - LFP) encontrados em humanos sao vistos nos outros
mamiferos investigados até entdo. Isso sugere que as oscilagdes e seus
acoplamentos sao partes essenciais para o funcionamento dos processos cerebrais
e integracao da informagao (CANNON, J. et al., 2014).

1.2.2 Integragao

Um dos grandes problemas no estudo das neurociéncias pode ser
denominado “problema de integragcdo em larga-escala”. Apesar de também ser
conhecido por outros nomes (e.g. binding problem ) as perguntas centrais sdo as
mesmas: como ocorre a coordenagao e selegao dos diversos processos neurais em
areas distintas do cérebro resultando nas atividades cognitivas? Como ocorre a
integracao de atividades neurais fisicamente distribuidas no cérebro?

Uma das hipoteses que propde uma resposta a esse questionamento é
denominada acoplamento entre frequéncias (do inglés, cross-frequency coupling -
CFC) e postula que a associagao entre osciladores neurais de multiplas frequéncias
através de interacdes dindmicas pode ser uma forma de coordenar a atividade de
diferentes areas do cérebro para a formagdo de um momentum cognitivo ou
comportamental (HYAFIL et al., 2015).

Para que o CFC ocorra, é necessaria a existéncia de redes com oscilagbes
em diferentes bandas de frequéncia e que os circuitos geradores dos ritmos estejam
conectados sinapticamente. Existem 4 principais tipos de acoplamento entre

frequéncias, sendo eles: o fase-frequéncia (phase—frequency coupling - PFC),
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fase-fase (phase—phase coupling - PPC), fase-amplitude (phase—amplitude coupling
- PAC), e amplitude—amplitude (amplitude—amplitude coupling - AAC) (HYAFIL et al.,
2015).

1.2.2.1 Phase-Phase coupling ou Acoplamento de Fase

O acoplamento de fase é baseado na interagdo entre grupos neuronais, que
acontece por conexdes dinamicas mediadas por sincronismo entre multiplas bandas
de frequéncia de oscilagao (HYAFIL et al., 2015; VARELA et al., 2001). Tenhamos
como exemplo uma assembleia de neurbnios (do inglés, neural assemblies), que
pode ser definida como redes locais de neurbnios distribuidas espacialmente e
unidas por conexdes reciprocas polissinapticas ou monossinapticas (MESULAM,
1990). De acordo com Varela e colaboradores, a coordenag¢ao de assembléias seria
responsavel pela propagac¢ao da atividade neural que produz um ato cognitivo e o
mecanismo que propicia isso seria o sincronismo em fase entre os grupos neuronais
que participam da atividade (VARELA et al., 2001).

Como discutido anteriormente, as oscilagdes neuronais sao flutuagdes
ritmicas da atividade de neurbnios unitarios ou redes neuronais, porém também sao
encontradas em escalas maiores, como resultado da ag&do conjunta de assembleias
neuronais. Essas oscilagdes podem ser descritas por sua frequéncia de ciclo por
segundo (Hz - hertz), pela amplitude dos picos (energia do sinal = amplitude ao
quadrado) e pela fase (MATHALON; SOHAL, 2015). A fase do sinal pode ser
descrita por um ponto especifico na onda em relagéo a origem ou a outro referencial
para comparagao, sendo um ciclo dividido em 360° (Figura 7). Uma outra forma de
descrever as relagdes de fase entre sinais € como sendo a medida da relagao
temporal entre estes sinais normalizada pelo periodo total da oscilagao, desta forma
podemos ter relacdes de fase semelhante para oscilagdes com periodos de tempo

diferentes.
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Figura 7: Representagcao dos componentes de uma oscilagdo ao longo do tempo. A fase representa a
distancia de um ponto da onda de um referéncia, no caso o eixo y (BUZSAKI, 2006).

Em um sincronismo de fase perfeito, a diferenca entre as fases de dois sinais
€ igual a zero, indicando que os pontos referenciais de ambos coincidem no tempo
em todos os ciclos (Figura 8), ocorrendo de forma absolutamente sincrona. Porém,
nas analises de sincronismo de sinais eletrofisiolégicos, geralmente os casos
estudados sdo os que a fase entre os dois sinais se mantém constante dentro de
uma janela temporal especifica (BUZSAKI, 2006; VARELA et al., 2001). Ou seja,
mesmo que nao sejam coincidentes no tempo, a distancia temporal entre eles se
mantém a mesma, o que indica a existéncia de uma interagdo entre os osciladores
geradores de cada sinal (BUZSAKI, 2006; VARELA et al., 2001). Esse periodo de
tempo de fase constante €& denominado acoplamento de fase (do inglés,
phase-locking) e possui relagdo com o acoplamento dinamico entre circuitos neurais

responsaveis pela geracdo de cada uma das oscilagdes.

Phase synchronization No phase synchronization

/\/\/\/\/V\/\/\/\/\/

Figura 8: Representacdo de sinais com e sem sincronismo de fase. Na imagem a esquerda, temos
dois sinais apresentando sincronismo perfeito de fase. em todas as amostragens ao longo do tempo,
0s picos das duas ondas coincidem. Ja na figura a direita, temos que os picos de cada uma nao
estdo alinhados ao longo do tempo, o que indica a auséncia de sincronismo.

Em momentos cognitivos e comportamentos em geral, se faz necessaria a
integracao entre agrupamentos neuronais que comumente se encontram em regides
distantes do encéfalo e o acoplamento da fase de atividade ritmica entre esses

grupos parece ser um excelente marcador deste processo. Isso pois a fase de
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oscilacédo define o grau de excitabilidade dos neurdnios, criando janelas especificas
temporais em que a informagao pode ser mais facilmente transmitida entre eles
(FELL; AXMACHER, 2011; FROHLICH; MCCORMICK, 2010), uma forma de
multiplexagcdo temporal de canais comuns de transmissdo de uma area para outra.
Esta multiplexagao temporal poderia recrutar circuitos locais especificos e distintos
de uma area alvo, utilizando um mesmo canal fisico de comunicagado oriundo das
assembleias neurais de uma regiao de origem.

Um exemplo de integracao de larga-escala via sincronismo de fase pode ser
visto no trabalho de Roelfsema e colaboradores de 1997 sobre integragao visual e
motora. O grupo observou a atividade entre areas do cortex visual com parietal e
entre parietal e cértex motor em uma atividade de reconhecimento visual utilizando
gatos. Durante a tarefa, foi encontrada uma relagcao de tempo entre o sinal de uma
area e outra de aproximadamente Os (ou O lag), indicando sincronismo de fase
perfeito. Esses resultados parecem refletir uma relagcdo funcional entre as areas
corticais, com acoplamento bidirecional entre osciladores, necessarias para a
correta execugao do protocolo comportamental (ROELFSEMA et al., 1997).

Existem fortes evidéncias da correlagdo entre o sincronismo de
agrupamentos neuronais e a emergéncia de atividades cognitivas. Um exemplo
dessa correlacdo foi apontada no trabalho de Pena e colaboradores em 2017.
Utilizando uma tarefa de odor espacial, foi demonstrado a ocorréncia de
acoplamento da fase de gamma no bulbo olfatério com a amplitude de theta no
hipocampo dorsal somente durante a exploracéo dos odores apresentados.

Se esse mecanismo apresenta um papel tdo proeminente, seria esperado
que a ocorréncia de disfuncdes nesse processo causasse de anormalidades na
funcdo cerebral e isso € sugerido para doengas como a epilepsia. Ou seja, um
acoplamento anormal e exacerbado poderia criar conectomas funcionais indevidos e
pouquissimo especificos, resultando em respostas comportamentais sem nenhuma

vantagem fisioldgica.
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1.3. EPILEPSIA COMO UMA DOENGCA DE SISTEMAS DINAMICOS

O reconhecimento da importancia de incluir processos dinamicos nos estudos
em fisiologia cerebral também ocorreu nas pesquisas das suas patologias. A
mudanca de uma compreensao baseada primariamente na anatomia para outra que
engloba as complexidades de um sistema dindmico possibilita um melhor
entendimento de algumas doencgas, entre elas a epilepsia (BERTRAM, 2013;
GLASS, 2015; MEDEIROS, D. DE C.; MORAES, 2014)

A epilepsia € uma disturbio crénico caracterizado por uma predisposi¢ao a
ocorréncia de crises epilépticas reincidentes e imprevisiveis. As crises sao
resultantes de um excesso de excitabilidade e sincronismo e, durante sua
ocorréncia, fungdes normais do cérebro sio interrompidas, podendo resultar em
consequéncias neurobiolégicas, cognitivas, psicolégicas e sociais (FISHER et al.,
2005). Apesar de ser uma desordem amplamente estudada e com registros tao
antigos quanto a histéria humana, existem muitas lacunas no entendimento de como
a mesma maquinaria celular utilizada para as fungdes fisioldgicas rapidamente
transita desse estado para a crise (RICHARDSON, M. P, 2012).

1.3.1 Estado interictal e ictogénese

A atividade de um cérebro epiléptico entre crises aparenta funcionar da
mesma forma que um nao epiléptico, porém apresenta peculiaridades que o torna
distinto de um 6rgao saudavel (DE CURTIS; AVANZINI, 2001)

Durante a epileptogénese, o processo de tornar o sistema capaz de gerar
crises espontaneas e recorrentes, ocorrem alteragdes moleculares, estruturais e
funcionais nos tecidos acometidos. Tais alteragcdes sao causadas por problemas
genéticos no caso das epilepsias hereditarias ou insultos e traumas cerebrais nas
epilepsias adquiridas (PITKANEN et al., 2007). O somatério dessas alteragdes gera
padrées de atividade distintos de um individuo saudavel, mesmo quando as crises
nao estdo acontecendo, como a existéncia de disparos patolégicos denominados
disparos interictais. Nas epilepsias focais, como as de lobo temporal, esses disparos

anormais sao comumente divididas em spikes/sharp waves e as oscilagdes de alta
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frequéncia (do inglés high frequency oscillations - HFO) (DE CURTIS; AVANZINI,
2001)

As HFO sao oscilagbes com frequéncias superiores a 100 Hz (JEFFERYS et
al., 2012). Fisiologicamente, oscilagdes com frequéncias entre 100-250 Hz sao
encontradas no hipocampo e sdo denominadas ripples (CHROBAK; BUZSAKI,
1996). Porém, elas também s&o vistas em cérebros epilépticos, tanto em pacientes
quanto em modelos animais (BRAGIN et al., 1999). Diferencas entre as HFO
fisiologicas das patoldgicas foram observadas em modelos animais utilizando acido
cainico, um agonista glutamatérgico utilizado em modelos agudos e cronicos de
epilepsia. Frequéncias entre 250-500 Hz foram encontradas no giro denteado de
animais que receberam injegdo intrahipocampal do acido, sendo as frequéncias
mais altas registradas nesse local sdo de 100 Hz, em cérebros nao epilépticos
(BRAGIN et al., 1995). Apesar da sua relagdo com o local gerador de crises nas
epilepsias de lobo temporal, a ocorréncia de HFO nao fornece muitas informagdes
sobre a ictogénese (DUMPELMANN; JACOBS; SCHULZE-BONHAGE, 2015).

Os spikes sao disparos de amplitudes maiores que 50uV que geralmente sao
seguidos por uma onda lenta de duragao de centenas de milissegundos (Figura 9)
(DE CURTIS; AVANZINI, 2001). Experimentos in vivo e in vitro demonstraram que
esse tipo de disparo apresenta grande similaridade com disparos que ocorrem
durante a crise, o que indica que ambos podem possuir mecanismos celulares
comuns (AVOLI; DE CURTIS; KOHLING, 2013).
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Figura 9: Disparos interictais registrados por EEG de escalpo em pacientes. a. disparos interictais
registrados por EEG de escalpo em um paciente com epilepsia focal lesional € b. de um paciente
com epilepsia focal idipatica. B) disparo registrado extracelularmente em um modelo experimental in
vitro de epileptogénese focal (DE CURTIS; AVANZINI, 2001).
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Apesar da similaridade entre os disparos interictais e ictais, ainda nédo se
sabe exatamente a relacdo entre eles. Porém, em um trabalho de 2013, Avoli e
colaboradores discutem que tipos de disparos interictais diferentes podem atuar de
forma antagbnica, alguns agindo de forma a prevenir sua ocorréncia enquanto
outros promovem a sincronizagdo necessaria para a ictogénese (AVOLI; DE
CURTIS; KOHLING, 2013).

A dificuldade em se caracterizar essa fase de transicdo se encontra no fato
de a mesma maquinaria neuronal e molecular utilizada para as fungdes fisioldgicas
durante o periodo interictal ser capaz de gerar crises caracterizadas por um alto
sincronismo e excitabilidade. Assim, sugere-se que o conjunto de sintomas da
epilepsia emerja de problemas nas propriedades dindmicas cerebrais
(RICHARDSON, M. P, 2012).

Um dos primeiros grupos de pesquisa a sugerir a observacao das dindmicas
de networks nos estudos de epilepsia € o do professor Lopes da Silva. Em uma
revisdo de 1994, uma coletanea de dados experimentais e de modelagem foram
utilizados para evidenciar que redes neuronais locais apresentam dinamicas de
funcionamento semelhante as de sistemas dinamicos ndo-lineares. Isso significa
que o comportamento geral da rede seria definido por parametros de controle, entre
eles estaria o balango entre processos excitatorios e inibitorios, representados por
um sistema com multiplos atratores. Cérebros epilépticos apresentam um
desbalancgo no equilibrio dos processos de excitacio e inibicao, fazendo com que o
estado basal se encontre mais proximo do ponto de bifurcagdo entre o estado
fisiolégico para o ictal do que um cérebro saudavel (LOPES DA SILVA, F. H.; PIJN;
WADMAN, 1994).

Em um trabalho posterior, o grupo discute possiveis rotas para o surgimento
de uma desordem paroximal, definidas por disparos sincrénicos desencadeados por
mudangas nos parametros de controle do sistema. Utilizando modelos
computacionais, sao indicados trés possiveis rotas de transicdo de um estado
interictal para o ictal. No caso das epilepsias limbicas, que sdo o foco do nosso
trabalho, modificagcdes celulares e moleculares sao responsaveis pelas alteracoes
dos parametros de controle. De acordo com o modelo, a distancia encontrada entre

os osciladores interictal e ictal geralmente é grande o suficiente para que a crise nao
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ocorra durante todo o tempo, porém perturbacbes sdo capazes de gerar essa
transicao (LOPES DA SILVA, FERNANDO H. et al., 2003).

Como observar esse processo de transicdo? Esse foi um desafio nos estudos
em epilepsia durante anos, especialmente como forma de intervengdo das crises.
Sendo possivel identificar a priori quando o ictus ira iniciar, seria possivel
desenvolver formas de evitar seu estabelecimento. Muitos trabalhos foram
desenvolvidos com esse intuito, porém ainda ndo existe um padrédo ouro
amplamente utilizado (MORMANN et al., 2007, STALEY, 2015). Uma possivel
solugédo para esse problema seria através da realizagdo de uma sondagem ativa

das redes envolvidas na ictogénese.

1.4. SONDAGEM DE SISTEMAS DINAMICOS

Em 2005, o grupo de pesquisa de Lopes da Silva sugere o uso de
estimulagcado elétrica profunda, do inglés deep brain stimulation (DBS), como
ferramenta na predicdo de crises ao demonstrar estimativas da probabilidade de
transicdo entre o estado interictal para ictal (KALITZIN et al., 2005). Diferentemente
de uma analise passiva da atividade neuronal, ao realizar a estimulacao teria-se a
ativacdo induzida de um agrupamento neuronal e as mudangas decorrentes na
dindmica de estados do sistema devido ao insulto. Desta forma, por meio desta
manobra, poderiamos identificar respostas evocadas associadas ao desbalanco
entre excitagao e inibigao (LOPES DA SILVA, FERNANDO H. et al., 2003).

A DBS consiste no implante cirargico de eletrodos no encéfalo, utilizados
para a entrega de uma corrente elétrica diretamente a area de interesse. Para isso,
os eletrodos s&o conectados ao um gerador de pulsos programaveis, de acordo com
o objetivo da estimulagao (LOZANO; LIPSMAN, 2013). A técnica foi e € amplamente
utilizada em pesquisas voltadas a terapia de disturbios neuropsiquiatricos como
esquizofrenia (HEATH; MONROE; MICKLE, 1955); (GAULT et al., 2018), dor cronica
(RICHARDSON, D. E.; AKIL, 1977a, b) e parkinson (BENABID et al., 1987
HARTMANN et al., 2019).

A premissa da sondagem ativa consiste no fato de ser dificil perceber essas

modificagdes analisando o eletroencefalograma de forma passiva. Ao estimular o

44


https://paperpile.com/c/vG2556/E8eF
https://paperpile.com/c/vG2556/Yih1+Ixjn
https://paperpile.com/c/vG2556/mQNu
https://paperpile.com/c/vG2556/E8eF
https://paperpile.com/c/vG2556/IGdQ
https://paperpile.com/c/vG2556/ueRA
https://paperpile.com/c/vG2556/aVKH
https://paperpile.com/c/vG2556/0z7z+E4IC
https://paperpile.com/c/vG2556/3Pka+tBbP
https://paperpile.com/c/vG2556/3Pka+tBbP

cérebro, teriamos a atividade da area para aquele estimulo, sendo mais perceptivel
modificagdes do estado basal observando-se as variagdes nos padrdes evocados
(SUFFCZYNSKI et al., 2008). Porém, algumas criticas foram feitas ao trabalho de
Kalitzin justamente pela estimulagao estar causando uma perturbagao a um sistema
ja alterado, como € visto nas epilepsias.

