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RESUMO

Introducédo: A epilepsia é caracterizada por alteragdes na excitabilidade e sincronia neuronais
que levam a distarbios na rede cerebral. Atualmente, cerca de um terco dos pacientes
apresenta farmacorresisténcia, de forma que a neuroestimulagdo tem sido utilizada como
tratamento adjuvante. Nesse contexto, a estrutura temporal do estimulo tem se mostrado
essencial para a eficacia terapéutica. O estimulo elétrico ndo periédico (ENP) tem mostrado
efeitos anticonvulsivantes significativos, fornecendo base para o desenvolvimento de estudos
em humanos. O estimulo acustico ndo peridédico (EANP) segue o padrao de criacdo do ENP e
apresenta resultados clinicos em pacientes com epilepsia refrataria. Objetivos: Avaliar 0s
efeitos do EANP em redes funcionais de sincronia cerebral em epilepsia refratéria, sob a
perspectiva dinamica; avaliar se houve uma alteracdo da conectividade funcional dindmica
apés o uso do tratamento com EANP; avaliar se houve um aumento do tempo de
sincronizacdo completa (TSC) apdés o tratamento. Metodologia: A partir dos registros
eletroencefalograficos (EEG) de pacientes com epilepsia refrataria, no periodo interictal,
foram geradas redes funcionais cerebrais (RFC), representadas através de grafos variantes no
tempo (GVT) e redes estaticas agregadas (REA), tendo como método de associacdo a
sincronizacdo por motifs e a utilizacdo de indices dindmicos, como o grau de conectividade
temporal, 0 TSC, hubs e distribuicdo dos pesos das arestas. O efeito do EANP foi avaliado
para a fase aguda (n = 11 pacientes) e até o quinto dia de estimulo (n = 8 pacientes).
Resultados: O grau de conectividade temporal apresentou diferencas significativas da linha
de base para o primeiro estimulo, com uma reducdo do seu indice, seguida por uma elevacao
significativa no quinto dia antes da nova estimulagdo. A distribuicdo dos pesos das arestas
mostrou reducdo das conexdes mais frequentes, no efeito agudo, e sua elevagéo ao quinto dia,
com manutencdo das arestas de maior peso, em todos os dias. O TSC mostrou tendéncias
opostas as da conectividade. Enquanto os hubs mais representativos, apresentaram
variabilidade na localizacdo, sem mostrar mudancas de conectividade ou quantidade de
sincronizacdo. Discussdo: Em conjunto, nossos resultados apontam para um efeito modulador
do EANP sobre a sincronia das redes cerebrais. O que pode ser visualizado atraves de: (i) um
efeito agudo de reducédo geral da conectividade; (ii) seguido por uma aparente habituacdo ao
estimulo; com (iii) manutencdo das conexdes mais importantes para todos os estados; e (iv)
alteracdo continua dos eletrodos hubs na rede, indicando uma provavel reorganizagdo. Além
de ocorréncia de alteragdes no TSC, relacionadas a dindmica da conectividade geral da rede.
Conclusdo: Nossos resultados mostraram que o EANP apresenta um efeito modulador da
sincronia cerebral e que a estrutura temporal do estimulo constituiu um fator preponderante
para tal. Novas avaliacbes sdo necessarias para verificar a variabilidade dos padrdes
topoldgicos de conexdo ao longo do tempo.

Palavras-chave: Epilepsia. Redes funcionais cerebrais. Conectividade temporal. Estimulo
acustico ndo periddico. Tempo de sincroniza¢do completa. EEG.
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ABSTRACT

Introduction: Epilepsy is characterized by changes in neuronal excitability and synchrony
that lead to disturbances in the brain network. Currently, about one third of patients have
pharmacoresistance, so that neurostimulation has been used as an adjuvant treatment. In this
context, the temporal structure of the stimulus has been shown to be essential for therapeutic
efficacy. The non-periodic electrical stimulus (NPS) has shown significant anticonvulsant
effects, providing a basis for the development of studies in humans. The non-periodic acoustic
stimulus (NPAS) follows the NPAS creation pattern and presents clinical results in patients
with refractory epilepsy. Objectives: Evaluate the effects of NPAS in functional networks of
cerebral synchrony in refractory epilepsy, from a dynamic perspective; assess whether there
was a change in dynamic functional connectivity after using NPAS treatment; assess whether
there was an increase in the time of complete synchronization (TCS) after treatment.
Methodology: From the electroencephalographic (EEG) records of patients with refractory
epilepsy, in the interictal period, functional brain networks (FBN) were generated, represented
by time-varying graphs (TVG) and aggregate static networks (ASN), using the association
method to synchronization by motifs and the use of dynamic indices, such as the degree of
temporal connectivity, the TCS, hubs and distribution of edge weights. The effect of the
NPAS was assessed for the acute phase (n = 11 patients) and up to the fifth day of stimulation
(n = 8 patients). Results: The degree of temporal connectivity showed significant differences
from the baseline for the first stimulus, with a reduction in its index, followed by a significant
increase on the fifth day before the new stimulus. The distribution of the edge weights showed
a reduction in the most frequent connections, in the acute effect, and its elevation at the fifth
day, with maintenance of the highest weight edges, every day. TCS showed trends opposite to
those of connectivity. While the most representative hubs, showed variability in location,
without showing changes in connectivity or amount of synchronization. Discussion:
Together, our results point to a modulating effect of the NPAS on the synchrony of brain
networks. What can be visualized through: (i) an acute effect of a general reduction in
connectivity; (ii) followed by an apparent habituation to the stimulus; with (iii) maintaining
the most important connections for all states; and (iv) continuous alteration of the electrodes
hubs in the network, indicating a probable reorganization. In addition to the occurrence of
changes in the TCS, related to the dynamics of general network connectivity. Conclusion:
Results showed that NPAS has a modulating effect on brain synchrony and that the temporal
structure of the stimulus was a major factor for this. Further assessments are needed to verify
the variability of topological connection patterns over time.