Em 2006, o Dr. Ivan Osoério enviou uma carta ao editor, levantando seus
questionamentos sobre o método utilizado nas sondagens feitas por Kalitzin e seus
colaboradores. Entre as ressalvas feitas estava o questionamento se o estimulo
aplicado nao estaria modificando a atividade neuronal local, por facilitagcdo ou
inibicdo, sendo visualmente imperceptivel, mas poderiam modificar o limiar das
crises (OSORIO; BHAVARAJU; FREI, 2006). No mesmo ano, a carta foi respondida
pelo grupo de pesquisa, afirmando que, apesar de nao ser possivel identificar se
existe ou ndo a inducao de facilitagao/inibicdo, a estimulacdo estava presente em
momentos em que 0s pacientes ndo apresentavam crises e alguns ndo tiveram
nenhuma crise durante o protocolo e por isso ndo foram incluidos no artigo
(KALITZIN et al., 2006).

Outros trabalhos foram publicados em anos seguintes, utilizando variagdes
do mesmo protocolo para a sondagem de circuitos ictais (FREESTONE et al., 2011;
VALENTIN et al., 2005). Porém, o problema apontado por Osorio ainda estava
presente. Como realizar a sondagem evitando as interferéncias causadas por
estimular diretamente a area alvo?

Um outro problema da sondagem in locu seria na utilizagdo como diagnéstico
na clinica. Existem casos clinicos em que a zona epileptogénica nao é facilmente
identificada, tornando dificil e imprecisa a escolha do local de implante dos eletrodos
para a DBS. Sendo assim, como obter informacdes do local de inicio das crises com

precisao e sem aumentar a probabilidade de ocorréncia de uma crise?

1.4.1 DBS pareado com a crise para protocolos de sondagem

Uma solugao alternativa para os problemas de sondagem foi sugerida pelo
Nucleo de Neurociéncias da UFMG utilizando os préprios mecanismos geradores da

condigao epiléptica.
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As sindromes epilépticas possuem como caracteristica comum a
predisposicdo dos circuitos envolvidos na ictogénese a gerar os padroes
aumentados de excitabilidade e sincronismo. Além disso, a repeticdo de eventos
ictais modificam a severidade e incidéncia de outros desses eventos, aumentando a
frequéncia de crises (MAIA et al., 2017). E possivel que essas modificagbes nos
circuitos geradores sejam em decorréncia de processos plasticos e que cada
ativacdo da rede acarrete uma maior facilidade de recrutamento ictal
(SCHARFMAN, 2002).

O mecanismos desses processos plasticos podem ser explicados de acordo
com os postulados de Donald Hebb, esses descrevem a associagao entre os
disparos de neurdnios pré e pds-sinapticos como agentes de modificagdo das suas
conexdes (HEBB, 2002). Estudos posteriores in vitro demonstraram a importancia
temporal do que foi denominado Spike Timing-Dependent Plasticity (STDP), onde a
janela especifica entre os disparos sinapticos determina a ocorréncia de reforgo ou
enfraquecimento das conexdes (Bl; POO, 1998). Foi evidenciado que se um
neurdnio pos-sinaptico B dispara em um espaco de tempo curto depois de receber
um input do neurdnio pré-sinaptico A, a conexao entre eles é fortalecida. Entretanto,
se B dispara antes do input de A, a conexao é enfraquecida. Outros tipos de STDP
foram descritos e o elucidado por Bi e Poo foi denominado Hebbian STDP, por estar
de acordo com o postulado Hebbiano. Além da importancia temporal, outros fatores
foram descobertos como essenciais na plasticidade, como localizacdo dendritica,
convergéncia de inputs e tempo relativo entre as sequéncias de disparo (FELDMAN,
2012). Efeitos de circuito e comportamentais consistentes com STDP foram
demonstrados em estudos in vivo, através de protocolos de pareamento de
estimulos sensoriais e elétrico que resultam em mudangas nas conexdes
(FELDMAN, 2012). Essas modificacbes podem ser avaliadas através de analises do
potencial de campo evocado por DBS.

Em 2014, o grupo de pesquisa do Nucleo de Neurociéncias da UFMG
demonstrou que ao realizar um estimulo elétrico durante a crise, processos plasticos
similares aos exemplificados aumentam a forca de conexdo entre o local de
estimulo e a zona epileptogénica. A estimulagao foi aplicada na amigdala, area que

diversos trabalhos indicam possuir influéncia nos processos plasticos hipocampais,
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além de apresentar conexdes reciprocas com o hipocampo (MEDEIROS, D. C. et
al., 2014). Posteriormente, utilizando um modelo crénico de crises com
pentilenotetrazol, foi observado que o pareamento do estimulo com a crise pode ser
utilizado como ferramenta de predi¢ao das crises futuras (DE CASTRO MEDEIROS
et al.,, 2018). Assim, ao realizar a estimulagdo em um circuito do complexo
amigdaldide, este se incorporaria ao local da crise por processos de STDP, e a
resposta avaliada nos eletrodos de registro poderia oferecer informagdes sobre a
atividade ictogénica, evitando os problemas encontrados tanto na clinica quanto na

modelagem experimental.
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2. OBJETIVOS
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2.1. OBJETIVO GERAL

Partindo da premissa de que durante a ictogénese existe a ocorréncia de um
estado hiperexcitado local, nossa hipotese € de que o espalhamento dessa
atividade para outras areas do cérebro ocorre devido ao acoplamento anormal de
osciladores e eventos sincronizantes caracteristicos da doenca e que disparos
interictais agiriam como facilitadores desse processo.

Assim, o objetivo central do presente trabalho é investigar o processo de
conexao temporal entre o hipocampo (HIP), foco induzido dos eventos ictais, com o
complexo basolateral da amigdala (BLA) ipsilateral e HIP/BLA contralaterais. No
intuito de mimetizar o efeito de disparos interictais como promotores de sincronismo,

utilizamos estimulos elétricos na BLA ipsilateral pareados com a crise.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar a influéncia de um estimulo periddico realizado no nucleo basolateral
do complexo amigdaldide na atividade fisioldgica cerebral.

- Investigar se o estimulo é capaz de modificar os padrées de comunicagao
entre areas durante o periodo basal.

- Gerar atividade ictal local através da injecdo de acido cainico intra
hipocampal unilateral na porgdo CA3 dorsal.

- Avaliar a influéncia de um estimulo periddico realizado no nucleo basolateral
do complexo amigdaldide durante a crise na atividade ictal.

- Investigar se o estimulo pareado €& capaz de modificar os padrbes de

comunicacao entre areas durante a atividade ictal.
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CAPITULO 1 - SOLUGOES OPEN-SOURCE PARA REGISTROS
ELETROENCEFALOGRAFICOS
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Estudos em eletrofisiologia s&o amplamente realizados desde o
descobrimento da bioeletricidade em 1780 (VERKHRATSKY; PARPURA, 2014). Do
inicio da década de 90 até o presente, s&o publicados mais de 2.000 artigos por ano
com essa tematica (dados via PubMed - NCBI). Juntamente com o interesse nessa
area de estudo, diversos avangos tecnoldgicos transcorreram € uma gama de novas
metodologias possibilitam a avaliagdo de atividade elétrica em escala micro, meso e
macro (VERKHRATSKY; PARPURA, 2014).

De forma simplificada, para o registro de atividade encefalografica de campo
€ necessario um sensor capaz de captar o potencial elétrico, amplificador, filtros
para selecionar somente as frequéncias de interesse, digitalizador do sinal e um
equipamento que permita a visualizagdo e o armazenamento dos dados. Existem
diversas empresas que produzem os equipamentos necessario, porém 0s pregos
sao elevados e tem-se pouca flexibilidade na modificagao e controle de parametros.

Esses problemas sao presentes em diversos campos de estudo, o que
aumenta a busca por solugbes open-source e torna cada vez mais comum a
publicagdo de artigos de métodos com informag¢des completas que oferecem mais
independéncia para os grupos de pesquisa, além de democratizar o conhecimento
(DENNIS, 2004).

Para a execucdo dos experimentos realizados neste trabalho utilizamos
solugbes open-source associado a diversos aparatos desenvolvidos por nosso
grupo de pesquisa. Todos os procedimentos e protocolos serdo descritos nos

proximos topicos.
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3. OBJETIVOS
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3.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Desenvolver eletrodos de registro com multiplos pontos de amostragem por
area de interesse.

- Desenvolver eletrodos de estimulagdo bipolares.

- Construir canulas guia para a injecao intrahipocampal de acido cainico.

- Desenvolver uma solucdo para a inserg¢ao simultdnea de todos os eletrodos.

- Implementar um sistema de registro de 16 canais em animais acordados e
em livre movimento.

- Implementar um sistema de estimulagédo elétrica profunda com entrega de

pulsos bipolares.
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4. MATERIAIS E METODOS

54



4.1. CONFECGCAO DOS IMPLANTES

4.1.1. Eletrodos de Estimulagao

Os eletrodos de estimulagao utilizados neste trabalho foram desenvolvidos
manualmente utilizando fio de ago inoxidavel revestido por teflon (Modelo: 791400,
A-M Systems®) (Figura 10 - esquerda). Para a confecgao, utilizou-se um fragmento
do fio dobrado ao meio, preso por uma das extremidades e tracionado utilizando um
peso (Figura 10 - centro). Ao girar o peso, os fios se entrecruzam, resultando em um
par de fios trangados com uma distancia de 0,5mm entre os nés (Figura 10 - direita
superior). Posteriormente os pares trangcados foram cortados em segmentos de
aproximadamente 4 cm, permitindo um comprimento suficiente para a solda dos
conectores que foram utilizados para realizar os estimulos (Figura 10 - direita
inferior). As pontas a serem soldadas foram descascadas, retirando o teflon que

encobre a area.

" / N,
?.@ Cat No, /91400 (@8

Figura 10: Material utilizado e detalhes da confec¢éo do eletrodos de estimulo. Esquerda: Modelo dio
de aco inoxidavel. Centro: Fio dobrado ao meio e tracionado para trangar. Direita: Resultado final

distancias de 0,5mm entre os nos.

4.1.2. Canula Guia
As canulas utilizadas para a injegdo de acido cainico intrahipocampal foram

feitas a partir de agulhas 24G cortadas com tamanho de 1,5cm a partir do bisel. A
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ponta foi lixada para evitar que o animal se machuque ao realizar a auto limpeza.
Um pequeno filamento de ago foi anexado perpendicularmente a 0,5cm do bisel
para aumentar a aderéncia da canula ao acrilico utilizado para fechar o implante no

cranio do animal, evitando assim que ela se mova. (Figura 11)

3\
Agulha 24G
Solda

Fo10mm
Haste
\ metalica
”
3
l} 5mim
.-/I — /I

Figura 11: Imagem esquematica da disposicao dos componentes para a confecgdo da canula guia de
injecéo.

U

4.1.3. Eletrodos de Registro

Para a confecgdo dos conjuntos de eletrodos para registro utilizamos
microfios de tungsténio de 50um de espessura. A escolha de fios desse material ao
invés dos de aco comumente utilizados foi devido as suas propriedades. Os fios de
tungsténio sdo firmes porém semiflexiveis, fazendo com que mesmo em uma
espessura tdo diminuta, ndo se quebrem (VALLBO, 2018). Além disso, garantem
uma menor les&o ao tecido cerebral.

Cada area alvo de registro recebeu um conjunto de 4 fios agrupados de
forma helicoidal com distancias entre as extremidades de 100um para os
localizados no nucleo basolateral do complexo amigdaldéide ou 400um nos
implantados em CA3 hipocampal. Para garantir as distancias com a preciséao
necessaria, desenvolvemos um molde a partir de micro capilares de silica (modelo:
TSP075150 75-3,150-6, Polymicro Technologies®).

Na elaboracdo dos moldes, cortamos os microcapilares em comprimentos de

aproximadamente 4 milimetros e os alinhamos em conjuntos de 16 em uma
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superficie quadriculada de 0,1mm. Apds o posicionamento ordenado, os fragmentos
foram colados com epoxy (Devcon®), mantendo as duas extremidades livres (Figura
12 - A). Uma das extremidades foi entdo cortada, mantendo uma distancia de
100um entre um microtubo e o imediatamente seguinte, formando um padrédo em
escada (Figura 12 -B e C).

Posteriormente, os fios foram inseridos individualmente em cada microcapilar
do molde. O posicionamento foi de forma sequencial nos eletrodos utilizados no
complexo amigdaldide (resultando em uma distancia de 100um entre as pontas dos
fios (Figura 12 - C) ou em um a cada 4 para os eletrodos utilizados no hipocampo
(obtendo uma distancia de 400um entre os fios) (Figura 12 - B). Apds a insercao de
todos os fios, um microcapilar de didmetro interno maior (modelo: TSP 200350,
Polymicro Technologies®) foi inserido na porgéo terminal alinhada, mantendo todos
os filamentos unidos. O conjunto de fios foi retirado do molde, ainda dentro do
microcapilar externo para garantir o formato helicoidal, colado com epoxy (Devcon®)
e entéo retirado do microcapilar.

Os eletrodos de registro destinados ao nucleo basolateral do complexo
amigdaloide direito foram entdo colados ao de estimulo utilizando epoxy (Devcon®)

e os do hipocampo direito colados a canula guia.

A

Figura 12: Molde para a confeccdo dos eletrodos de registro, observados em lupa. Esquerda
superior: microcapilares de silica utilizados para o molde antes de uma das extremidades ser cortada
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com distancias de 100um. Esquerda inferior: Confeccao dos eletrodos utilizados no hipocampo. Note
que os fios estdo inseridos a cada 4 microtubos, resultando em uma distancia de 400um entre eles.
Direita: Confecgéo dos eletrodos utilizados no complexo amigdaldide.

4.1.4. Matriz de eletrodos de estimulagao e estimulagao

Foi criada uma matriz para a introduc¢ao dos eletrodos de forma mais rapida e
precisa, garantindo um menor tempo intra operatério. Para isso, foi utilizada uma
placa de fibra de vidro (1,4x1,2x0,1cm) com orificios correspondentes as
coordenadas antero-posterior e médio-lateral das areas de interesse (amigdala
basolateral: AP -2,52, ML 14,8 e CA3 dorsal do hipocampo: AP -5,3, ML +4,3, a
partir do bregma) (PAXINOS; WATSON, 2013) (Figura 13).

Os conjuntos de eletrodos de cada area foram introduzidos nos orificios de
acordo com os valores de dorso-ventral da area de interesse (+3mm,
correspondentes ao somatorio da espessura da base e espessura e distancia do
cranio) utilizando um estereotaxico para ratos (Stoelting Co.) (Figura 13). Os
eletrodos foram fixados com epoxy (Devcon®) a base, juntamente com uma placa
de circuito impresso com orificios para o contato com os fios de tungsténio. Apos a
fixacdo de todas as partes, os fios foram soldados aos seus respectivos locais na
placa, de acordo com um mapeamento prévio. Somente a canula para a injegao de
acido cainico (CA3) e os eletrodos dessa area nao foram anexados a placa. Apos
diversos testes, foi padronizado a inser¢cao de ambos independentemente e a solda

dos fios durante a cirurgia.

Amigdala Amigdala
Esquerda Direita
(AP -252; ML -4 8) . . (AP -2,52; ML +4,8)
Hipocampo (o) 7oy i
Esquerda : TR TIt L L LLRLERE]

(AP -5,2; ML -4,3) i -
e N

[ Area retirada

para posicionamento
de canula

Figura 13: Material utilizado para a confeccdo da matriz de eletrodos. Esquerda: Esquema de
localizagdo da inser¢gao dos eletrodos das areas alvo. Centro superior: Placa de circuito impresso
utilizado nos primeiros animais do trabalho. Posteriormente o padrao de utilizagao foi modificado
(centro inferior) devido ao seu menor tamanho e mapa de canais mais simples. Direita: Base feita em
impressora 3D para a fixagao dos eletrodos na placa utilizando um estereotaxico.
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4.2 EQUIPAMENTO DE AQUISIGAO DE SINAIS E ESTIMULACAO

4.2.1. Equipamento de Registro

Para realizar os registros eletrofisiologicos se faz necessario um aparato
composto por um amplificadores, filtros, digitalizadores de sinal e o sistema de
registro. Devido aos elevados precos de sistemas comerciais, optamos por utilizar
equipamentos e ferramentas open-source que, além de reduzir significativamente os
custos, permitem uma maior liberdade de configuragdes.

Utilizamos como amplificador e digitalizador de sinais o chip RHD2132 (Intan
Technologies ®) e o sistema de registro Open Ephys ®. O aparato completo possui
um conector ffc de 20 contatos, utilizado para conectar o circuito impresso utilizado
na matriz de eletrodos (se¢ao 4.1.4) e transmitir as informacdes eletrofisiolégicas
para o Intan. A saida do sinal digitalizado e amplificado do chip e a entrada no
sistema Open Ephys foi feita por cabeamento SPI (SHD 2000 SPI - Intan
Technologies ®). Para a visualizacdo em tempo real dos registros utilizamos a

interface GUI do proprio sistema de aquisi¢ao (Figura 14).

SPI USB

N

Figura 14: Representacdo esquematica do sistema de registro.

4.2.2. Sistema de Estimulagao Elétrica

Desenvolvemos em nosso laboratério um sistema eletrénico utilizando
Arduino para a geragdo de padrdes de estimulagdo programaveis (Figura 15). O
circuito utiliza somente as portas digitais 9, 10, 11 e 12 do Arduino. A porta 9 é

responsavel pela saida de uma sinalizagdo para o registro eletroencefalografico,
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marcando o momento exato do estimulo. A porta 10 ativa um led quando um sinal é
disparado pelo sistema, permitindo que o experimentador acompanhe a saida dos
pulsos. Ja as portas 11 e 12 estdo associadas a um desacoplador 6ptico e um
varistor, permitindo assim a saida de dois pulsos quadraticos, um com sinal positivo
e outro negativo, com o delay entre eles programavel.

Os sinais gerados por esse dispositivo foram direcionados para um gerador
de corrente elétrica que resulta em pulsos quadrados bifasicos com amplitude e
comprimento de onda programaveis.

Foi construido também uma caixa em impressora 3D para a acomodacgao do
circuito, além de uma interface para o controle da voltagem de saida do sinal e o

LED para a informacéo visual dos outputs.
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Figura 15: Circuito utilizado para a programagao dos pulsos de estimulo. O circuito € composto por
pelo Arduino, desacopladores 6ticos e um potencidmetro para a modulagao da saida do sinal (0 - 9V)
(GitHub - fgmourao).
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5. RESULTADOS
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5.1.ELETRODOS DE REGISTRO E ESTIMULACAO

Todos os eletrodos utilizados no presente trabalho foram produzidos de
acordo com os protocolos descritos ha metodologia (Figura16). Obtivemos sensores
de alta qualidade capazes de registrar os potenciais elétricos extracelulares nas
areas amostrada e condutores eficientes na entrega dos pulsos elétricos na regiao

de interesse.

Figura 16: Eletrodos desenvolvidos para a execugéo dos protocolos. A: Eletrodo de estimulagéo. B:
Eletrodo de registro.

5.2. MATRIZ DE ELETRODOS DE REGISTRO E ESTIMULACAO

A utilizagdo da matriz de eletrodos ao invés da insergdo individual,
diferentemente do esperado, ndo diminuiu significativamente o tempo intra
operatorio (t test, p=0,3929; sem matriz: 116,8 £ 7,379 N=11; com matriz: 108,3
5,102 N=33) (Figura 17).

Duracao da Cirurgia
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Figura 17: Duracao da cirurgia estereotaxica com e sem a utilizagdo da matriz de eletrodos. N&o foi

encontrada diferenga significativa na duragcdo média da operagdo entre os dois grupos. Dados
representados por média + erro padrao da média.
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5.3. EQUIPAMENTO DE REGISTRO

Fomos capazes de construir um aparato de registro utilizando solugdes

desenvolvidas no laboratoério, associado a um sistema open source Open Ephys
(Figuras 18 e 19).

Figura 18: Equipamento utilizado para o registro encefalografico. Visualizagdo em tempo real de um
registro encefalografico utilizando a plataforma GUI Open Ephys ® .

A base para o chip intan possibilitou o registro de 16 canais, com aderéncia
ao headstage dos animais suficiente para suportar as crises. Além disso, a
utilizagéo de dois conectores fft garante para os futuros trabalhos a oportunidade de

registrar até 32 canais.

Figura 19 - Chip Intan com entrada de sinal via conector ffc.
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5.4. EQUIPAMENTO PARA ESTIMULACAO ELETRICA

O resultado final foi o desenvolvimento de um dispositivo eficaz na

programacao de pulsos elétricos com interface de facil manuseio (Figura 19).

Trigger - Saida ] i
Switch - Liga e digital para o Saida do sinal para
desliga o Arduino registro dos o gerador de

timestamps corrente

LED - Acionado a Potencidmetro

cada saida de = 3 ¥ Y - (0-8V)

pulso

Figura 20: Equipamento desenvolvido para programar os estimulos elétricos utilizados no protocolo.

Com sua utilizagao, fomos capazes de gerar pulsos quadrados bifasicos com
0,1us de largura de pulso, 0,035us de delay entre o pulso positivo e negativo, 0,8mA

de intensidade e uma frequéncia de 0,5 Hz (Figura 20).
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Figura 21: Pulsos quadraticos bifasicos gerados com Arduino através do estimulador.
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6. DISCUSSAO
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O desenvolvimento de materiais e equipamentos necessario para técnicas
em eletrofisiologia, apesar de trabalhoso, garante uma maior independéncia
financeira para o laboratério, além de possibilitar adaptacées especificas para o tipo
de protocolo utilizado.

A utilizacdo da matriz de insergdo nao modificou significativamente a média
do tempo intra operatério, porém possibilitou uma maior ocorréncia de cirurgias mais
rapidas, como pode ser observado na dispersdo dos dados na Figura 17. Além
disso, obtivemos outras vantagens de seu uso. A primeira delas é a possibilidade de
soldar os eletrodos com precisdo, utilizando para isso uma lupa de mesa. Quando
os inserimos individualmente na cirurgia, a solda deve ser feita durante a operacgao,
o que dificulta a inspegdo dos contatos. Outra vantagem é poder testar a
impedancia de cada eletrodo antes de serem implantados. Isso garante que
somente as matrizes em perfeito funcionamento serdo utilizadas, aumentando o
sucesso dos registros.

As solugdes desenvolvidas para registro e estimulagdo elétrica profunda
cumpriram seus propositos de aquisicao de sinal de qualidade e entrega de pulsos
elétricos com parametros bem definidos. Além disso, a redugéo do custo assegurou
que pudéssemos desenvolver o presente trabalho, bem como a aplicagao de tais

solugdes em projetos futuros.
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CAPITULO 2 - ANALISES VISUAIS DOS REGISTROS ENCEFALOGRAFICOS

Processo subjetivo
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Epilepsia é um conceito “guarda-chuva” que engloba diversas sindromes que
possuem a ocorréncia de crises como caracteristica comum. As sindromes
epilépticas sdo discriminadas de acordo com o tipo de crise (ex: ténica, clénica,
auséncia, etc.), idade em que os sintomas iniciam, as causas das crises, local do
foco epileptogénico, além da severidade e frequéncia dos surtos (STAFSTROM,;
CARMANT, 2015). Dentre as distintas patologias, a epilepsia de lobo temporal (TLE)
€ a mais comum, ocorrendo em cerca de 60% dos pacientes com o disturbio
(TELLEZ-ZENTENO; HERNANDEZ-RONQUILLO, 2012).

A TLE é caracterizada por possuir o local de inicio das crises em estruturas
do lobo temporal, geralmente associadas a ocorréncia de esclerose hipocampal,
uma alteragcdo celular e molecular que pode ocasionar a emergéncia de crises
espontaneas e recorrentes (ENGEL, J., 2001; THOM, 2014). O padrao de EEG
tipico encontrado em pacientes durante o ictus consiste em disparos ritmicos com
frequéncia entre 5-8 Hz iniciados em uma regido temporal que podem ou ndo se
propagar para regides adjacentes (ENGEL, J., 2001). Porém, para a compreensao
dos mecanismos dessa patologia, se faz necessario o uso de modelos animais que
mimetizam os padrdes encontrados em pacientes e permitem manipulagdes
experimentais.

Existem diversos modelos animais para os distintos tipos de sindromes
epilépticas. Dentre os comumente utilizados, ha modelos de desenvolvimento
espontaneo de crises como os de ratos GEPR-9 e WAR, espécies em que foram
triados ao longo de varias geragbes com o objetivo de selecionar um fendtipo em
que 0s animais apresentam crises epilépticas ao receber um estimulo auditivo
especifico (DECHANDT et al., 2019; MERRILL et al., 2007; MORAES; CHAVALLI; et
al., 2005; MORAES; MISHRA; et al, 2005; PINTO et al, 2019). Ha também
modelos desenvolvidos a partir da exposi¢ao do animal a estimulos quimicos que
mimetizam crises epilépticas, como o PTZ (pentilenotetrazol), um antagonista
GABAérgico capaz de gerar crises convulsivas agudas (DE CASTRO MEDEIROS et
al., 2018; NEHLIG; PEREIRA DE VASCONCELOS, 1996; VILELA et al., 2017) ou a
pilocarpina, um agonista muscarinico que administrado de forma sistémica induz um
quadro de crises epilépticas recorrentes (DE OLIVEIRA, JASIARA CARLA et al.,
2014; GUIDINE et al., 2008; LIMA et al., 2016).
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Para a epilepsia de lobo temporal, um dos mais utilizados € o baseado na
injecdo de acido cainico (KA), originalmente descrito por Ben-Ari em 1978
(BEN-ARI; LAGOWSKA, 1978). O acido cainico (acido
2-carboxi-4(1-metiletenil)-3-pirrolidiacético) € uma molécula analoga ao L-glutamato
e possui acdo agonista em receptores glutamatérgicos, sendo centenas de vezes
mais potente que seu analogo em receptores do tipo N-metil-D-aspartato (NMDA) e
cainato (SHARMA et al., 2007) e quando administrado na regido CA3 hipocampal ou
sistemicamente, resulta em um quadro agudo de status epilepticus limbico, seguido
por um periodo silente e posteriormente a esta fase sdo observadas as crises
espontaneas recorrentes (CAVALHEIRO; RICHE; LE GAL LA SALLE, 1982;
RATTKA; BRANDT; LOSCHER, 2013).

O receptor cainato apresenta mais alta densidade no hipocampo,
principalmente na sub-regidao CA3, bem como amigdala, cértex entorrinal e cortex
perirrinal (MILLER, L. P. et al., 1990), tendo fun¢des na transmissao sinaptica. Em
um nivel pés-sinaptico, gera parte da corrente de resposta sinaptica, similar ao
demais receptores glutamatérgicos AMPA e NMDA. No entanto, também agem de
forma pré-sinaptica, regulando a liberagdo de neurotransmissores tanto inibitérios
como excitatorios, influenciando dessa forma a excitabilidade neuronal e a
transmissdo de informagdo (CLARKE et al, 1997; KAMIYA; OZAWA, 2000;
RODRIGUEZ-MORENO; HERRERAS; LERMA, 1997).

No hipocampo, os receptores cainato estdo amplamente distribuidos nos
botdes pré e pds-sinapticos e podem regular de forma bidirecional a liberagdo do
glutamato nas sinapses das fibras musgosas para o CA3 (RODRIGUEZ-MORENO,;
LOPEZ-GARCIA; LERMA, 2000). Os receptores pré-sinapticos também controlam a
liberacdo do neurotransmissor inibitério GABA no hipocampo. Em conexdes entre
interneurdnios e células piramidais, tal ativagdo inibe a liberacdo do GABA,
reduzindo a eficiéncia da inibicdo recorrente, produzindo um estado de
hiperexcitabilidade.

As vantagens de sua utilizagado intrahipocampal consiste na certeza da
localizagdo do foco epileptogénico, baixa mortalidade, alta porcentagem de animais
que desenvolvem status, além alteragdes morfolodgicas similares as encontradas em
pacientes (NADLER; VICTOR NADLER, 1981).
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7. OBJETIVOS
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7.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Reproduzir o modelo de ictogénese com injecao de acido cainico intra
hipocampal unilateralmente.

- Avaliar o desenvolvimento e espalhamento de disparos ictais em 4 pontos de
amostragem, em cada uma das 4 diferentes areas de interesse.

- Avaliar o perfil de crises nas diferentes areas registradas e sua progressao ao
longo do tempo em animais submetidos ou ndo a estimulacédo elétrica na
amigdala.

- Caracterizar as crises de animais estimulados e nao estimulados ao longo do

tempo.
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8. MATERIAIS E METODOS
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8.1. DIRETRIZES ETICAS

Todos os experimentos foram realizados de acordo com as recomendacdes
do Comité de Etica em Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Minas
Gerais (CEUA-UFMG) sob o numero de processo 381/2017. Os procedimentos
sempre transcorreram com o cuidado de minimizar a dor e o desconforto para os

sujeitos experimentais.

8.2. SUJEITOS EXPERIMENTAIS

Foram utilizados ratos machos adultos da linhagem Wistar Hannover com o
peso entre 250-350g, equivalente a aproximadamente 08 semanas de idade. Os
animais foram provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Minas
Gerais e mantidos no Biotério do Departamento de Fisiologia e Biofisica do Instituto
de Ciéncias Biolégicas da UFMG. No periodo anterior aos experimentos, os animais
foram mantidos agrupados em 04 ou 05 ratos por caixa grande (41x34x17,8 cm)
forrada com maravalha (~3cm), com acesso a ragao balanceada padrao (Nuvilab -
Quimtia) e agua ad libidum, submetidos a um ciclo claro/escuro de 12/12 horas e

temperatura ambiente de 22°C+1.

8.3. PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

Todos os animais utilizados no trabalho seguiram a ordem de procedimentos
descrita na linha do tempo abaixo (Figura 21). Ao atingirem o peso ideal (250-350g),
os animais foram submetidos a cirurgia estereotaxica para o implante dos eletrodos
de registro e estimulacdo, além da canula para a inje¢cado do acido cainico. Apos 7
dias, foram submetidos ao protocolo experimental, onde ocorreu a injecdo do acido
cainico (0.4ug/0.2ul em uma velocidade de 2,4pl/h) (RAEDT et al., 2009) e
estimulacgado elétrica, dependente do grupo experimental. Ao fim dos protocolos de
registro, os animais foram anestesiados e perfundidos e os cérebros conservados
para as analises histologicas. Os detalhes de cada processo citado sera descrito

nos tépicos seguintes da metodologia.
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Figura 22: Linha do tempo dos experimentos executados. Todos os animais, independente do grupo
experimental, passaram por todas essas etapas, com variagdes somente no protocolo de registro e
estimulagao.

8.4. CIRURGIA ESTEREOTAXICA

Os animais foram anestesiados com Isoflurano (2-3%) (ALBRECHT et al.,
2014) e localmente na regido do escalpo com uma solugdo de Lidocaina +
Epinefrina (2%). Foram mantidos em decubito ventral em um estereotaxico para
ratos (Stoelting Co.) sob uma manta térmica como profilaxia para a hipotermia
comumente associada a anestesia com isoflurano (ZHANG; KNIGHT; PANG, 2017).
Apods a fixacdo por meio de barras auriculares, foi feita uma incisao eliptica na pele,
remocao do tecido subcutaneo e limpeza do cranio com salina para a exposi¢cao das
suturas cranianas. Foi feito o nivelamento dorso ventral das suturas lambda e
bregma, utilizadas como referéncia para as coordenadas e realizadas as

perfuracdes do cranio para o acesso ao encéfalo.
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Figura 23: Coordenadas estereotaxicas utilizadas para a insergdo dos eletrodos e da canula guia
(modificado de (PAXINOS; WATSON, 2013) A: Posigdo de inser¢cdo das matrizes de eletrodos na
Amigdala Direita e Amigdala Esquerda (AP -2,52, ML +4,8, DV -8.8). Juntamente com os eletrodos
de registro na amigdala direita, foi inserido eletrodo de estimulagéo (AP -2,52, ML 14,8, DV -8.3). B:

75


https://paperpile.com/c/vG2556/9uG7

Posicao de insercdo das matrizes de eletrodos no Hipocampo Direito e Hipocampo Esquerdo (AP
-5,3, ML +4,3, DV -6,0). Com com os eletrodos de registro no hipocampo direito, foi inserido canula
guia para injecéo de acido cainico (AP -5,3, ML -4,3, DV -5.5).

Dois parafusos foram fixados ao cranio, um no osso frontal esquerdo e outro
no parietal direito, para aterrar e referenciar o sinal. Em seguida a canula guia para
a posterior injecdo de acido cainico foi introduzida na regido CA3 dorsal do
hipocampo direito (AP -5,3, ML -4,3, DV -5.5, a partir do bregma) e fixada com

cimento de zinco (Figura 23).

Amigdala direita
Estimulo

Hipocampo direito

Referéncia ‘ canula

A

~ A Aterramento

v
- .

/
Amigdala esquerda J (

Hipocampo esquerdo ]

Figura 24: Procedimento cirurgico estereotaxico. Localizagao dos locais de insergéo dos eletrodos e
canula, além dos parafusos utilizados para aterramento e referenciamento do sinal.