Keywords: Epilepsy. Functional brain networks. Temporal connectivity. Acoustic non-
periodical stimulation. Complete synchronization time. EEG.
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1 INTRODUCAO

O cérebro humano, em estado saudavel ou patoldgico, constitui um sistema complexo
dindmico, cujo padréo de conexdes se altera a partir de interagdes com o ambiente, flutuando
entre estados metaestaveis. Em pacientes epilépticos, esse sistema, pode ser estudado a partir
dos periodos durante e entre as crises epilépticas, periodos ictal e interictal, respectivamente,
com a variacdo entre esses estados dependente de perturbagdes internas e externas ao
sistemal?,

A presenca de descargas epileptiformes constitui uma perturbacdo ao sistema, estando
sua origem relacionada a alteracbes na atividade neuronal que desencadeiam
hiperexcitabilidade e hipersincronia, gerando distirbios na rede cerebral em ampla escala®?.
Tais distarbios levam a reducdo do processamento e a transferéncia de informacdo dentro da
rede, fatores fundamentais para processos cognitivos que se mostram alterados na doenga*®.

Atualmente, o principal tratamento para a doenca consiste na utilizacdo de drogas
antiepilépticas (DAES), que, teoricamente, reduzem a excitabilidade neuronal, através do
bloqueio de canais i6nicos, neurotransmissores ou proteinas de transporte®’. Embora esses
medicamentos revelem eficécia, cerca de 30% dos pacientes apresentam farmacorresisténcia
ou refratariedade®®, o que mostra a necessidade do desenvolvimento de alternativas
terapéuticas. Uma das principais alternativas para a epilepsia refrataria é a cirurgia para a
remocdo da zona epileptogénica, quando possivel sua identificagdo. Esse tratamento, contudo,
pode ndo resultar em controle absoluto das crises epilépticas®®. Outras terapias adjuvantes
compreendem o uso de dieta cetogénica’ e neuroestimulagio®.

Dentro do campo da neuroestimulacéo e, especificamente, da estimulacdo elétrica, sob
a forma de estimulo n&o periddico, aplicado a modelos animais, tém sido observados efeitos
anticonvulsivantes significativos vinculados a estrutura do estimulo, considerando sua
assincronia e o intervalo entre os pulsos, em lei de poténcia®!. Tem sido demonstrado que o
padrdo de ativacdo neuronal segue uma distribuicdo em lei de poténcia e que o cérebro
responde de modo eficaz a estimulos que seguem o padrdo natural*?. Além disso, a presenca

de aleatorizacdo do intervalo entre os pulsos, gerando uma auséncia de ritmo no estimulo”,

* Auséncia de ritmo do estimulo: comumente expresso como um estimulo arritmico, ou seja, que ndo apresenta
uma frequéncia temporal predominante. O termo, com frequéncia, ¢ utilizado como sinénimo de “aperiddico” e
“irregular” (ref. 84).
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produziria uma dessincronizagdo de redes epileptogénicas'!. Essas analises tém apontado para
o potencial de pesquisas futuras, em humanos, com o estimulo ndo periodico.

O estimulo acustico ndo periodico segue o protocolo de criacdo do estimulo ndo
periddico, no que diz respeito a sua assincronia, bilateralidade e distribuicdo em lei de
poténcia dos intervalos entre os pulsos, da trilha sonora, e foi proposto como tratamento
complementar para pacientes com epilepsia refrataria, com resultados clinicos em processo de
publicagdo (Lucena et al. Comunicagdo pessoal).”

Assim, considerando que a epilepsia € uma doenca dindmica caracterizada, em
esséncia, por distdrbios na sincronia cerebral’? e que o estimulo aclstico ndo periodico é
proposto como uma terapia complementar, que atua promovendo a dessincronizacgao de redes
epilépticas, a abordagem de redes complexas, especialmente sob a perspectiva dindmica, pode
auxiliar na compreensdo dos mecanismos envolvidos no efeito da terapia na rede cerebral de

pacientes com epilepsia refrataria.

1.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos do estimulo acustico nao peridédico (EANP) em redes funcionais de

sincronia cerebral em epilepsia refrataria, sob a perspectiva dinamica.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar se ocorre uma reducdo da conectividade funcional dindmica apds
0 uso do tratamento com EANP.

e Auvaliar se ocorre um aumento do tempo de sincronizacdo completa (TSC) apds
o0 tratamento.

e Auvaliar se ocorrem alteraces no padréo de hubs e de conexdes, ao longo do

tempo, apos o estimulo.