ApoOs esse processo a matriz com o restante dos eletrodos foi inserida e
fixada com cimento de zinco e os eletrodos que acompanham a céanula guia,
juntamente com os fios de terra e referéncia foram soldados a placa de circuito
impresso. Apos o implante, o cranio foi coberto com acrilico odontologico para

fechar a ferida cirurgica e fixar a matriz e a canula (Figura 24).
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Figura 25: Animal com os implantes fixados com acrilico odontolégico apés recuperagéo

Ao fim do procedimento, os animais receberam uma dose de Tramadol (12.5
mg/kg) para analgesia (CANNON, C. Z. et al, 2010), pentabidtico veterinario
(Zoetis®) e foram mantidos na manta térmica até o retorno da anestesia. Apos a
cirurgia os animais foram mantidos em caixas individuais por um periodo de 7 dias
para total recuperacdo do procedimento de implante, antes do inicio dos

experimentos.

8.5. PROTOCOLO DE REGISTRO E ESTIMULACAO

Para o registro eletroencefalografico, os animais foram colocados
individualmente em uma caixa de acrilico quadrada e transparente (30x30x30cm).
Durante o protocolo, a caixa foi mantida em uma gaiola de Faraday como medida de
eliminagao de artefatos no registro. O animal foi conectado ao chip amplificador e
digitalizador de sinais RHD 2132 (Intan Technologies®), acoplado & um cabo de
cobre revestido por uma espiral de metal que por sua vez se conectava a uma base
de fios giratdria (swivel - slip ring), o que possibilitou ao animal mobilidade na caixa,
sem que o fio fosse tracionado ou danificado. O segmento apds o swivel era
conectado & uma placa de aquisicdo (Open Ephys®) e os sinais dos eletrodos
foram adquiridos, monitorados em tempo real e armazenados para posterior analise
utilizando o software modular Open Ephys GUI (Open Ephys®). A taxa de

amostragem utilizada foi de 20K.
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A estimulacao elétrica utilizada neste trabalho consistiu de pulsos quadrados
bifasicos com 0,1us de largura de pulso, 0,8mA de intensidade e uma frequéncia de
0,5Hz (DE CASTRO MEDEIROS et al., 2018). Diferentemente dos trabalhos
anteriormente realizados em nosso laboratério com protocolo de estimulagéo similar,
escolhnemos fazer a estimulagdo bifasica ao invés de monofasica. Com essa
alteragao, pouca ou nenhuma carga é entrega ao tecido cerebral, reduzindo assim o
dano eletrolitico local (TEHOVNIK, 1996). Os animais foram divididos em dois

grupos experimentais:

8.5.1. Grupo Estimulado

Os animais do grupo estimulado foram registrados durante 10 minutos,
denominado periodo basal, em que nenhum tipo de interferéncia é feita na atividade
cerebral dos sujeitos experimentais. Posteriormente, eles foram estimulados por
dois minutos (0,1 ms, 0,8 mA, 0,5 hz), seguido por mais 10 minutos de registro pos
estimulo. Os animais entdo receberam uma injegdo de acido cainico (0.4ug/0.2ul,
tempo total de infusdo: 5 min) intracerebral na regido CA3 do hipocampo direito (AP
-5,3, ML -4,3, DV -5.5, a partir do bregma) e foram registrados até o inicio da crise.
Foi realizado o registro do basal da crise, que durou 10 minutos, seguidos por dois
minutos de estimulacdo durante a crise e registro dos 10 minutos apods estimulo
(Figura 25).

Estimulacao
Elétrica (2min)

Injecao de K.A.

Estimulagao
Elétrica (2min)

Registro basal
(10min)

Registro pos EE
(10min)

Registro crise
(10min)

Registro pés EE
(10min)

Figura 26: Representacao do protocolo de estimulagao e registro dos animais do grupo 0,5Hz

8.5.2. Grupo Controle

Os animais do grupo controle ndo receberam estimulacdo elétrica durante os
experimentos. O protocolo de registro consistiu em 10 minutos de linha de base,
seguido pela injecdo de acido cainico (0.4ug/0.2ul, tempo total de infusdao: 5 min)
intracerebral na regido CA3 do hipocampo direito (AP -5,3, ML -4,3, DV -5.5, a partir
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do bregma) e o registro até o inicio da crise. Apds identificado o inicio da atividade

ictal, os animais foram registrados por mais 10 minutos (Figura 26).

Injecdo de K.A.

Registro pos EE Registro crise
(10min) (10min)

Figura 27: Representacdo do protocolo de registro dos animais do grupo controle

8.6. IDENTIFICACAO DOS EVENTOS EPILEPTIFORMES

Na clinica, o eletroencefalograma é uma das ferramentas utilizadas no
diagndstico e classificagdo de sindrome epilépticas (SMITH, 2005). Para a
confirmacao de epilepsia de lobo temporal geralmente é utilizada a presenga de
disparos interictais durante os registros, ja que raramente as crises ocorrem durante
exames clinicos de curta duragcao (SMITH, 2005). Porém, em exames pré-cirirgicos
para retirada de foco epiléptico, o eeg durante a crise € essencial, tanto de escalpo
para estudos preliminares, quanto os utilizando eletrodos profundos (JAN; SADLER,;
RAHEY, 2010). Comumente a identificacao de padrbes epileptiformes é realizada
visualmente por individuos treinados, capazes de distinguir os comportamentos
eletroencefalograficos encontrados na TLE (JAN; SADLER; RAHEY, 2010).

As caracteristicas que utilizamos para a identificagdo dos eventos ictais foram
o aumento substancial de energia (+ 3 desvio-padrdo da média), padrdes de
disparos claramente distinguiveis dos observados no basal e duracdo minima de
10s.

8.6.1. Organizacao dos Canais

Os canais foram organizados de forma que eletrodos localizados em uma
mesma regido ficassem proximos para uma melhor visualizagdo e facilidade nas
analises. Devido a problemas com o mapeamento dos primeiros animais
amostrados, realizamos uma analise de correlagdo do sinal, energia em bandas de
frequéncia e caracterizacdo visual para a identificacdo de canais pertencentes a

uma mesma area.
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Os canais foram organizados serialmente de 1-16, sendo 1-4
correspondentes aos eletrodos da amigdala direita, 5-8 hipocampo direito, 9-12

hipocampo esquerdo e 13-16 amigdala esquerda.

8.7. HISTOLOGIA

Todos os animais foram anestesiados com uma solugcédo de Ketamina (80
mg/kg) e Xilazina (15 mg/kg) intraperitoneal. A posi¢ao dos eletrodos foi confirmada
por uma leséo eletrolitica (0,5 mA por 2 s) e em seguida os objetos experimentais
foram submetidos a um protocolo de perfusao cardiaca.

Esse protocolo consiste na fixacao do animal em decubito dorsal, seguida de
uma incisdo no processo xiféide para a completa exposi¢cdo do coracdo. Apds a
remogao do pericardio, uma agulha (18G) foi introduzida no ventriculo esquerdo em
diregdo a aorta ascendente, onde foi infundido uma solugado tampao fosfato salina
[PBS 0,1M (0,387M NaH,PO,.H,0; 0,612M Na,HPO,.7H,0; 1,4 M NaCl); pH=7,4; 4°
C; pK=~ 7,21], seguido por solucao de paraformaldeido solubilizado em PBS
(PFA/PBS; 4% pl/v; pH=7,4). Uma pequena incisao foi feita no atrio direito para a
saida do sangue e das solugdes infundidas. Os cérebros foram entdo removidos,
pos fixados em PFA/PBS 4% p/v e mantidos a 4 °C por 24 hs. Apds esse periodo,
foram transferidos para solu¢do de sacarose solubilizada em PBS (30% p/v) e
mantidos a 4° C por 72 hs.

Os cérebros foram posteriormente fatiados (40um) em um criostato (Leica®)
e algumas fatias, de acordo com as coordenadas estereotaxicas referentes ao
implante dos eletrodos de registro e da cénula, foram selecionadas e coradas para
confirmacédo do implante, seguindo protocolo de marcagdo com solugdo de
vermelho neutro [Vermelho neutro (1% p/v); acetato de sodio anidro (0,3% p/v);

acido acético glacial (0,12% v/v)].
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9. RESULTADOS
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Foram utilizados para as analises os individuos que apresentaram crises
eletrograficas claramente distinguiveis durante a observacdo do EEG e que o
protocolo de estimulagdo foi realizado de acordo com os padrdoes definidos no
delineamento experimental. Apds a triagem, foram utilizados oito animais, quatro
pertencentes ao grupo estimulado e os outros quatro do grupo controle.

Durante a apresentagdo dos dados, os canais sempre estardo organizados
da mesma forma, numerados serialmente de 1-16 com os registros do nucleo
basolateral do complexo amigdaldide (BLA) direito no topo (canais de 1 a 4) com
coloragdo roxa, seguido pelos registros de CA3 direito em vermelho (canais 5 a 8),
CA3 esquerdo em (canais 9 a 12) e BLA esquerda em verde (canais 13 a

16). As crises serao listadas serialmente a partir de 01 por animal.

9.1. REGISTRO ELETROENCEFALOGRAFICO

Foram obtidos no total 24.539s (~7hrs) de registro eletroencefalografico de
quatro pontos de amostragem em cada uma das areas de interesse (AmyD, HipD,

e AmyE), distribuidos entre os animais pertencentes a cada grupo
experimental.

9.1.1 Grupo controle

O registro do primeiro animal do grupo controle (C1) teve duracéao total de
3165s sendo os primeiros 620s correspondidos ao periodo basal, seguido por um
periodo de 945s que nao foi registrado e inicio do periodo pés inje¢do em 1565s
(Figura 28). O fragmento de tempo nao registrado corresponde ao periodo de

manuseio do animal e inje¢cdo do acido cainico.
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Figura 28: Registro dos 16 canais ao longo do tempo do animal C1. No eixo x temos o tempo total de
registro e em y os 16 canais de registro ordenados em amigdala direita (1-4 em roxo), hipocampo
direito (5-8 em vermelho), hipocampo esquerdo (9-12 em amarelo) e amigdala esquerda (13-16 em
verde). A area hachurada corresponde ao periodo de tempo em que o sistema de registro foi
desligado para o protocolo de injecéo. Assim, a sua esquerda temos o periodo de registro basal e a
esquerda o periodo pos injecdo de acido cainico. As linhas em vermelho préximas ao eixo x
correspondem aos eventos ictais identificados.

O segundo animal pertencente ao grupo controle (C2) foi registrado por

2227s, com 603s de periodo basal e um periodo silente de 887s (Figura 29).
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Figura 29: Registro dos 16 canais ao longo do tempo do animal C2. Detalhes da imagem iguais aos
da figura 28.

O terceiro animal do grupo controle (C3) foi registrado no total por 3508s. O

periodo basal teve compreende os primeiros 1125s (Figura 30).
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Figura 30: Registro dos 16 canais ao longo do tempo do animal C3. Detalhes da imagem iguais aos
da figura 28.

O ultimo animal pertencente ao grupo controle (C4) foi registrado no total por
2665s com um periodo basal pré-injecao de 670s. O periodo silente correspondente

ao manuseio do animal e inje¢do da droga teve duragao de 625s (Figura 31).
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Figura 31: Registro dos 16 canais ao longo do tempo do animal C4. Detalhes da imagem iguais aos
da figura 28.

9.1.1 Grupo estimulado
O primeiro animal do grupo estimulado (E1) teve registro com duragéao total
de 4439s. O periodo basal compreende os primeiros 1269s, sendo os 648s iniciais

periodo basal antes do primeiro estimulo elétrico. Assim como nos animais do grupo
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controle, o tempo né&o registrado corresponde ao periodo de injegao e teve duragao

de 632s (Figura 32). Os periodos de estimulo estdo sinalizados em cinza na figura.
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Figura 32: Registro dos 16 canais ao longo do tempo do animal E1.No eixo x temos o tempo total de
registro e em y os 16 canais de registro ordenados em amigdala direita (1-4 em roxo), hipocampo
direito (5-8 em vermelho), hipocampo esquerdo (9-12 em amarelo) e amigdala esquerda (13-16 em
verde). A area hachurada corresponde ao periodo de tempo em que o sistema de registro foi
desligado para o protocolo de injecdo. Assim, a sua esquerda temos o periodo de registro basal e a
esquerda o periodo pos injecdo de acido cainico. As linhas em vermelho préximas ao eixo x
correspondem aos eventos ictais identificados e em cinza temos os periodos de estimulagao.

O segundo animal do grupo estimulado (E2) teve registro com duragéao total
de 3455s (Figura 33). O periodo basal pré estimulagao corresponde aos primeiros
595s. Os periodos de estimulo durante o basal e pds inje¢cao estéo sinalizados em

cinza na figura.
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Figura 33: Registro dos 16 canais ao longo do tempo do animal E2. Detalhes detalhes da imagem
iguais aos da figura 32.
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O terceiro animal pertencente ao grupo estimulado (E3) teve registro com

duracéao total de 3455s (Figura 34). O periodo basal pré estimulagdo corresponde

aos primeiros 595s. Os periodos de estimulo durante o basal e pds injegcado estao

sinalizados em cinza na figura
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Figura 34: Registro dos 16 canais ao longo do tempo do animal E3. Detalhes detalhes da imagem
iguais aos da figura 32.

O ultimo animal do grupo estimulado (E4) foi registrado durante 4359s

(Figura 35). O periodo basal corresponde aos primeiros 1334s, sendo os 600s

iniciais o basal antes da primeira estimulagdo. Os estimulo estdo sinalizados em

cinza na figura
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Figura 35: Registro dos 16 canais ao longo do tempo do animal E4. Detalhes detalhes da imagem
iguais aos da figura 32.

9.2. IDENTIFICACAO VISUAL DE EVENTOS EPILEPTIFORMES INDUZIDOS
PELA INJECAO DE ACIDO CAINICO

Foram identificados visualmente 62 eventos epileptiformes, com uma média
de 6,750 crises por animal do grupo controle (£+2,250, n=4) e 8,750 para o grupo
estimulado (1,931, n=4) sem diferengca estatistica entre os grupos (t test,
p=0,5251). As crises apresentaram duracdo meédia de 60,62s no grupo controle
(7,259, n=26) e 100,5s nos animais do grupo estimulado (22,51, n=35), sem
diferenca estatistica entre os grupos (t test, p=0,1432). Os intervalos de crise
também foram semelhantes entre os grupos, com duragdo média de 78,83s nos
animais do grupo controle (x16,76, n=23) e 113,1 (12,69, n=31) para o grupo 0,5
Hz, sem diferenca estatistica entre eles (t test, p=0,1026) (Figura 36).

87



A Numero total de crises B Intervalo entre crises
15 400-
[}
Q
8
S - 300-
@ 10 -
= T S e— o
g 2. 200
=] £
o 5 =
1 PR
o 1004 —e=—
E —So—
=z
0 T T 0 T T
Controle 0,5Hz Controle 0,5Hz
Cc
Duracao das Crises
800
600
O
2 400-
E
@
|_
200
— E
0 T T
Controle 0,5Hz

Figura 36: Caracteristicas gerais das crises por grupo experimental. A: Numero total de crises. B:
Duracéo das crises. C Intervalo entre crises. Os graficos estdo representados pela média £ erro
padrao da média. Os simbolos em cinza representam os valores individuais avaliados.

9.3. IDENTIFICACAO VISUAL DA DINAMICA DE INiCIO E PROPAGACAO DE
EVENTOS ICTAIS

Para a melhor compreensao e acompanhamento dos dados apresentados, as
crises serado representadas com a seguinte nomenclatura: X1_01 em que X é o
grupo ao qual o animal pertence (C - controle; E - Estimulado) seguido pelo numero

de identificagdo do animal e posteriormente o numero de identificagao da crise.

9.3.1. Grupo controle

9.3.1.1. Animal C1

Foram identificados no primeiro animal do grupo controle (C1) 09 eventos

ictais (Figura 28).
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Todas as crises registradas no animal 01 (C1) iniciaram-se no hipocampo
direito, local da injecdo. E possivel observar dois principais padrées de
comportamento de crise.

O primeiro tipo sao as crises que se iniciam no Hip direito (injecao) e sao
observadas alguns segundos depois atividades epileptiformes no
e na Amy ipsilateral, porém sem recrutamento da Amy contralateral. Esse padrao
€ 0 que ocorre na crise 1 (Figura 37) .

O segundo tipo de crise acomete todos as areas registradas, sempre
iniciando no local de injecdo. Um exemplo deste tipo de crise é a crise C1_02

representada na figura 38.
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Figura 37: Primeiro padrao de recrutamento encontrado no animal C1. No eixo x temos o tempo e em
y 0 os canais de registro. O padréo de cores para a representagdo dos canais e suas respectivas
areas seguem o utilizado nas figuras anteriores. Os disparos ictais desta crise (C1_01) foram
encontrados na amigdala direita, hipocampo direito e hipocampo esquerdo, sem recrutamento da
amigdala contralateral a injegéao.
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Figura 38: Segundo padrédo de recrutamento do animal C1. Nessa crise (C1_02), os disparos ictais
sdo encontrados em todos os canais registrados.

9.3.1.2. Animal 02 - C2
O segundo animal do grupo controle (C2) também apresentou 09 eventos

ictais durante o protocolo de registro (Figura 29).

Foi observado somente um tipo de comportamento de crise, com todas
iniciando no local de inje¢ao (HipD) e atividade ficou contida nessa area, ndo sendo
encontrados disparos elegiveis para a classificagdo como epileptiformes em
nenhuma das outras regides. Na Figuras 39 temos a representagado da C2_04 que

ilustra o padrao encontrado.
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Figura 39: Padrao de crise encontrado no animal C2. Somente foi observada atividade epileptiforme
nos canais correspondentes ao hipocampo direito (vermelho), que corresponde ao local da injegéo. A
crise representada é a C2_04.
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9.3.1.3. Animal 03 - C3

O animal 03 (C3) ndo apresentou crises que atingiram os critérios

classificatorios na identificagdo visual por ndo apresentar aumento de energia

significante durante os paroxismos, como pode ser observado na figura 40.
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Figura 40: Registro do animal C3 apo6s a injegédo de acido cainico. Nao foi perceptivel alteragbes no

eletroencefalograma correspondentes aos encontrados nos demais animais.

9.3.1.4. Animal 04 - C4

O ultimo animal controle apresentou 9 crises identificadas visualmente

(Figura 31)

Todos os eventos ictais identificados ocorreram em todas as areas amostradas,

como pode ser observado na figura 41, na crise C4_03.
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Figura 41: Crise 03 encontrada no animal C4 (C4_03). Os disparos ictais sdo vistos em todas as
areas amostradas.

9.3.2. Grupo estimulado

9.3.2.1. Animal 01 - E1

O primeiro animal do grupo experimental (E1) teve 20 crises ao longo do
periodo de registro. Foram observados quatro tipos de comportamento ictal (Figura
32).

O primeiro tipo de crise inicia-se no hipocampo direito e em seguida é
observado disparos no e na amigdala direita (Figura 42 -
Crise E1_01). Outro padrao de crise consiste na ocorréncia de disparos ictais
somente nos hipocampo direito, sem atividade epileptiforme nas demais areas
(Figura 43 - Crise E1_02). Foram observadas também crises que englobam todos
as areas amostradas (Figura 44 - Crise E1_03). O ultimo tipo de padrdo ocorreu
somente na crise 2, onde o inicio da atividade epileptiforme foi simultaneamente na
amigdala direita e no , com uma atividade semelhante a

disparos interictais no local da inje¢édo - Hip D (Figura 45 - Crise E1_06).
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Fig 42: O primeiro padrdo de crise encontrado no animal E1 (E1_01). No eixo x temos o tempo de
registro e y os canais referentes as areas amostradas durante a crise 01. Note que somente séo
encontrados disparos ictais no hipocampo direito, local da injegéo.
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Figura 43: Segundo padrao de crise encontrado no animal E1 (E1_02). Os disparos ictais na crise 02
foram observados a amigdala direita e no hipocampo esquerdo, sem atividade epileptiforme na
amigdala esquerda. No hipocampo direito foram vistos disparos semelhantes a interictais.
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Figura 44: Terceiro padrdo de crise encontrado no animal E1 (E1_03). Os disparos nesse tipo de
crise acometeu todos os canais registrados. Na imagem temos a representagéo da crise 03.
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Fig 45: Quarto padrao de crise encontrado no animal E1: Nesta crise (E1_06) os disparos sao vistos
nos canais correspondentes a amigdala direita, hipocampo direito e hipocampo esquerdo, sem
recrutamento da amigdala contralateral.

9.3.2.2. Animal 02 - E2

O segundo animal do grupo estimulado apresentou 9 crises (Figura 33).
Todos os eventos ictais identificados tiveram seu inicio no hipocampo direito e é
encontrada atividade epileptiforme também na amigdala direita e no hipocampo
esquerdo. A amigdala contralateral ndo foi recrutada ao longo do periodo de

registro (Figura 46).
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Figura 46: Exemplo do tipo de crise identificado visualmente no animal E2 (E2_04). Os disparos
ictais iniciam no hipocampo direito e sdo vistos segundos depois no hipocampo contralateral e na

amigdala direita. A crise utilizada como exemplo foi a 04.

9.3.2.3. Animal 03 - E3

O terceiro animal pertencente ao grupo estimulado apresentou somente cinco
eventos ictais divididos em dois padrdes distintos (Figura 34).

O primeiro tipo de crise acomete somente o hipocampos direito e ocorreu
antes da segunda estimulagao (Figura 47). As crises imediatamente antes e apés o
estimulo tiveram seu inicio no hipocampo direito, com atividade observada em todas

as areas amostradas (Figuras 48).
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Figura 47: Primeiro padrao de crise encontrado no animal E3 (E3_01). Nas primeiras crises, somente
foram encontrados disparos ictais no hipocampo direito, local da injecao, sem atividade epileptiforme
nas demais areas. A figura é correspondente a segunda crise desse animal.
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Figura 48: Segundo padréao de crise identificado visualmente no animal E3 (E3_04). Como

exemplificado pela crise 04, os disparos sao encontrados em canais de todas as areas amostradas.

9.3.2.4. Animal 04 - E4

O ultimo animal que pertencente ao grupo estimulado teve 7 crises ao longo

do registro (Figura 35).

Todas as crises observadas iniciaram no hipocampo direito e alastraram

para as outras 3 areas amostradas (Figura 49).
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Figura 49: Padrao de crise identificado no animal E4 (E4_04). Os disparos séo vistos em todas as
areas amostradas.
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10. DISCUSSAO
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10.1. REGISTRO ELETROENCEFALOGRAFICO

Pela primeira vez em nosso grupo de pesquisa, obtivemos registros de longa
duracdo com multiplos pontos de amostragem em areas distintas do cérebro. Esse
feito somente foi possivel devido as solugdes desenvolvidas durante esse trabalho,
extensamente descritos no primeiro capitulo.

E possivel observar grande variagdo nos tempos de registro entre os animais.
Esse fato é decorrente de dois fatores principais. O primeiro pode ser atribuido a
inexperiéncia de manuseio do aparato e dos animais. Nos primeiros registros (ex:
E1 e E2) mais tempo foi despendido em imobilizar os sujeitos experimentais,
conectar ao aparato de registro e também durante a realizacdo da injegdo. O
segundo fator também esta associado a falta de experiéncia, porém em relagdo a
identificacdo dos eventos eletrograficos em tempo real. Como descrito no protocolo,
0s animais pertencentes ao grupo estimulado deveriam ser registrados por 10
minutos depois da identificacdo dos primeiros disparos epileptiformes. Dificuldades
iniciais nesse processo acarretaram em um maior tempo decorrido antes da

segunda estimulagdo nos primeiros animais pertencentes a esse grupo.

10.2. IDENTIFICACAO VISUAL DE EVENTOS EPILEPTIFORMES INDUZIDOS
PELA INJECAO DE ACIDO CAINICO

No presente trabalho, fomos capazes de reproduzir o modelo agudo de crises
epilépticas utilizando injecao intrahipocampal de acido cainico.

Nao foram observadas diferengas estatisticas nos comportamentos gerais
das crises entre os grupos experimentais (figura 36), o que pode indicar que o
estimulo aplicado durante o periodo basal ndo € capaz de alterar a propensao de
crises, nem o seu comportamento.

O animal E1, pertencente ao grupo estimulado, apresentou o maior numero
de eventos ictais quando comparado com os demais (n=14) e hipotetizamos que
isso ocorreu pois ele foi registrado por mais tempo que os demais animais (4419s).
Uma possivel solugao para esse problema seria estipular janelas de tempo definidas

apos a injecéo para todos os individuos, independente do protocolo submetido.
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Um dos animais a pertencentes ao grupo controle (C3), diferentemente dos
demais, ndo desenvolveu alteragdes eletrograficas elegiveis para a classificacdo de
evento epileptiforme. Apesar de apresentar modificagdes claras no eeg apos a
injecao de acido cainico (Figura 40), nao foi observado um aumento significativo na
amplitude do sinal, o que pode indicar que o animal apresenta um maior limiar para
o desenvolvimento de crises apds agado de um agonista glutamatérgico, ou a dose
nao foi capaz de excitar suficientemente os circuitos locais a ponto de gerar os
sinais classicos de um status epilepticus (SE).

Apesar de em muitos artigos os autores apontarem que com a mesma dose
utilizada no presente trabalho, 100% dos animais desenvolvem SE (RAEDT et al.,
2009; RATTKA; BRANDT; LOSCHER, 2013), outros ndo apresentaram a mesma
porcentagem de ocorréncia de status (DREXEL; PREIDT; SPERK, 2012; KLEE et
al., 2017).

10.3. IDENTIFICACAO VISUAL DA DINAMICA DE INiCIO E PROPAGAGCAO DE
EVENTOS ICTAIS

10.3.1 Grupo controle

Todos as crises dos animais do grupo controle tiveram inicio no local de
injecdo, como seria o0 esperado, porém o recrutamento das demais areas variou
entre os sujeitos amostrais.

O animal C1 apresentou 2 padrdes de recrutamento. O primeiro engloba os
hipocampos e a amigdala ipsilateral a inje¢cdo e ocorreu nas primeiras crises
identificadas. Em seguida, as demais crises tiveram disparos ictais ocorrendo em
todas as areas amostradas.

O animal C2 somente apresentou disparos epileptiformes com aumento de
energia substancial no local da injegdo. Mesmo apds repetidos eventos de ictais,
nao ocorreu o acoplamento das demais areas amostradas. Esse comportamento de
crise s foi encontrado neste animal, dentre todos os objetos experimentais de
ambos 0s grupos.

Os animais C1 e C4 apresentam recrutamento das demais areas

amostradas, com as crises sempre iniciando no local de injecdo e segundos depois
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os disparos sao perceptiveis nas outras regides. O animal C1 inicialmente (primeira
e segunda crise) ndo apresenta disparos epileptiformes na amigdala contralateral,
local mais distante do ponto de injecdo (hipD). Porém a partir da terceira crise, a
atividade é encontrada em todas as areas amostradas (com excegao da crise 6, que
nao tem participagcado da amigdala contralateral).

Sabe-se que diferentes partes do hipocampo apresentam comportamentos
distintos durante as crises geradas por inje¢cao intrahipocampal de acido cainico e
que crises iniciadas na por¢ao dorsal tendem a propagarem para a amigdala
(AKAIKE et al., 2001). Assim, fomos capazes de gerar crises na por¢ao temporal

com espalhamento condizente com os encontrados na literatura.

10.3.2 Grupo estimulado

Semelhante ao observado no grupo controle, os animais apresentaram
padroes de comportamento de crise distintos entre si.

A primeira crise registrada do sujeito experimental E1 acomete os dois
hipocampos e a amigdala ipsilateral a injecdo. Assim como no outro grupo,
acreditamos que essa nao € a primeira crise gerada pela agao do acido cainico e
que devido a forma que os experimentos foram conduzidos, esse primeiro evento na
verdade corresponde a uma crise mais avangada, justamente por envolver outras
areas além do local de inje¢cdo. Ao longo do registro desse animal, € possivel
observar a ocorréncia de outros dois principais padrdes, um que envolve somente o
hipocampo direito e outro que compreende as 4 areas amostradas.

Uma das crises do animal E1 apresentou um comportamento distinto dos
demais animais de ambos os grupos. A segunda crise acometeu a amigdala direita
e 0 hipocampo esquerdo, porém sem a presenca de disparo ictais no local da
injecdo. O padrdo encontrado no hipocampo direito se assemelha a disparos
interictais (Figura 43).

Em um trabalho de Avoli e colaboradores em 2013, sdo discutidos os dois
tipos de disparos interictais encontrados em pacientes e em modelos de epilepsia
de lobo temporal. Um deles, os disparos de atividade lenta, ocorre no hipocampo e
possui forte relacdo com atividade GABAérgica (AVOLI; DE CURTIS; KOHLING,

2013). Experimentos in vitro demonstram a ocorréncia de disparos interictais lentos
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em fatias hipocampais antes de crises no hipocampo e no cortex entorrinal de
cobaias (UVA; AVOLI; DE CURTIS, 2009). E possivel que o que estamos
observando na crise 2 do animal E1 seja resultante dessa atividade inibitéria local,
que pode acarretar sincronizagao das areas adjacentes.

O segundo animal pertencente ao grupo experimental (E2), assim como o E4,
apresenta somente um padréo de comportamento ao longo do periodo de registro, o
primeiro compreendendo ambos os hipocampos e a amigdala ipsilateral a injegao e
o outro ocorrendo nas 4 areas amostradas.

Ja o animal E3 teve os primeiros eventos ictal somente no local de injecédo e
mais para o final do registro passa a apresentar disparos ictais nas quatro areas
amostradas. Somente nesse animal observamos essa transicdo abrupta de 1 para 4
areas apresentando disparos ictais.

Observando a ocorréncia de crises nos animais registrados, € possivel
perceber a diversidade de padrbes de espalhamento entre eles e, em alguns casos,
entre as crises do préprio animal. Em um trabalho de 2018, Karoly e colaboradores
utilizam uma abordagem com modelos computacionais para obter informacdes
sobre os padrboes de crises de 12 pacientes e concluem que é possivel observar
padroes estereotipados de desenvolvimento de crises, e que isso deve-se as
conexdes das redes envolvidas na ictogénese (KAROLY et al., 2018).

Em nossos animais, perdemos o0s passos iniciais de geragao e
desenvolvimento dos disparos no foco inicial e nas demais areas. Porém, mesmo
somente possuindo registro de crises mais avangadas, € possivel observar a
evolucdo da atividade ictal saindo do foco para as outras estruturas. Esses
resultados contribuem para a discussdo sobre o quio realmente focais sdo as
epilepsias assim denominadas.

Utilizando um modelo de injecdo intrahipocampal, temos a certeza da
localizagao inicial das crises. Porém, em quase todos os animais de ambos os
grupos experimentais (exceto E2), ao longo do desenvolvimento sucessivo de
eventos ictais, sdo observados disparos nas outras estruturas amostradas, inclusive
com eventos que nao incluem o hipocampo injetado (ex: E1_02). Assim,
ressaltamos a importadncia da utilizacdo de multiplos eletrodos distribuidos em

diferentes areas do encéfalo nos registros de processos ictogénicos e o
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acompanhamento de crises sucessivas para a compreensao dos mecanismos de
espalhamento de atividade ictal.

Na maioria dos artigos publicados sobre TLE, os registros sdo concentrados
no hipocampo (RAEDT et al., 2009; RATTKA; BRANDT; LOSCHER, 2013), o que
faz com que a existéncia de focos secundarios e detalhes sobre o espalhamento da
atividade ictal passem despercebidos, comprometendo a identificagdo correta dos

tipos de crise.
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CAPITULO 3 - PROCESSAMENTO DOS REGISTROS ENCEFALOGRAFICOS E
ANALISES DE SIMILARIDADE APLICADAS A DINAMICA DE PROPAGAGAO
ICTAL

Processo objetivo
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A epilepsia de lobo temporal é classificada como uma sindrome focal
sintomatica, ou seja, as crises sdo originadas ems em estruturas temporais e podem
propagar para areas adjacentes (ENGEL, J., 2001). Porém, como ocorre o
espalhamento da atividade epileptiforme?

Observando o desenvolvimento de uma crise em micro escala, grupos de
pesquisa demonstraram que microdominios celulares locais sao ativados,
determinados por suas conexdes sinapticas (BRAGIN; WILSON; ENGEL, 2000;
FELDT MULDOON; SOLTESZ; COSSART, 2013). A atividade desses microcircuitos
pode ser percebido mesmo em registros de potenciais de campo, onde o inicio da
crise € dessincronizado, devido a ativacdo destes microdominios e com o
desenvolvimento do ictus, se tornam progressivamente mais sincronos até atingir o
apice antes do fim da crise, caracterizado por um silenciamento abrupto do sinal
(FELDT MULDOON; SOLTESZ; COSSART, 2013; JIRUSKA et al., 2013).

Assim, a dinamica temporal parece ser essencial para o acoplamento das
estruturas envolvidas no espalhamento de uma atividade ictal, sendo o sincronismo
entre redes de neurdnios sinapticamente conectados um possivel mecanismo pelo
qual isso acontece (DE CASTRO MEDEIROS et al., 2018; JIRUSKA et al., 2013;
PASQUETTI et al., 2019; PENFIELD; JASPER, 1954). De fato, a aplicagédo de
estimulos ndo periddicos a fim de se perturbar a sincronizacdo em modelos de
epilepsia vem sendo estudados como um possivel tratamento para epilepsias
refratarias (COTA et al., 2009; DE OLIVEIRA, JASIARA CARLA et al., 2014; DE
OLIVEIRA, J. C. et al., 2018).