* Lucena MM, De Oliveira MI, Albuquerque GJ, Santana M, Andrade KM, Santos W, et al. Acoustic Non-
periodical Stimulation (ANPS) decrease acute EEG discharges in patients with refractory epilepsy. 2020. Em
processo de publicacéo.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 EPILEPSIA

A epilepsia pode ser descrita como uma doenca dindmica'®*®, caracterizada pela
ocorréncia de crises epilépticas ndo provocadas e recorrentes!®. Estima-se que tais crises
decorram de mecanismos moleculares diversos, que levam a uma alteracdo na atividade e na
sincronia neuronal, provocando mudancas na organizacdo da rede cerebral®!’. A epilepsia é
um problema de saude publica, sendo responsavel por 0,56% da carga global das doengas, em
20168, A frequéncia das crises e tempo de epilepsia tém sido associados a diversos prejuizos
cognitivos, levando a reducdo da qualidade de vida dos pacientes'®, além de problemas de

ordem bioldgica, social e econdmica?’.

2.2 DEFINICAO E CLASSIFICACAO

A epilepsia é caracterizada pela predisposicéo persistente do cérebro em gerar crises
epilépticas. A terminologia crise epiléptica é determinada para uma “ocorréncia transitoria de
sinais e (ou) sintomas devido a atividade neuronal anormal, excessiva ou sincrona no
cérebro™®.

A classificacdo das epilepsias ocorre em multiplos niveis e leva em consideracdo os
tipos de crises, os tipos de epilepsia, as sindromes epilépticas, além da etiologia da doenca?.
Uma crise epiléptica pode ser categorizada, a partir de sua origem em: focal, generalizada ou
desconhecida®?. A crise ¢ denominada focal quando proveniente de redes limitadas a um
hemisfério, enquanto crises generalizadas decorrem de redes distribuidas bilateralmente?®. As
crises de inicio desconhecido s&o assim denominadas em virtude de insuficiéncia de
informacéo para a sua classificagdo??. Adicionalmente, fatores como presenca ou auséncia de
comprometimento da consciéncia e participacdo motora sdo considerados para uma
subclassificagdo?®.

A epilepsia pode, entéo, ser classificada como focal, generalizada, desconhecida ou
combinada®!. E valido ressaltar que trabalhos mais recentes, principalmente sob a abordagem
de grafos, tém apontado que mesmo epilepsias classificadas como focais se apresentam como

um transtorno da rede cerebral?.
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2.3 ETIOLOGIA

A epilepsia apresenta uma etiologia variada, sendo categorizada dentro de seis grupos:
estrutural, genético, imunoldgico, infeccioso, metabdlico e desconhecido??.

A epilepsia estrutural é caracterizada pela presenca de uma alteracdo anatdbmica
epileptogénica, que, muitas vezes, pode ser revelada através de exames de imagem?-?3, sendo
a esclerose hipocampal mesial temporal uma das principais associacdes estruturais da
doenca®.,

Define-se como epilepsia genética aquela em que mutacGes genéticas levam a
presenca de crises epilépticas, como sintoma principal?®. Estima-se que cerca de 70% das
epilepsias sejam de origem genética, com padrdo de heranga complexa, e apenas 30% de
origem adquirida?®2’. Entre as sindromes epilépticas de origem genética, é possivel destacar a
sindrome de Dravet, a epilepsia neonatal familiar benigna e a epilepsia auséncia da infancia,
que decorrem de mutacdes em canais idnicos, elevando a excitabilidade neuronal e alterando
circuitos tallamo-corticais®.

A etiologia imunoldgica ocorre quando distlrbios no sistema imunoldgico
desencadeiam crises epilépticas como sintoma principal?l. Diversas alteracdes em anticorpos
tém sido associadas a apresentacdo de encefalites, em pacientes com epilepsia de etiologia
desconhecida?®. Tais anticorpos se direcionam, geralmente, a antigenos neuronais de
superficie celular, como receptores de neurotransmissores sinapticos, canais i6nicos e
proteinas relacionadas, ou ainda, em uma segunda vertente, a receptores nucleares e
citoplasmaticos?®2°,

A etiologia infecciosa pode ser considerada quando a epilepsia decorre de uma
infeccio aguda®®. Sdo exemplos de etiologias infecciosas comuns em algumas regides do
mundo: neurocisticercose, HIV, toxoplasmose, malaria cerebral e infeccdes congénitas?!=C,
As infecgdes, por vezes, apresentam correlagdo estrutural. Uma etiologia infecciosa gera
implicacOes especificas para o tratamento?.,

A epilepsia é descrita como de origem metabdlica quando resulta de algum distarbio
no metabolismo, de ordem conhecida ou presumida, que apresenta crises epilépticas como um
sintoma principal®’. As epilepsias metabolicas mostram, com frequéncia, uma apresentagio
clinica vinculada & idade, considerando a semiologia e os achados eletroclinicos®'. Apesar de
geralmente ter associacdo com a genética, em alguns casos elas podem ser adquiridas, a

exemplo da deficiéncia cerebral de folato?'.
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A etiologia desconhecida corresponde a situagdes de incerteza ou auséncia de
conhecimentos que permitam a determinacdo da causa da doenga, o que inviabiliza um
diagndstico especifico?.