Uma forma de mensurar o qual sincronico dois sinais sdo é através da
correlagao linear, onde a dindmica de suas variagdes ao longo do tempo refletem a
relagéo entre eles, porém sem indicar a direcionalidade, ou seja, se a atividade do
sinal A determina o sinal B, ou vice-versa (BUONACCORSI et al., 2001). Na
seguinte secdo, essa sera a medida utilizada para as analises das dinamicas
temporais de circuitos pertencentes ao lobo temporal em um modelo de crises focais
e agudas e a influéncia do estimulo elétrico intracerebral na promocg¢do de

sincronismo sera observada.
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11. OBJETIVOS
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11.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- ldentificar os padrdes eletrofisiologicos encontrados durante os periodos
pré-ictal, ictal e pos ictal

- Comparar os padrbes encontrados entre os grupos experimentais

- Verificar a dindmica de recrutamento de areas durante os eventos ictais

- Comparar as dindmicas encontradas entre os grupos experimentais

- Verificar a dindmica de comunicagao entre areas antes e depois de injecéo
de acido cainico.

- Verificar a dindmica de comunicacao entre areas antes e depois dos
estimulos.

- Verificar influéncia do estimulo no padrao das crises
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12. MATERIAIS E METODOS

108



12.1 REGISTRO ELETROFISIOLOGICO

Foram utilizados os registros eletrofisiolégicos obtidos de acordo com os
protocolos descritos no capitulo 2. Os dados foram pré-processados e a frequéncia
de amostragem reduzida de 20k para 5k. Foram utilizados filtros passa-alta de 1 Hz,
passa baixa de 450 Hz e um filtro notch para frequéncias de 60Hz e seus
harmoénicos, atenuando possiveis interferéncias da rede elétrica.

Para a retirada de ruidos, o sinal foi normalizado pela média de 5s da

atividade basal de cada canal do registro.

12.2 CALCULO DA ENERGIA DO SINAL E Z-SCORE

A energia do sinal foi calculada em cada um dos animais em cada canal
individualmente, em janelas de 1s com intervalos de 10 ms utilizando a equagéao

abaixo, sendo X o sinal a ser analisado e n o intervalo da janela:

E =§V|X<n>|2

Para o célculo do z-score, foram utilizados os valores de média e desvio padrédo de
cada trecho de 1s, sendo o valor obtido de acordo com a formula abaixo, onde X

corresponde a média da energia extraida do trecho e o ao desvio padrdo da média.

Xn—X
o

Zscore =

12.2 IDENTIFICAGAO AUTOMATICA DE EVENTOS EPILEPTIFORMES

Para a identificagdo automatica da ocorréncia de possiveis eventos epileptiformes
foram utilizados os pontos de aumento na energia do sinal. Os picos de energia

foram identificados com a utilizagdo da fungao findpeaks (MATLAB®) e somente
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foram considerados aumentos superiores ao valor da média total do sinal + 3

desvio-padrao, com duragdo minima de 30 ms.

12.3 ANALISE DE SIMILARIDADE

Utilizamos a correlagdo de Pearson para analisar o quao semelhantes s&o os
sinais de dois registros ao longo do tempo. Ela oferece uma indicagdo da relagao
linear entre os dados amostrados em uma escala que varia entre -1 (sinais
negativamente correlacionados), 0 (sinais nao correlacionados) até 1 (sinais
perfeitamente correlacionados), e pode ser utilizada como um indicador de sincronia
(COHEN; KOHN, 2011).

Para realizar a comparacgao par a par das areas de interesse foi necessario
fazer uma reducdo no numero de pontos do sinal (Figura 50). Para cada janela de
analise foi gerada uma matriz de correlagdo de 16x16 canais (4 por area) com
valores de p de Pearson. Em seguida, dentro de cada conjunto de 4 canais de uma
mesma regiao, foi feita a mediana dos valores de p por canal, reduzindo assim uma
matriz de 4x4 a 4 valores principais. Como todos os 4 valores principais equivalem a
uma mesma regiao e nos interessa a comparagao entre as diferentes estruturas,
uma nova mediana foi feita desses valores, resultando em um valor de p por area de
interesse em cada janela de amostragem. A diagonal principal nao foi considerada
por representar os valores de correlacdo de cada canal com ele mesmo.

As combinagdes inter areas geradas foram: 1) amigdala direita — hipocampo
direito; 2) amigdala direita — hipocampo esquerdo; 3) amigdala direita — amigdala
esquerda; 4) hipocampo direito — hipocampo esquerdo; 5) hipocampo direito —
amigdala esquerda; 6) amigdala esquerda — hipocampo esquerdo. Também foram
calculadas as combinagdes intra area: 7) amigdala direita — amigdala direita; 8)
amigdala esquerda — amigdala esquerda; 9) hipocampo direito — hipocampo direito;

e 10) hipocampo esquerdo — hipocampo esquerdo.
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Figura 50: Esquema das etapas de reducdo do numero de pontos para o célculo da correlacdo de
Pearson ao longo do tempo a partir de uma matriz de 16x16. A primeira matriz compreende os
valores de todos os canais, combinados par a par. Em seguida, cada coluna das matrizes 4x4 de
cada area é reduzida a 1 ponto, resultando em 4 pontos e em seguida em 1 ponto por janela de

amostragem. A diagonal principal, ndo considerada nas analises (por ser igual a 1) foi representada
pela célula branca com um x na matriz de correlagéo.

Os parametros de janelamento para analise utilizado foram os mesmos
empregados no calculo de energia do sinal. Para o calculo foi utilizada a equagao
abaixo, onde X e Y s&o os sinais a serem correlacionados, X eY sdo a média de

cada sinal e i o intervalo da janela:
i=1(Xi—X) = (Y =-Y)
\/ X, (X — D)2, (Y - 7)2)
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12.3.1 Similaridade durante os eventos

Os eventos ictais identificados em 12.2 foram utilizados como janelamento
para analises de similaridade, assim como 5s antes e depois de cada evento,
correspondentes aos periodos pré-ictal e pds-ictal, respectivamente.

Para a analise de similaridade durante os eventos ictais, foram utilizadas as
correlacdes cruzadas entre areas e as autocorrelacées. Para cada combinagao de
canais foi calculado o coeficiente de determinagdo (quadrado do coeficiente de
Pearson - R?) e em seguida calculada a mediana para gerar as curvas de

correlacao.

12.4 IDENTIFICAGAO DOS PADROES ICTAIS

Para investigar as inter-relagdes entre as variaveis analisadas, utilizamos a
analise de componentes principais (do inglés Principal Component Analysis - PCA).
A andlise consiste em uma transformagao linear dos dados em que suas
componentes mais relevantes sao representadas nos eixos principais. No presente
trabalho, as componentes utilizadas foram os valores de correlagcdo de Pearson
encontrados nos periodos pré-ictal, ictal e pos ictal obtidos para os 10 pares de

comparacao . Para isso foi utilizada a fungéo pca (MATLAB®).
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13. RESULTADOS

113



13.1 IDENTIFICACAO DE EVENTOS EPILEPTIFORMES

13.1.1 Grupo controle

13.1.1.1 Animal C1

Na figura 51, temos a energia normalizada (z-score) de todos os canais
amostrados por area (A) e a correlagdo de Pearson para todos os pares de
comparagao utilizados ao longo do tempo (B) para o primeiro animal do grupo
controle.

No periodo basal, ndo sdo encontrados aumentos expressivos na energia do
sinal. Somente apds a injecao de acido cainico, vemos energias muito superiores a
meédia do sinal, correspondentes ao eventos ictais.

Nesse animal, antes da inje¢cdo, vemos uma alta correlagdo entre os pares
amostrados, em especial nos pares intra-area (51B - 4 ultimos pares de regides)
entre os hipocampos esquerdo e direito (51B - HipD-HipE). Apds a injegao de acido
cainico, sao observadas correlagdes negativas (marcagdes em azul) nas areas que
envolvem o hipocampo esquerdo durante as crises.
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Figura 51: Energia normalizada e correlagao de Pearson ao longo do tempo de registro do animal C1.
A: Energia normalizada (z-score): em x temos o tempo de registro, em y as areas amostradas e a
intensidade da energia foi representada pela escala de cores. Quanto mais préximo de amarelo,
maior a energia naquele instante de tempo. B: Correlagdo de Pearson para os 10 pares de
comparacao: em x temos o tempo de registro, em y os pares de areas correlacionados e o valor de p
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de Pearson foi representado pela escala de cor, sendo amarelo igual @ uma alta correlagédo positiva e
azul uma alta correlagdo negativa. A linha vertical sinalizada pela seta indica o inicio do periodo

pds-injecao.

13.1.1.1.2 Animal C2

No segundo animal do grupo controle, sdo observados aumentos na energia

do sinal apés a injecao de acido cainico (Figura 52A), correspondente aos eventos

ictais identificados.

Os valores de correlacdo aumentam visivelmente apds a inje¢ao em todos os

pares de area, em especial entre os dois hipocampos e nos pares intra-areas

(Figura 27B - 4 ultimos pares de areas).

A

amigdala
dirzita

Hiposcampo
esquerdo

Arnigdala
esquerda

B

Amig D-Hip D =
Amig.D-HipE |

Amid D-Amig E
Hip O-Hip E
Hip D-Amig E
Amig E-Hip E
Amig D-Amig D
Amig E-Amig E
Hig D-Hip D
Hip E-Hip E

Regides

L [T T

200

B00) 800
Tempa (s)

Corrdlagdo de Pearson
AN R | |'||
! |

| i

L | I NI T
600 800

Tempo (s)

1000

oW ey

L IR

1000

1200

11
1200

Figura 52: Energia normalizada e correlagao de Pearson ao longo do tempo de registro do animal C2.
Detalhes da imagem similar ao descrito na figura 51.

13.1.1.1.3 Animal C3

O animal C3 nao apresentou aumento de energia significativo apds a injecao

de acido cainico como pode ser observado na figura 53. As marcag¢des em amarelo

observadas na imagem de z-score s&o correspondentes a ruidos no registro.
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Figura 53: Energia normalizada (z-score) ao longo do tempo de registro do animal C3. Detalhes da
imagem similar ao da figura 51.

13.1.1.1.4 Animal C4

Na figura 54A temos a energia normalizada do registro do animal C4 ao longo
do tempo. Apds a injecdo € observado aumentos de energia correspondente aos

eventos ictais, claramente distinguiveis da atividade basal.

Em B temos a correlagdo de Pearson para os 10 pares de areas utilizados
para a comparagao. Apds a injecao temos um aumento de correlagdo durante os
eventos correspondentes ao aumento de energia em A, além do aparecimento de

correlagdes negativas nos pares AmyD-HipD, HipD-HipE e HipD-AmyE.
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Figura 54: Energia normalizada e correlagdo de Pearson ao longo do tempo de registro do animal C4.
Detalhes da imagem similar ao descrito na figura 51.
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13.1.1.2 Grupo estimulado

13.1.1.2.1 Animal E1
Na figura 55A temos a energia normalizada do animal E1 ao longo do tempo.

apos a injecao (indicada pela seta), temos a ocorréncia de eventos com aumento de
energia, identificados como ictais.

Em 55B, temos a correlagdo de pearson para os 10 pares analisados, ao
longo do tempo. As correlagdes intra-areas e entre os dois hipocampos

apresentaram o aumento mais expressivo apos a injegao.
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Figura 55: Energia normalizada e correlagéo de Pearson ao longo do tempo de registro do animal E1.
A: Energia normalizada (z-score): em x temos o tempo de registro, em y as areas amostradas e a
intensidade da energia foi representada pela escala de cores. Quanto mais préximo de amarelo,
maior a energia naquele instante de tempo. B: Correlagdo de Pearson para os 10 pares de
comparagao: em x temos o tempo de registro, em y os pares de areas correlacionados e o valor de p
de Pearson foi representado pela escala de cor, sendo amarelo igual a uma alta correlagéo positiva e
azul uma alta correlagcéo negativa. A seta indica o inicio do periodo pds-injecéo e as faixas em cinza
correspondem aos periodos de estimulagéo.

13.1.1.2.2 Animal E2

Em 56A temos a energia normalizada do animal E2. Assim como nos demais

sujeitos experimentais, vemos um aumento de energia apds a injecdo, que
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correspondem as crises. Na analise de correlagdo de Pearson para os 10 pares de
comparagdes entre areas, vemos que a correlagdo aumenta expressivamente em

todas as areas apos a inje¢ao, e mais ainda apos o estimulo durante a crise.
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Figura 56: Energia normalizada e correlagéo de Pearson ao longo do tempo de registro do animal E2.
Detalhes da imagem similar a legenda da figura 55.

13.1.1.2.3 Animal E3

Na figura 76A, temos a energia normalizada do animal E3 ao longo de todo o
tempo de registro. Apds a injegdo de acido cainico, sinalizado pela seta, temos a
emergéncia de periodos com energias maiores que as encontradas no basal,
identificados como eventos ictais.

Em B, temos que a correlagdo entre os pares de comparacdo também

aumentou apos a injegao de acido cainico.
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Figura 57: Energia normalizada e correlagdo de Pearson ao longo do tempo de registro do animal E3.
Detalhes da imagem similar a legenda da figura 72.

13.1.1.2.3 Animal E4

Na figura 79A temos a energia normalizada do animal E4 ao longo do tempo
de registro. Observamos pronunciado aumento em eventos apoés a inje¢ao de acido
cainico, identificados como ictais.

Na correlagcdo, temos um aumento de correlagdo nos pares AmyD-AmyE,
AmyD-AmyD e AmyE-AmyE apds a injegdo. Depois do segundo estimulo, todos os
pares de regides apresentam valores de correlagdo maior do que antes da

estimulagao elétrica.
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Figura 58:Energia normalizada e correlagdo de Pearson ao longo do tempo de registro do animal E4.
Detalhes da imagem similar a legenda da figura 55

13.1.2 Identificagao dos picos de energia

Os picos de energia identificados na se¢do 13.1.1 foram utilizados para a
classificagao dos eventos ictais. Realizamos a correlagdo entre o0 método subjetivo
de identificagdo visual utilizado na clinica médica com o método objetivo de
identificacdo automatica aplicada na dissertagéo (Figura 59).

Em ambos os grupos a correlagao foi bem alta, com valores de p maiores
que 0,993, o que nos indica uma relacdo linear entre os dados e uma alta

confiabilidade na identificagdo dos eventos.
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Figura 59: Correlacdo entre os eventos ictais identificados visualmente e utilizando os picos de
energia no sinal. Valores de p estao representados na figura. A: grupo controle. B: Grupo estimulado.

13.2 ANALISE DE SIMILARIDADE POR EVENTO

Para compreender as dindmicas dos diferentes padrdes de crise encontrados
nos animais, realizamos analises de similaridade dos eventos ictais de cada animal,

utilizando como referéncia os periodos definidos no capitulo 2.
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13.2.1 Grupo Controle

13.2.1.1 Animal C1

No capitulo 2, foi identificado dois padrées de crise no animal C1, de acordo
com as areas envolvidas em cada evento. O primeiro padrao corresponde a crises
que iniciam sua atividade no hipocampo direito e s&o vistos disparos na amigdala
direita e no hipocampo esquerdo instantes depois, sem o recrutamento da amigdala
contralateral.

Nas trés areas envolvidas, € observado um aumento significativo na energia
do sinal durante o periodo ictal (Figura 60 1b, 2b e 3b). A correlagdo entre os
canais de cada area (correlagéo intra) aumentam na amigdala e hipocampo direito
(Figura 60 1c, 2c) enquanto no hipocampo contralateral, € observada uma
diminuic&do do valor de R? durante a crise (Figura 60 3c).

Na amigdala esquerda, ndo foi observado disparos ictais (Figura 60 4a) nem
aumento de energia (Figura 60 4b). A correlacao entre os eletrodos dessa area

apresentou uma leve diminuicdo durante o periodo analisado (Figura 60 4d).

C1_01 - Amigdala Direita

La 4000 —_
= mﬂg-,,—_ﬂ UL LLILLL
= 2000 — I X
-4ou1u E— L
T o L Lill
2T T~ LS L e e f T
3 The— B S _ — -
B 700 Inicic. 750 Fim 800
1.b

w4— e o

§o | e = e p——

N —| e e ,7/—-:;"" = 820
o —

3 4

680 700 Inicie 740 760 Fim 800 820

122



C1_01 - Hipocampo Direito
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C1_01 - Amigdala Esquerda
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Figura 60: Analise de energia e similaridade durante o primeiro padrédo ictal do animal C1. Subfiguras
foram identificadas por numeros, referentes as éareas analisadas, sendo 1: Amigdala direita, 2:
Hipocampo direito, 3: Hipocampo esquerdo e 4: Amigdala esquerda; e letras de acordo com a analise
realizada. a: Registro do periodo ictal. No eixo x temos o tempo, com um periodo pré e pés crise, em
y 0s canais referentes a area e em z a amplitude do sinal. b: energia normalizada do periodo. em x
temos os canais referentes a area analisada, y o valor de z-score e z 0 eixo do tempo. c¢: Andlise de
correlacdo entre os canais da area analisada. Em x temos o eixo tempo. Em vy, a linha 1 representa
os valores do coeficiente de correlacdo entre o primeiro canal em relagdo aos demais, 2 do segundo
canal em relagdo aos demais, e assim por diante, ao longo do tempo. A escala de cor em indica o
valor do R?, sendo vermelho o maximo e azul o minimo. d: Em x temos a escala de tempoeemy a
mediana do valor do coeficiente de correlagao para todos os canais pertencentes a area.

Nas analises de correlacdo entre-areas, vemos um aumento expressivo na
similaridade do sinal entre a amigdala direita e o hipocampo esquerdo durante o
periodo de crise (Figura 61, azul escuro). Entre a amigdala direita e amigdala
esquerda (Figura 61, amarelo), hipocampo direito e hipocampo esquerdo (Figura 61,
roxo) e hipocampo direito e amigdala esquerda (Figura 61, verde), € observado um
pequeno aumento, durante o ictus. Ja nos pares amigdala direita e hipocampo
esquerdo (Figura 61, laranja) e amigdala esquerda e hipocampo esquerdo (Figura
61, azul claro) ndo vemos nenhuma variagdo nos valores de R? antes, durante e

depois do ictus.
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Figura 61: Andlise de correlagéo inter-areas do primeiro padréo de crise identificado no animal C1.
Em todos os graficos, no eixo x temos o tempo do registro e em y os valores do coeficiente de
correlagao, que variam de 0 (nada correlacionado) a 1 (completamente correlacionado). Em
azul:comparacdo entre a amigdala direita e o hipocampo esquerdo; laranja: amigdala direita e
hipocampo esquerdo; amarelo: amigdala direita e amigdala esquerda; roxo: hipocampo direito e
hipocampo esquerdo; verde: hipocampo direito e amigdala esquerda e azul claro: amigdala esquerda
e hipocampo direito.
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No segundo padrdo de crise identificado, todas as areas amostradas foram
recrutadas. Isso pode ser observado pelo padrao de disparo apresentado no registro
e pelo aumento de energia normalizada durante o periodo ictal (Figura 62: 1a e b,
2a e b, 3ae b, 4aeb). Opadrao do coeficiente de correlagao de todas as areas ao
longo do tempo foi similar, com bursts de correlagdo alta pouco antes do inicio do
evento, uma diminuicdo dos valores no inicio da crise € um aumento novamente
préximo ao fim do evento (Figura62 1ce d, 2c e d, 3c,d e 4c e d)
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C1_02 — Amigdala Esquerda
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Figura 62: Analise de energia e similaridade durante o segundo padréo ictal do animal C1. Detalhes
sobre a imagem na legenda da figura 60.

As correlagdes inter-areas durante o segundo padrao de crise encontrado no animal
C1 apresentaram comportamentos muito similares em todos os pares analisados,
com alta correlagdo pouco antes do inicio da crise, um retorno aos valores basais
durante os primeiro segundos ictais € um novo aumento préximo ao fim do evento
(Figura 63).
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Figura 63: Analise de correlacado inter-areas do segundo padréo de crise identificado no animal C1.
Detalhes sobre a imagem na legenda da figura 61.

Observando as analises de componente principal (PCA) dos dois tipos de crise

encontrado no animal C1 (Figura 64), que resume os resultado encontrados nas
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analises de similaridade durante os eventos, claramente sdo vistos dois padrdes
distintos de comportamento de crise, assim como foi identificado na caracterizagao

visual no capitulo 2. Mais detalhes dessa analise serao apresentados na secéo 13.3

Crise 1 Crise 2

PC3

PC2 S PC1

Figura 64: Analise de componentes principais do animal C1 durante as crises C1_01 e C1_02. Nos
eixos, temos as trés componentes utilizadas para a separacédo dos padrdes. Os pontos azuis
correspondem ao periodo pré-ictal, laranja ictal e verde pos-ictal. Note como os padrbes de
comportamento dos pontos sao diferentes nas duas crises.

13.2.1.2 Animal C2

No segundo animal do grupo controle foi encontrado somente um padrao de
crise, que acometeu o local da injegdo sem o aparecimento de disparo ictais nas
demais areas amostradas, como pode ser observado na figura 65. Nela, somente
observamos alteragdes de energia no hipocampo direito. Esse padrao, identificado
visualmente no capitulo dois, foi evidenciado pelas andlises de similaridade
realizados, onde nao é observado aumento no valor do coeficiente de correlagcao

entre os pares de areas analisados durante a crise (Figura 66).
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Figura 65: Andlise de energia e similaridade durante o padrdo ictal identificado no animal C2.
Detalhes sobre a imagem na legenda da figura 60.
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Figura 66: Analise de correlagéo inter-areas no padréo de crise identificado no animal C2. Detalhes
sobre a imagem na legenda da figura 61.
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13.2.1.3 Animal C4

O animal controle C4 também sé apresentou um padrao de crise, em que
todas as areas apresentam disparos ictais. Isso € evidenciado ao se observar as
partes a e b da figura 67. As correlagdes intra-area ndo apresentaram um padrao

claro entre as areas analisadas (partes c e d da figura 68).
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C4_03 — Hipocampo Esquerdo
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Figura 67: Andlise de energia e similaridade durante o padréo ictal identificado no animal C4.
Detalhes sobre a imagem na legenda da figura 60.

As analises de similaridade inter-areas também nao apresentaram um padrao
claro entre todos os pares de comparagdo e em geral ndo apresentaram um
aumento durante a ocorréncia do evento ictal. Somente foi visto valores mais altos
de correlagdo no par HipD-AmyE (em verde na figura 68). No periodo pds ictal,

todos os pares analisados apresentaram um ligeiro aumento nos valores de R2.
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Figura 68: Analise de correlacéo inter-areas do padrao de crise identificado no animal C4. Detalhes
sobre a imagem na legenda da figura 61.
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13.2.2 Grupo estimulado

13.2.2.1 Animal E1

Foram encontrados quatro padrbes de crise para o animal E1 no capitulo 2, de
acordo com o recrutamento das areas registradas.

O primeiro padrdao de crise foi 0 que acomete somente o hipocampo direito.
Observamos as analises de energia e correlagao intra-area, vemos somente no hipocampo
direito um aumento de energia substancial (Figura 69, 2a e b). As analises de correlagao
intra-area demonstram valores proximos de um nas estruturas que se encontram no
hemisfério direito, e valores menores nas do hemisfério esquerdo (Figura 69, 1b e ¢, 2b e c,

3bec,4bec).
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Figura 69: Andlise de energia e similaridade durante o primeiro padrao ictal identificado no animal E1.
Detalhes sobre a imagem na legenda da figura 60.

As analises de correlacdo inter-areas ndo demonstram um aumento
substancial durante o evento ictal, porém as areas AmyD-HipE (Figura 70, laranja) e
HipD-HipE (Figura 70, roxo) apresentam valores de correlagdo maiores que 0s

demais durante todo o periodo amostrado.
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Figura 70: Analise de correlagéo inter-areas do primeiro padréao de crise identificado no animal E1.
Detalhes sobre a imagem na legenda da figura 61.

No segundo padrdo de crise identificado no animal E1 os disparos ictais
foram encontrados na amigdala direita e no hipocampo esquerdo, sem atividade

ictal na amigdala contralateral e atividade semelhante a disparos ictais no
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hipocampo direito (Figura 71, 1a, 2a, 3a e 4a). As analises de correlagdo intra-area
do segundo tipo de crise apresentou um comportamento similar ao encontrado no
primeiro, com valores de correlagdo muito altos nas estruturas localizadas no
hemisfério direito (Figura 71 1c e 1d, 2c e 2d) do que nas do hemisfério esquerdo
(Figura 70 3c e 3d, 4c e 4d).
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Figura 71: Analise de energia e similaridade durante o segundo padrao ictal identificado no animal
E1. Detalhes sobre a imagem na legenda da figura 60.

Na andlise de correlacdo inter-areas, vemos um aumento no valor de R durante a
crise somente no par AmyD-HipE (Figura 72, laranja).
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Figura 72: Analise de correlagéo inter-areas do segundo padréo de crise identificado no animal E1.
Detalhes sobre a imagem na legenda da figura 61.

O terceiro padrao de crise encontrado no animal E1 foi aquele em que os

disparos ictais sdo encontrados em todas as areas amostradas (Figura 73 1a, 2a, 3a
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e 4a). Novamente, os valores de correlagdo intra-area foram muito proximo de 1 nas
estruturas localizadas no hemisfério direito durante todo o tempo amostrado, o que

nao acontece nas do hemisfério esquerdo (Figura 73 1d, 2d, 3d e 4d).
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Figura 73: Anadlise de energia e similaridade durante o terceiro padrao ictal identificado no animal E1.
Detalhes sobre a imagem na legenda da figura 60.

As analises de correlacao inter-areas do terceiro padrdo de crise encontrado
no animal E1 apresentou comportamento similar entre todos os pares analisados,
com um aumento do valor de R*> em torno de 1800s. Novamente os pares
AmyD-HipE (Figura 74 laranja) e HipD-HipE (Figura 74 roxo), tiveram valores de
coeficiente de correlagdo maior do que os demais pares analisados durante todo o

periodo de analise.
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Figura 74: Analise de correlagéo inter-areas do terceiro padrao de crise identificado no animal E1.
Detalhes sobre a imagem na legenda da figura 61.

O ultimo padrao de crise encontrado no animal E1 tinha como caracteristica a
existéncia de disparos ictais na amigdala direita, hipocampo direito e hipocampo

esquerdo, sem recrutamento da amigdala contralateral (Figura 75 1a, 2a, 3a e 4a).
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Os valores de correlagao intra-areas, assim como nos demais padroes,
apresentou valores maiores nas estruturas do hemisfério direito do que no esquerdo
(Figura 75 1d, 2d, 3d e 4d).
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Figura 75: Anadlise de energia e similaridade durante o quarto padréo ictal identificado no animal E1.
Detalhes sobre a imagem na legenda da figura 60.

Nas analises de similaridade inter-areas do quarto padrao de crise do animal E1,
vemos um aumento nos valores de R? durante a crise somente nos pares
AmyD-HipD (Figura 76 azul escuro), AmyD-HipD Figura 76 laranja) e HipD-HipE
(Figura 76 roxo).
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Figura 76: Analise de correlagao inter-areas do quarto padréo de crise identificado no animal E1.
Detalhes sobre a imagem na legenda da figura 61.

Observando a analise de componente principal do animal E1, nas quatro crises
demonstradas nessa secao, € possivel confirmar que os padrées de comportamento das
crises sao distintos entre si (Figura 77). Mais detalhes dessa andlise serao apresentados no
item 13.1.
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Crise 1 Crise 2

Figura 77: Andlise de componentes principais do animal E1 durante as crises E1_01, E1_02, E1 03 e
E1 _06. Nos eixos, temos as trés componentes utilizadas para a separagédo dos padrées. Os pontos
azuis correspondem ao periodo pré-ictal, laranja ictal e verde pds-ictal. Note como os padrdes de
comportamento dos pontos sao diferentes nas quatro crises.

13.2.2.2 Animal E2

O segundo animal pertencente ao grupo estimulado (E2) apresentou somente
um comportamento de crise em que os disparos ictais sao encontrados no
hipocampo direito e esquerdo e na amigdala direita, sem o recrutamento da
amigdala contralateral (Figura 78 1a e 1b, 2a e 2b, 3a e 3b, 4a e 4b). As analises de
correlagao intra-area tiveram um padrao diferente do encontrado nos demais
animais, com diminuicdo dos valores de R? durante o periodo ictal na amigdala

direita e no hipocampo esquerdo (Figura 78 1c e 1d, 3c e 3d).
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Figura 78: Analise de energia e similaridade durante o padrdo ictal identificado no animal E2.
Detalhes sobre a imagem na legenda da figura 60.

A anadlise de correlagdo inter-areas do animal E2 evidenciou uma maior
correlagao entre os pares que envolvem a amigdala direita e o hipocampo (Figura
79 AmyD-HipD e AmyD-HipE).
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Figura 79: Analise de correlagdo inter-areas do padréo de crise identificado no animal E2. Detalhes
sobre a imagem na legenda da figura 61.
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13.2.2.3 Animal E3

O primeiro padrao de crise encontrado no animal E3 foi o que os disparos
ictais foram encontrados somente no local da inje¢cdo. Assim, somente no
hipocampo direito foram vistos aumento no valor do z-score durante a atividade
epileptiforme (Figura 80 1a e 1b, 2a e 2b, 3a e 3b, 4a e 4b). Nas analises de
correlagado intra-area, somente foi observado altos valores de R? (superiores a 0,6)
no hipocampo direito ao fim da crise e nas amigdalas durante a maior parte do
periodo analisado (Figura 80 1c e 1d, 2c e 2d, 3c e 3d, 4c e 4d).
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Figura 80: Analise de energia e similaridade durante o primeiro padrao ictal identificado no animal E3.
Detalhes sobre a imagem na legenda da figura 60.

Nas analises de correlacdo inter-areas, os valores encontrados antes,
durante e depois das crises foram relativamente baixos para todos os pares. Porém,
mesmo sem aumento substancial, as areas que apresentaram valores maiores de

R2 foram as que envolveram o hipocampo direito (Figura 81).
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Figura 81: Analise de correlagéo inter-areas do primeiro padréo de crise identificado no animal E3.
Detalhes sobre a imagem na legenda da figura 61.

O segundo padrao de crise encontrado no animal E3 foi o que os disparos

ictais foram encontrados em todas as areas amostradas. Essa crise ocorreu muito
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proxima ao estimulo, o que fez com que uma parte dos resultados tenha sido
influenciado pela estimulagao elétrica. Porém, antes dessa interferéncia € possivel
observar a existéncia do disparo nas 4 areas, além do aumento de energia e
correlacéo durante a crise (Figura 82)
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Figura 82: Analise de energia e similaridade durante o segundo padrao ictal identificado no animal
E3. Detalhes sobre a imagem na legenda da figura 60.
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Figura 83: Analise de correlagéo inter-areas do segundo padréo de crise identificado no animal E3.
Detalhes sobre a imagem na legenda da figura 61.
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A PCA durante a crise do animal E3 também evidencia os distintos padroes
encontrados no capitulo 2 (Figura 84). Mais detalhes dessa analise sdo vistos na

secao 13.1.

Crise 2 Crise 4

08
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PC3
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0.6

0.8

Figura 84: Analise de componentes principais do animal E3 durante as crises E3_02 e E3_04. Nos
eixos, temos as trés componentes utilizadas para a separagdo dos padrdes. Os pontos azuis
correspondem ao periodo pré-ictal, laranja ictal e verde péds-ictal. Note como os padrées de
comportamento dos pontos sao diferentes nas quatro crises.

13.2.2.4 Animal E4

O dultimo animal pertencente ao grupo estimulado (E4) apresentou somente
um padrao de crises ao longo do tempo de registro, em que os disparos ictais foram
encontrados em todas as areas amostradas. Em todas as areas foi observado um
aumento de energia durante o periodo ictal (Figura 85 1a e 1b, 2a e 2b, 3a e 3b, 4a
e 4b). As correlagbes intra-areas apresentaram comportamento similar entre as
areas, com valores maiores de R? mais proximo do fim da crise. Assim como
observado nos demais animais desse grupo, as amigdalas apresentaram altos

valores de correlagéo intra-area (Figura 85 1c e 1d, 2c e 2d, 3c e 3d, 4c e 4d).
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Figura 85 Analise de energia e similaridade durante o padrdo ictal identificado no animal E4. Detalhes
sobre a imagem na legenda da figura 60.

As correlagbes inter-areas tiveram comportamento similar entre todos os
pares analisados, com valores de R? caindo abruptamente apds o fim da crise. Os
pares que apresentaram maiores valores de correlagdo foram AmyD-AmyE (Figura

83 amarelo), HipD-HipE (Figura 86 roxo) e AmyE-HipE (Figura 86 azul claro)
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Figura 83: Analise de correlacao inter-areas do padréo de crise identificado no animal E4. Detalhes
sobre a imagem na legenda da figura 61.
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13.3 IDENTIFICAGAO DOS PADROES ICTAIS

13.3.1 Grupo Controle

13.3.4.1 Animal C1

Utilizando a analise de componentes principais, obtivemos uma combinagao
das variaveis em padrdes, que distinguem os diferentes comportamentos de crise.

No animal C1, é possivel observar que o padrao de comportamento das
componentes principais durante o periodo pré-ictal e pdés ictal (azul e verde,
respectivamente) se sobrepdem na maioria das crises (Figura 87, crises 1, 2,3,4, 5,
6, 7 e 9). Porém, durante a crise (laranja), vemos que os pontos se aglutinam em
dois clusters distintos na maioria dos eventos ictais (Figura 87, crises 2, 5,7, 8 € 9)

a

Crise 1 Crise 2 Crise 3

Figura 87: Andlise das componentes principais dos eventos ictais do animal C1. Os eixos
representam os 3 componentes principais de maior peso na crise avaliada. Os pontos azuis

representam o periodo pré-ictal, os laranjas o periodo ictal e os verdes o periodo pés ictal.
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13.3.4.2 Animal C2

Na andlise das caracteristicas das crises do animal C2 foram encontrados
dois comportamentos distintos. O primeiro compreende a maior parte das crises e &
0 que os pontos que definem os periodos pré, durante e pds ictus se sobrepdem,
nao parecendo existir muita diferenca entre a posicdo que eles ocupam no plano
(Figura 88, crises 1, 3, 4, 5, 6, 7). O segundo tipo € aquele em que a crise apresenta
um comportamento muito distinto do padrao pré e pods ictal (Figura 88, crises 2, 8 e
9).
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Figura 88: Analise das componentes principais dos eventos ictais do animal C2. Detalhes da
representagao na legenda da figura 87.
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13.3.4.3 Animal C4

No ultimo animal do grupo controle, tempos os crises agrupadas em 2
padroes distintos. O primeiro € o que ocorre na maioria, em que 0s pontos
correspondentes a crise estdo bem proximos, formando um cluster Unico e
claramente distinguivel dos periodos pré e pos ictal (Figura 89, crises 1, 3, 4, 5 e 6).
O segundo comportamento é o que ocorre nas crises 2, 7 e 8 em que o0s pontos
correspondentes ao periodo ictal se encontram mais distribuidos pelo plano, sem

formar um cluster bem definido.