Além dos grupos etiolégicos ja citados, avaliacbes mais recentes tém destacado o

papel de astrocitos e mecanismos epigenéticos para o desenvolvimento da doenca3>%,

2.4 DIAGNOSTICO

Atualmente, o diagnostico de epilepsia é realizado a partir de avaliacdo clinica
fundamentada em alteragdes de consciéncia e (ou) comportamentais®*. A anamnese (historia
clinica) constitui a principal ferramenta para o diagndstico nesse contexto. O historico das
crises, que pode ser proveniente de um relato observacional ou de gravacgdes, é relevante para
a determinacdo do diagndstico®. Além disso, o eletroencefalograma (EEG) de rotina é
importante para a visualizacdo das descargas epileptiformes (Figura 1) caracteristicas da
doenca®>?!. Em alguns casos, ¢ indicada a eletroencefalografia em video (VEEG), com a
finalidade de observacdo e definicdo das crises epilépticas®. Exames de imagem e
laboratoriais também podem auxiliar na identificacdo da causa da doenca, favorecendo a

adoc&o de um tratamento eficaz®.
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Figura 1 — EEG mostrando atividade epileptiforme interictal, espiculas multifocais.
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Fonte: Imagem utilizada com a permissdo do neurofisiologista clinico Tiago Silva Aguiar.

2.5 TRATAMENTO

O tratamento de primeira linha, em epilepsia, tem por objetivo o controle das crises
epilépticas e consiste na escolha de farmacos antiepilépticos’. Esses medicamentos atuam por
uma diversidade de vias a fim de reduzir a excitabilidade neuronal anormal, presente na
doenca®. Mecanismos como a modulagdo de canais idnicos, a elevagdo do tdnus inibitdrio e o
bloqueio ou inibigdo do tonus excitatorio estdo entre as ferramentas utilizadas para o controle
das crises®’. Apesar da eficacia dessas medicacdes, cerca de 30% dos pacientes apresentam
farmacorresisténcia®®.

A epilepsia é definida como farmacorresistente ou refrataria quando ocorre uma falha
em controle sustentado de crises epilépticas através da adocao e uso apropriado de medicagéo
antiepiléptica em monoterapia ou por combinacéo de farmacos®. A farmacorresisténcia em
epilepsia tem levado a busca e ao desenvolvimento de ferramentas alternativas para o
tratamento da doenca, dentre as quais é possivel destacar o uso de dieta cetogénica, a

resseccdo cirurgica, adotada em situacoes especificas, e a neuroestimulagéo.
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A dieta cetogénica ¢ indicada para o tratamento de epilepsia refrataria, sendo adotada
principalmente para criancas, Atua através da sintese de corpos cetonicos e alteragdo do
metabolismo cerebral, produzindo um efeito neuroprotetor’. A cirurgia é adotada em situagdes
em que é possivel a identificacio da zona epileptogénica a ser removida®. A neuroestimulacéo
estd embasada na elevagdo de sincronia caracteristica da doenga, e pode ser realizada através
do sistema nervoso periférico, com a estimulagdo do nervo vago e do trigémeo, ou por meio
de alvos do sistema nervoso central, como a amigdala, o tdlamo, o hipocampo e os nicleos da
base®.

Estudos prévios, em modelos animais, tém apontado a relevancia da estrutura temporal
do estimulo para o efeito modulador da sincronia de circuitos neuronais*>3®37, A auséncia de
um padrdo regular no estimulo bem como um intervalo entre os pulos, seguindo o
comportamento livre de escala, inerente a atividade cerebral, tém se mostrado essenciais para
o efeito anticonvulsivante encontrado em estimulos elétricos, mais especificamente sob a

forma nio periddica®®t3e,

2.6 NEUROESTIMULACAO E ESTIMULO ACUSTICO NAO PERIODICO

A neuroestimulacdo tem sido apontada como uma ferramenta alternativa para o
tratamento de epilepsia refrataria®3’. Estudos prévios tém demonstrado efeitos positivos de
estimulos sonoros e elétricos, sobre diversos alvos do sistema nervoso, na reducdo das crises
epilépticas, em modelos animais e em humanos'®>*, Uma das abordagens centrais no uso de
estimulacao cerebral para tratamento de epilepsia consiste na tentativa de modular a sincronia
neuronal promovendo sua reducgdo, por processos de dessincronizacgdo, inibicdo ou blogueio
de rotas pertencentes aos circuitos que, de algum modo, participam dos processos de
epileptogénese ou ictogénese® 1%,

Diversos circuitos cerebrais tém se mostrado envolvidos em redes epileptogénicas.
Embora haja variacdo de acordo com o tipo de crise, e, por consequéncia, tipo de epilepsia,
algumas circuitarias tém se revelado comuns entre crises de diferentes classes. A circuitaria
que envolve os nucleos da base, por exemplo, tem sido implicada na propagacdo de crises
epilépticas em epilepsias focais e generalizadas'’-*. Ja estruturas como talamo, hipocampo e

amigdala tém sido relacionadas ao desenvolvimento das crises®°,
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O fenémeno de arrastamento” neuronal tem se mostrado um mecanismo importante
para o desenvolvimento de abordagens terapéuticas que envolvem a neuromodulagéo invasiva
e ndo invasiva®®. Ao se considerar o papel da estimulacio cerebral no tratamento de
epilepsias, estimulos elétricos, sob a forma periddica, tém apresentado resultados
controversos, com efeitos anti e pro-convulsivantes®. Por outro lado, avaliages em modelos
animais apontam para o papel do estimulo ndo periédico (ENP), elétrico, e sua eficdcia como
mecanismo anticonvulsivante. Estima-se que a auséncia de ritmicidade do estimulo o torna
antirressonante, levando a modulacdo da sincronia cerebral, fomentando a reducdo das crises
epilépticas®135, Além disso, estudos prévios ressaltam a relevancia da constituicdo dinamica
da doenca no desenvolvimento de estratégias terapéuticas, através da exploracdo do padrdo
anormal de conectividade, considerando sua dindmica no tempo***°,

Gal, Marrom*? demonstraram que o arrastamento da resposta para inputs neuronais é
maior quando sdo considerados estimulos que sigam a dindmica natural dos neurénios, 0 que
gera padroes de flutuacéo livres de escala, levando os autores a inferéncia de que neurdnios
apresentam preferéncia por estimulos que s&o observados no nivel do sistema cerebral*?. Esse
fendmeno também ocorre quando se considera a rede cortical. Em um estudo que avaliou o
efeito da distribuicdo temporal de estimulos elétricos, considerando o intervalo entre os pulsos
em lei de poténcia, comparado ao padrdo regular, Scarsi, Tessadori, Chiappalone, Pasquale®!
mostraram a preferéncia da rede por estimulagcdo semelhante a ritmos endégenos, apontando a
relevancia da distribuicio em lei de poténcia para a criacdo de protocolos de
neuroestimulacéo.

Assim, esses estudos demonstram a importancia da composi¢do do estimulo utilizado
como ferramenta terapéutica, e da consideracdo de fatores temporais e espaciais em sua
elaboracdo para a eficacia na modulagdo da sincronia cerebral.

Estudos prévios tém demonstrado que estimulos elétricos ndo periddicos, com
apresentacdo assincrona, bilateral e bifésica, além de um intervalo entre os pulsos seguindo
uma lei de poténcia, mostram caracteristica anticonvulsivante!®1:35,

Oliveira, Maciel, Moraes, Cota'® demonstraram, através de um estudo com modelo
animal (ratos Wistar), com crises induzidas por pentilenotetrazol (PTZ), que a utilizacdo de

um estimulo elétrico ndo periddico, aplicado ao sistema nervoso central, obteve um efeito

* Arrastamento cerebral — O arrasto pode ser definido como o alinhamento de sistemas a um ritmo externo, em
que as interagdes sdo unidirecionais (ver ref. 40). E importante ressaltar que, embora alguns autores falem de
arrastamento em termos de um estimulo periddico, avaliacdes sobre a estrutura temporal de estimulos cerebrais
tém apontado para a eficiéncia do arrastamento relacionada a uma estrutura compativel e livre de escala.
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anticonvulsivante, elevando o limiar para a geracdo das crises, confirmando o papel do
estimulo no processo de dessincronizagdo de redes epileptogénicas?®.

Em um estudo com modelos animais (ratos Wistar machos), com crises ténico-
clonicas generalizadas induzidas por PTZ, Cota et al.®’ testaram a hipGtese de que a
apresentacdo de um estimulo de baixa frequéncia, com um intervalo constante entre os pulsos,
levaria & sincronizacdo neuronal, enquanto a presenca de um pulso ndo periddico inibiria o
acoplamento disfuncional®®. Tendo por alvo o complexo amigdaloide, através de trés tipos de
estimulos — constante, pseudoaleatério e ndo periddico, além de um grupo de controle, com
quatro pulsos por segundo —, os autores demonstraram um efeito anticonvulsivante da
estimulagdo ndo periddica aleatdria (de baixa frequéncia), enquanto a estimulacdo elétrica
periddica apresentou um efeito pro-convulsivante, reduzindo o limiar de geragéo da crise®®.

Em uma tentativa de identificar as consequéncias diretas da ENP na sincronizacéo de
redes neurais, Rodrigues et al. em 2019", avaliaram o registro de potenciais de campo locais
no cortex, no hipocampo e no tdlamo de ratos submetidos a crises agudas induzidas por PTZ,
com e sem tratamento por ENP. O estudo revelou que os animais estimulados apresentaram
uma reducéo dos niveis de coincidéncia ictal*!. De acordo com Cota, De Oliveira, Damazio,
Moraes!?, os estudos mostram que o ENP modula a sincronia dos circuitos, promovendo sua
manutencdo na linha de base, diante de perturbagdes do sistema que poderiam gerar as crises.
O papel do estimulo na sincronizacdo neuronal parece se relacionar muito mais com a forma
da distribuicdo dos intervalos entre os pulsos, que ocorre em lei de poténcia, do que com a
frequénciall. Esses trabalhos apontam para o potencial da estimulagdo n&do periodica em
estudos translacionais no tratamento de epilepsia refratéria.

Tendo em vista o potencial do uso de estimulacdo ndo periodica para o tratamento de
epilepsias, seguindo o protocolo de criagdo proposto por De Oliveira, Maciel, Moraes, Cota
10" com uma distribuicéo do intervalo entre os pulsos em lei de poténcia®!, o estimulo acustico
nédo periodico (EANP), sob processo de patente em pendéncia n°® BR 10 2019 009701 9, foi
desenvolvido por componentes do Laboratorio de Neurodinamica do Departamento de
Fisiologia e Farmacologia, pertencente ao Centro de Ciéncias da Salde da Universidade

Federal de Pernambuco, e aplicado a pacientes com epilepsia refrataria a medicamentos. Os

* Rodrigues SMAF, Oliveira JC, Maciel RM, Réboli LA, Cota VR. Non-periodic stimulation decreases ictal
coincidence between neural substrates in pentylenetetrazole animal models. Epilepsy Behav. Spec. Ed.
NEWTroscience Int. Symp. 2019(11).
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resultados clinicos do trabalhno com EANP estdo em fase de publicacdo (Lucena et al.
Comunicagéo pessoal)”.