Crise 1 Crise 2 Crise 3

Figura 89: Analise das componentes principais dos eventos ictais do animal C4. Detalhes da
representacao na legenda da figura 87.
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13.4.2 Grupo estimulado

13.3.4.1 Animal E1

As crises do animal E1 antes do estimulo foram agrupadas em trés padrdes
distintos, de acordo com o nivel de clusterizagdo. O primeiro € 0 que ocorre nas
crises 1, 4, 5, 6 e 9 em que é possivel ver a separagao dos pontos correspondentes
a crise em dois clusters distintos, claramente distinguivel dos periodos pré e pos
ictais (Figura 90). O segundo padréao é visto nas crises 2 e 8, onde o pontos laranjas
(correspondentes a crise) se acumulam no centro do plano, formando um cluster
unico. O ultimo padrdo é o que ocorre nas crises 3 e 7, onde nao é possivel
observar a formacdo de um ou mais clusters e os pontos correspondentes ao

periodo ictal se sobrepde aos do pré e pos ictal.

Crise 1 Crise 2 Crise 3

Pc2 i " e PC2 e PC1 PC2 Bl PC1

Figura 90: Analise das componentes principais dos eventos ictais do animal E1, antes do primeiro
ES. Detalhes da representagao na legenda da figura 87.
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Apos a estimulagao elétrica os pontos correspondentes a crise se sobrepde

aos dos periodo pré e pos ictal, sem a ocorréncia de clusterizagao.

Crise 11 Crise 12

Crise 13 o Crise 14

Figura 91: Analise das componentes principais dos eventos ictais do animal E1, apds o ES.
Detalhes da representacéo na legenda da figura 87.

13.3.4.1 Animal E2

Antes do estimulo elétrico as crises do animal E2 se distinguem em dois padrées. O
primeiro compreende as crises 1, 3 e 5, em que € observado que os pontos
correspondentes ao periodo ictal tendem a se acumular em dois clusters distintos
(Figura 92). Ja no segundo padrao, presente nas crises 2 e 4, ndao é possivel
observar um agrupamento bem definido dos pontos correspondentes ao periodo

ictal.
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Crise 1 Crise 2 Crise 3

Crise 4 Crise 5

Figura 92: Analise das componentes principais dos eventos ictais do animal E2, antes do ES.
Detalhes da representagéo na legenda da figura 87.

Apos o estimulo elétrico as crises continuam apresentando dois padrdes de
comportamento de suas variaveis (Figura 93). Na crise 8, os pontos

correspondentes aos 3 periodos pre, pds e ictal se sobrepdéem enquanto na crise 9,

temos um comportamento mais disperso.

Crise 8 Crise 9

Figura 93: Analise das componentes principais dos eventos ictais do animal E2, apds o ES. Detalhes
da representacao na legenda da figura 87.
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13.3.4.1 Animal E3

O animal E3 apresenta um padrao de crise antes do estimulo, em que os
pontos correspondentes aos periodos pré, pos e ictal se sobrepbéem, sem a
formacao de clusters bem definidos.

Crise 1 Crise 2 Crise 3

Figura 94: Analise das componentes principais dos eventos ictais do animal E3, antes do ES.
Detalhes da representagéo na legenda da figura 87.
Apods o estimulo elétrico s6 fomos capazes de registrar uma crise, resultando

assim em um unico padrao.

Crise 5
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02

PC3
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0.8 -

Figura 95: Analise das componentes principais dos eventos ictais do animal E3, apés o ES. Detalhes
da representacéo na legenda da figura 87.

13.3.4.1 Animal E4

O dltimo animal do grupo estimulado apresenta um comportamento de duas
variaveis antes do estimulo, em que os pontos correspondentes aos trés periodos se

sobrepbem, sem uma tendéncia clara a clusterizagéo.
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Crise 1 Crise 2

Figura 96: Analise das componentes principais dos eventos ictais do animal E4, antes do ES.
Detalhes da representagéo na legenda da figura 87.

Apos o estimulo elétrico o padrao dos pontos correspondentes ao periodo
ictal (laranja) muda, sendo possivel observar a formagao de dois clusters distintos
(Figura 97).

Crise 6 Crise 7

Figura 97: Analise das componentes principais dos eventos ictais do animal E4, apés o ES. Detalhes
da representacéo na legenda da figura 87.
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14. DISCUSSAO
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14.1 IDENTIFICAGAO DE EVENTOS EPILEPTIFORMES

Como forma de assegurar a confiabilidade das identificagcdes de eventos
ictais realizada no capitulo 2, retirando as subjetividades existentes nos protocolos
que dependem somente da visualizagdo do experimentador, utilizamos a fungao
findpeaks (MATLAB ®) para identificar as crises a partir dos picos de energia.

Durante a atividade ictal, temos um aumento de sincronismo e de
excitabilidade local e a combinacao desses dois fatores faz com que a energia do
sinal aumente, destoando da atividade basal, como observado em todos os animais,
com excegao do animal C3 (Figuras 51-58A). O z-score desse animal confirmou o
que foi observado na analise visual do registro (capitulo 2), ndo sendo encontrado
aumento de energia significativo e consequentemente nenhum evento ictal.

Obtivemos uma relagao linear entre as duas formas de identificagdo com
valores de p muito préximos de 1, demonstrando que a classificacdo visual dos
eventos foi feita de forma correta e ambas as determinacdes puderam ser utilizadas
paras as andlises seguintes. E interessante ressaltar que o objetivo da identificacéo
utilizando o findpeaks nao era automatizar o processo e sim confirmar de forma
objetiva os achados pelo método visual. As metodologias que tém sido
desenvolvidas com esse propdsito utilizam diversas outras caracteristicas do sinal
além da energia (SHARMILA, 2018). Um fator preponderante do sucesso de utilizar
somente o parametro Z-score da energia do sinal na detecgéo objetiva das crises foi
a excelente relacdo sinal/ruido que obtivemos com os chips da INTAN e nosso

desenho de capacete/conector.

14.2 ANALISE DE SIMILARIDADE

Realizamos analises de similaridade do registro como um todo para comparar
as dindmicas existentes antes e depois da inje¢do de acido cainico.

Nos dois primeiros animais do grupo controle, vemos uma grande correlagao
indiscriminada entre todas as combinacdes. Acreditamos que isso pode ter sido

causado pela maior presencga de ruido nesses animais do que nos demais. Como os
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ruidos ocorrem em todos os canais amostrados simultaneamente, o valor de
correlacao tende a 1.

Em todos os animais, independente do grupo experimental, temos os maiores
valores de p de pearson nas comparacgoes intra-areas . Esse padrao era o esperado
ja a probabilidade de correlagdo para quatro pontos de uma mesma area € maior
quando comparado aos de areas distintas. Contudo, fica nitido que a correlagao
HipD-HipD aumenta apds a injecdo de AK, como se esperaria de uma
hiperconectividade local devido ao foco epiléptico. No mais, o grupo estimulado
apresenta um aumento significativo de correlagdo entre AmyD-AmyD e,
posteriormente, hiperconectividade contralateral. Uma analise estatistica inter-grupo
exige um n-amostral maior, que completaremos para a publicagdo do artigo.

As correlagdes inter-areas apresentam bastante variagdo entre os animais,
provavelmente fruto dos diferentes comportamentos que eles poderiam estar
realizando na caixa durante o protocolo de registro. A porcdo basolateral do
complexo amigdaldide apresenta alta conectividade inter-hemisférica (SCHMITT et
al., 2012), assim como CA3 (WITTER, 2007). Além disso, a BLA apresenta outputs
para CA3. Assim, as areas amostradas naturalmente ja apresentam uma alta
interconectividade o que propicia os altos valores de correlagdo encontrados em

alguns dos animais.

14.3 ANALISE DE SIMILARIDADE POR EVENTO

As analises de energia e similaridade realizadas por evento ictal confirmaram
os resultados observados no capitulo 2, reforcando a existéncia de padrdes
distintos de crises, com comportamentos de energia e correlagdes intra e
inter-areas que se diferenciam entre eles.

Nos animais de ambos os grupos, vemos um aumento da conectividade entre
amigdala e hipocampo apoés a injegao de acido cainico.

Essas areas apresentam uma forte conectividade, amplamente reconhecido
na clinica. Em muitos casos de cirurgia de retirada de foco em TLE, sao feitas
concomitantemente ressecgdes seletivas da amigdala, com melhores resultados na
eliminacao das crises (ALONSO-VANEGAS et al., 2018; WEST et al., 2019).
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14.3.1 Grupo Controle

A dinamica de energia dos animais pertencentes ao grupo controle seguiu o
esperado, com aumento progressivo de energia demonstrado pelas curvas de
Z-score durante o periodo ictal somente nas areas envolvidas na atividade
epileptiforme. No final das crises, os disparos tendem a ficar mais esparsos, com
uma diminuigéo visivel na frequéncia, porém com amplitudes ainda altas. Esse é o
padrao de evolugdo de crises de lobo temporal, tendo sido descrito tanto em
pacientes (ENGEL, J., 2001) quanto em modelos experimentais (LI et al., 2018).

As correlagbes intra-areas também possuem um padréo geral com aumento
nos valores de R? durante o periodo ictal em todas os eventos dos animais desse
grupo. Somente nao é visto esse comportamento em crises em que nem todos os
canais da area analisada foram recrutados (ex: C1_01, hipocampo esquerdo) ou
quando a presenga de canais ruidosos na regiao reduz a similaridade entre eles (ex:
C4_03, amigdala direita, hipocampo direito e esquerdo).

As correlagdes inter-areas tendem a ser maiores nos pares que sao
encontrados em um mesmo hemisfério ou que correspondem a comunicagao
inter-hemisférica entre a mesma estrutura. Esse padrao faz sentido ao observar as
conexdes sinapticas entre essas areas, com alta interconectividade inter-hemisférica
entre as amigdalas (SCHMITT et al., 2012), entre as areas CA3 via comissura
(WITTER, 2007) e da amigdala basolateral para CA3 (PITKANEN et al., 2006).

14.3.2 Grupo estimulado

O comportamento da energia nos animais pertencentes ao grupo estimulado
€ semelhante ao encontrado no grupo controle, com aumento do valor do Z-score
durante o periodo ictal somente nas areas que apresentaram disparos
epileptiformes.

Porém em relacdo as correlagdes intra-areas, em todos os animais
pertencentes a esse grupo foram encontrados valores de R? da amigdala direita,
local da estimulagdo, muito altos (superiores a 0,8). Esse resultado € um indicio de
que o estimulo aplicado durante o periodo basal ndo seja indcuo no que diz respeito

a um estado de sistema mais hiper-acoplado.
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O protocolo de estimulagdo utilizado € o mesmo de outros projetos
desenvolvidos em nosso grupo de pesquisa e ja foi visto que o estimulo aplicado
durante o periodo basal ndo é capaz de modificar a gravidade, duragao, laténcia
para inicio das crises nem a distribuicdo das energias em um espectro de frequéncia
durante o periodo ictal (DE CASTRO MEDEIROS et al., 2018; MEDEIROS, D. C. et
al., 2014). Porém, anteriormente ndo foram analisados os impactos desse protocolo
na conexao local da area alvo. De acordo com os nossos dados, sugere-se uma
série de 2 minutos de estimulo durante o periodo basal faz com que exista um maior
acoplamentos nos circuitos locais.

Esse efeito da estimulagdo também é observado nas correlagdes inter-areas
em que na maioria dos eventos ictais dos animais estimulados, vemos os maiores
valores de R? nos pares que envolvem a amigdala direita. Esse aumento de
correlagao inter-hemisférica sugere novamente que o estimulo utilizado possui a
capacidade de modificar os padrées de conectividade durante a crise.

Nossa hipotese central foi a de que os disparos interictais agem como
promotores de conectividade em cérebros acometidos pela epilepsia e utilizamos a
estimulagcdo elétrica como um simulador desses disparos. Nossos resultados
indicam que esses eventos sincronizantes realmente modificam a conectividade
entre os circuitos associados a crise. Isso sugere que o tratamento visando apenas
inibir ou retirar o foco epiléptico pode ndo ser a melhor abordagem, tendo em vista a
capacidade de modificacdo que os disparos inter-ictais possuem no circuito.

Encarando a epilepsia como um problema dinamico, esses achados
corroboram a ideia de que os estados do sistema como um todo sdo determinantes
para a geragdao dos eventos epileptiformes onde fendbmenos que facilitam a
comunicagao entre areas podem agir como promotores da ocorréncia de disparos
fora do foco epiléptico inicial (CHVOJKA et al., 2019).

Partindo da premissa de que eventos plasticos ocorrem durante as crises,
sejam de curta duragdo via STDP (FELDMAN, 2012), ou longa duragado via
consolidagdo associada a crises (do inglés seizure-related consolidation) (BOWER
et al., 2015, 2017), esperaria-se que as areas envolvidas no desenvolvimento
cronico de crises seja diferente entre os animais dos dois grupos. Acreditamos que

esses eventos poderdo gerar, a longo prazo, crises que, além de recorrentes,
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tenham multiplos focos de origem, com maior espalhamento do que o esperado
para o grupo controle. Tal hipotese necessita da observagao desses animais apos o
periodo de laténcia para o inicio das crises e registro de diferentes ‘areas durante o

processo.

14.4 IDENTIFICAGAO DOS PADROES ICTAIS

Como uma forma de identificar a existéncia de padrdées de crise e de
diferengca entre os grupos controle e estimulados, realizamos a analise de
componentes principais.

Na maioria dos animais analisados, a PCA resultou em mais padroes de
comportamento de crise do que foram definidos pela identificacdo visual. Isso
ocorreu pois classificagao feita no capitulo 2, somente o formato dos disparos
epileptiformes e o numero de areas que foram recrutadas foram levadas em
consideragao para tal. Ja a PCA cruza as caracteristicas do registo, como amplitude
e a correlacdo dos diferentes pares de areas e contrasta com as caracteristicas dos
periodos pré e pos ictais. O somatorio desses fatores resulta em uma classificacao
mais refinada do que a simples observagao de eventos isolados.

Um comportamento interessante evidenciado pela PCA foi a de evolugao dos
tipos de crise. Em animais que apresentam mais de um padréao de comportamento
ictal, observa-se uma sucessao progressiva nesses padrdes, em que 0S primeiros
tipos nunca aparecem em momentos mais tardios do registro. Isso pode indicar que
ao longo da ocorréncia dos eventos ictais, os agrupamentos de neurbnios
envolvidos sofrem alteracdes, possivelmente envolvendo efeitos plasticos, e nao

retornam para o padréo inicial.

14.4.1 Grupo Controle

Todos os animais do grupo controle apresentaram dois comportamentos de
crise distintos, que diferem entre si de acordo com o nivel de clusterizagdo dos
pontos correspondentes ao periodo ictal. Porém, a distribuicio desses tipos de crise
nao se organiza em um padrado claro em relagdo a ocorréncia sucessiva dos

eventos ictais.
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14.4.1 Grupo Estimulado

As crises dos animais estimulados, antes do segundo protocolo de
estimulagdo, também se distinguem em 2 ou 3 comportamentos, agrupados pelo
nivel de clusterizacdo dos pontos referentes ao periodo ictal. Apds a estimulacgao,
temos uma mudanga visivel no comportamento dos pontos nos animais E1 e E4,
porém essa variagao nao € visivel nos demais animais do mesmo grupo.

Provavelmente, um numero maior de animais em cada um dos grupos se faz
necessario para a observagao desses padrdes ictais, especialmente pois 0 numero
de crises depois do estimulo no presente trabalho € muito restrito, tendo animais

com somente um evento ictal pos-Es.
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15. CONCLUSAO
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Fomos capazes de desenvolver os aparatos necessarios para a realizagao de
estimulos de pulsos programaveis e registros em diversas areas com 16
pontos de amostragem

Conseguimos reproduzir o modelo agudo de ictogénese por inje¢cao de acido
cainico intra hipocampal

Obtivemos registros de alta qualidade e longa duragao de animais durante a
crise em livre movimento

Os métodos de identificacdo de eventos ictais e visual e automatico sao
ambos eficientes

Os padrbées de comunicagao intra-area e inter-area dos animais pertencentes
ao grupo estimulado é distinto do grupo controle

O estimulo elétrico é capaz de aumentar o acoplamento de circuitos locais

Se faz necessario um aumento do n amostral para maiores conclusoes
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