2.7 CEREBRO E REDES COMPLEXAS

O sistema complexo cerebral é constituido por um grande nimero de componentes que
interagem no espaco e no tempo, formando diferentes configuragdes que suportam, em nivel
celular e funcional, processos cognitivos*?. Esse sistema dinamico € aberto e apresenta uma
série de propriedades — adaptabilidade, auto-organizacédo, hierarquia e ndo linearidade — que
possibilitam o desenvolvimento de propriedades emergentes, fundamentais para a existéncia
humana®44,

O cérebro, como sistema complexo, tem sido caracterizado, sob a perspectiva
estrutural e funcional, através da abordagem de grafos ou redes complexas. Uma rede é uma
representacdo de um sistema complexo através de seus elementos (nés, vértices) e suas
interages (arestas)®. A partir desse modelo, € possivel avaliar, quantitativa e
qualitativamente, as propriedades cerebrais a partir dos indices extraidos, grafo, que, em
conjunto, formam sua topologia, isto €, 0 modo como seus elementos se organizam e sua
dinamica, flutuacdo no padrdo de interacdo entre os elementos do sistema no tempo*. A partir
dai, o cérebro pode ser representado sob as perspectivas estatica e dinamica, sendo a Ultima
comumente realizada a partir da abordagem de grafos variantes no tempo (GVT).

A descricdo qualitativa das redes diz respeito a configuracdo de seus veértices e arestas.
Uma rede pode ser:

= Simples, binaria: quando as arestas ndo apresentam pesos*’.

» Ponderada: quando as arestas da rede apresentam peso*’, cujo significado dependera
do que o grafo modela, podendo ser o indicativo de forga, intensidade ou importancia
da conexdo*®*°, Para este trabalho, o peso das arestas foi um representativo do tempo
em que dois nds estiveram conectados, ao se considerar todo o tempo de registro.

= Direcionada: quando ¢ possivel localizar a direcdo da conexao, sem que isso implique,

necessariamente, causalidade®’.

*Lucena MM, De Oliveira Ml, Albuquerque GJ, Santana M, Andrade KM, Santos W, et al. Acoustic Non-
periodical Stimulation (ANPS) decrease acute EEG discharges in patients with refractory epilepsy. 2020. Em
processo de publicacéo.
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= Ndo direcionada: rede em que ndo ¢ apresentada a direcdo das conexdes?®.

Figura 2 — Tipos de rede. (A) rede simples ou binaria ndo direcionada; (B) rede ponderada
ndo direcionada; (C) rede simples direcionada; (D) rede ponderada direcionada.

(A) (C)
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Fonte: Autoria propria

Os indices basicos da rede que permitem sua caracterizacdo e abordagem quantitativa séo:

= Grau do n6: quantidade de arestas que incidem sobre ele*®*°, Em grafos ponderados, o

grau do né pode ser determinado a partir dos pesos de suas arestas*®.

Figura 3 — Grau do n6. Exemplo: Grau do n6 2: k, = 3.

Fonte: Autoria prépria
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= Coeficiente de aglomeracdo: esse indice corresponde a probabilidade de que o0s nds
vizinhos a um determinado n6 apresentem uma conexao entre si®®. Um coeficiente de
aglomeracéo alto é um indicativo da eficiéncia local, uma medida de segregacdo da
rede, e de robustez*®, uma vez que, apds a remogdo de um né que faca parte do cluster,
ainda é possivel a transferéncia de informacao.
Figura 4 — Coeficiente de aglomeracdo. O coeficiente de aglomeracdo do n6 5 é igual ao
namero de conexdes de seus vizinhos (nés 2, 4 e 7), um total de 2 conexdes, dividido pelo

nimero total de conexfes possiveis que os vizinhos poderiam ter entre si (total de 3
conexoes).

Fonte: Autoria propria

= Caminho minimo: indica quantas arestas precisam ser percorridas para ir de um no a
outro dentro da rede®®. Consiste em uma medida de eficiéncia global da rede,
demonstrando a rapidez na transferéncia de informagéo dentro dela, sendo um

indicativo de sua integracdo®.
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Figura 5 — Caminho minimo. Na figura, é possivel observar que, de todos os caminhos que
levam do né 1 ao 6, o caminho minimo entre esses nés € o indicado pela seta.

Fonte: Autoria propria

= Distribuicdo de graus (K): fornece a probabilidade de que, ao se escolher

aleatoriamente um né na rede, ele tenha um grau k*,

Figura 6 — Distribuicdo de graus. Onde P(k), corresponde a probabilidade de encontrar um né
com grau k na rede.
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Fonte: Autoria propria

Os indices referenciados acima sdo essenciais para a definicdo da topologia da rede,
gue sera descrita mais adiante, neste capitulo. Diversos indices ainda podem ser citados, e a
escolha da medida que sera utilizada depende do objetivo do estudo. Assim, tomando como
base redes cerebrais, e que elas, estrutural e funcionalmente, apresentam quatro caracteristicas
basicas — hubs, modularidade, rich club e topologia de mundo pequeno —, os trés primeiros

serdo descritos a seguir.
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Hubs — Um n6 pode ser considerado hub, na rede, quando apresenta alto grau de
conectividade, ou alta centralidade, sendo essa medida um indicador da relevéancia do
nod para a rede*®>°. Em redes direcionadas, os hubs sdo computados a partir das
conexdes de entrada e saida, e representam regides de concentracdo e difusdo da

informag&o®L.

Figura 7 — Hub. A figura ilustra um né hub.

Hub

Fonte: Autoria propria

Modularidade — Mddulos podem ser descritos como subgrafos dentro da rede®46:°0,
em que 0s nds pertencentes ao mesmo madulo apresentam maior conectividade entre
si do que entre os outros nos na rede®. Dois tipos de hub sio essenciais para a
transferéncia de informacdo dentro dos modulos e entre os mddulos, os hubs
provinciais e conectores, respectivamente®®. A modularidade, quando observada sob o
ponto de vista estrutural, pode favorecer a conservagio do custo de fiagdo*. Sob a
perspectiva funcional, a presenca de modularidade tem sido apontada como essencial
para a eficiéncia no processamento da rede®®® e pode se relacionar com a

especializacéo funcional, no que se refere as redes cerebrais®.
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Figura 8 — Modularidade. Cada rede de uma cor representa um madulo, e a ligagdo entre eles
é feita através de hubs conectores.
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Fonte: Autoria propria

= Rich club: consiste na presenca de um grupo de hubs altamente interconectado entre
si°L,

Figura 9 — Fendmeno do Rich club.

Rich club

Fonte: Autoria prépria

Para maior detalhamento dos indices, bem como sua descricdo matematica, ver
referéncia 52.

No que diz respeito a topologia, a partir dos indices de coeficiente de aglomeracéo,
caminho minimo e distribuicdo de graus, redes podem ser descritas como: regular, aleatdria,

de mundo pequeno e livre de escala.
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Redes regulares sdo aquelas em que todos 0s nos apresentam a mesma quantidade de
conexdes, e que possuem um alto coeficiente de aglomeracdo e longas distancias entre os
nos®.

Em redes aleatorias, os nds apresentam igual probabilidade de conex0*®. Essas redes
podem ser descritas pela presenca de baixo coeficiente de aglomeragdo e alto caminho
minimo*.

As redes de mundo pequeno podem ser descritas pelo alto coeficiente de aglomeracao
e baixo caminho minimo®®4, Tais redes s&o tipicas do sistema complexo cerebral, em seu
estado saudavel, e ttm se mostrado como o modelo mais eficiente no processamento e
transferéncia de informacgdes, com baixo custo de energia, através de mecanismos de
segregacdo e integracdo da rede®®®3. Alteracbes nessa topologia tém sido associadas a
patologias, como a doenca de Alzheimer® e a epilepsia®.

Redes livres de escala podem ser descritas como grafos em que a probabilidade de se
escolher um no aleatoriamente e ele ter o grau k é inversamente proporcional a k>, ou seja,
sdo redes em que a distribuicdo de graus é representada através de uma lei de poténcia®’. Tais
redes apresentam hubs e conex&o preferencial durante a adi¢do de novos nds®’.

Como foi dito anteriormente, o cérebro, sob a perspectiva de redes complexas, pode
ser abordado sob o ponto de vista estrutural e funcional?®.

Redes cerebrais estruturais ou anatomicas estdo fundamentadas na conectividade
estrutural, representando o padrdo de conexfes anatdmicas, a nivel neuronal, por meio de
sinapses ou considerando o cérebro em ampla escala, a partir de projecdes axonais*. Nessas
redes, 0s neurbnios ou mesmo as regides do cérebro corresponderiam aos nos, enquanto as
arestas expressariam as conexdes fisicas, sinapses e projecdes dos axonios*®.

Redes funcionais cerebrais estdo embasadas em estimativas de interdependéncia
estatistica entre séries temporais de neurdnios ou regides do cérebro*®, podendo ser expressas
em termos de conexdes funcionais ou efetivas. A conectividade funcional pode ser
referenciada como uma associacdo estatistica simétrica entre os elementos do sistema
cerebral*®, ou, ainda, uma medida da sincronia, no espago e no tempo, entre regides cerebrais
distintas®, enquanto a conectividade efetiva considera as relagbes causais entre sistemas

neurais®’.
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2.8 GERACAO DE REDES CEREBRAIS

O processo de geracdo de redes cerebrais se fundamenta na determinacdo do
significado dos nds e das arestas e tem como base fisiologica a aquisi¢do de sinais cerebrais
que podem ser provenientes de exames de imagem e de registros das atividades elétrica e
magnética do cérebro®. Atualmente, as principais fontes de dados para a abordagem de redes
funcionais cerebrais tém sido: a imagem de ressonéncia magnética funcional (IRMf),
eletroencefalografia (EEG) e magnetoencefalografia (MEG)*2°8

A escolha do instrumento que sera utilizado depende do que se pretende avaliar. O
EEG apresenta baixa resolucdo espacial e alta resolucdo temporal, além de ser amplamente
utilizado na clinica, enquanto a MEG possui alta resolugdo temporal e espacial, embora ndo
seja tdo comumente utilizada®®. Em virtude da resolugdo temporal, as duas técnicas sio
indicadas para avaliacdes de redes dinamicas. A IRMf, por sua vez, apresenta baixa resolucéo
temporal e uma alta resolucio espacial*®, sendo computada a partir da taxa de oxigenac&o
sanguinea e indicada comumente para avaliagdes espaciais*?4°.

O processo de geracdo das redes depende, também, do método de associacdo de séries
temporais®. A escolha do método de associacdo também depende do objetivo do estudo.
Métodos de associacdo estatistica, como correlagdo, coeréncia ou informacdo mdtua, tém sido
adotados para avaliagdes de redes ndo direcionadas*. A causalidade de Granger é comumente
adotada para avaliacdo das relagbes causais entre sinais que estdo interagindo, sendo utilizada
na construcdo de grafos direcionados*®*°. O método de sincronizacdo por motifs fornece o
grau e a direcdo da sincronizagdo e leva em consideracdo o atraso das conexdes e a evolugédo
temporal do padrdo de conexdes cerebrais, sendo uma abordagem util para retratar grafos
variantes no tempo e a dinadmica cerebral®, enquanto outros métodos de associagdo citados

anteriormente sdo comumente utilizados em representacdes estaticas da rede cerebral.
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2.9 REDES CEREBRAIS E EPILEPSIA

Ao se considerarem as respostas a interacbes ambientais, as alteracbes geradas no
padrdo de conexdes cerebrais e a flutuacéo na arquitetura dessas conexdes, no que diz respeito
a evolucdo temporal do sistema, o cérebro pode ser considerado um sistema complexo
dindmico**, caracterizado pela presenca de metaestabilidade. Sob essa perspectiva, o cérebro
epiléptico se revela como um sistema metaestavel, que oscila entre os estados interictal e
ictal2. A transicdo de um estado para outro dependerd da estabilidade e da resiliéncia do
sistema, diante de perturbacdes internas ou externas a ele®>°. Nesse contexto, a presenca de
descargas epileptiformes interictais se configura como perturbacio ao sistema®®, e
mecanismos moleculares e celulares bem como estimulos ambientais que medeiem alteracdes
na excitabilidade e sincronia cerebral levariam ao processo de transi¢éo entre estados.

Apesar de avangos recentes da neurociéncia na compreensdo dos mecanismos
subjacentes a geracdo das crises epilépticas, a etiologia da doenca e o desenvolvimento de
farmacos mais eficazes, além de questfes como o papel das descargas interictais na geracdo
do estado ictal, a propagacdo das crises, as rotas de sincronizagdo envolvidas ou mesmo o
desenvolvimento de terapias alternativas e seus efeitos na sincronizagdo neuronal
permanecem em aberto. A teoria de redes complexas, sobretudo, em uma perspectiva
dindmica, tem se mostrado Util em fornecer compreensdo para responder a algumas das
questBes citadas anteriormente e tem se revelado indispensavel para o avanco do
conhecimento sobre a doenca.

E amplamente conhecido que o cérebro humano e de outros animais apresenta
caracteristicas de redes de mundo pequeno e de redes livres de escala®®. A presenca de um
alto coeficiente de aglomeragdo e caminho minimo médio curto possibilita um balango entre a
segregacdo local e a integracdo global do processamento de informagdo®®®, enquanto a
presenca de hubs tem se mostrado essencial para a transferéncia eficiente de informacéo,
reduzindo os custos de fiacdo®*®*. A modularidade, por sua vez, tem sido associada a
eficiéncia no processamento local, bem como a especializagdo funcional*®?. Enquanto o
fendmeno de rich club tem sido relacionado ao processo de integracdo funcional da
transferéncia de informacdo dentro da rede, conduzindo o fluxo de informagdo de regides
periféricas e sustentando a eficiéncia na comunicacio®. Todas essas caracteristicas
fundamentam o surgimento de estados globais coerentes®*°>%4 e sua alteragio resultaria em

distdrbios nas funcdes cognitivas.
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AvaliagGes prévias da epilepsia, sob a perspectiva da teoria de redes complexas, tém
demonstrado alteracGes em indices caracteristicos da topologia cerebral saudavel. Mudancas
no padrdo de conectividade funcional®, na eficiéncia da rede®, na modularidade®’, em rich
club e, principalmente, nos hubs e na topologia da rede tem sido visualizadas®®. Além disso,
embora, atualmente, a epilepsia seja classificada como focal e generalizada, a partir da origem
das crises epilépticas, a analise de grafos aponta para alteragdes em nivel de rede, o que
fundamentaria uma provavel reclassificacio futura®,

Um estudo de Misra et al.%8, com EEG intracraniano e coeréncia, em pacientes com
epilepsia de lobo temporal mesial (ELTm) em avaliagdo pré-cirurgica, visando a observar
alteracOes no padrédo de sincronia, no descrito foco epiléptico e em regides subjacentes, assim
como 0s mecanismos basicos da propagacdo das crises, revelou que, quando apresentam
origem neocortical, uma elevacao na sincronia cerebral precede a disseminacdo das crises de
lobo temporal®®. Bettus et al.®® mostraram um decréscimo da conectividade funcional durante
0 estado de repouso, em pacientes com ELTm, bilateralmente, sendo essa reducdo mais
significativa no hemisfério ipsilateral a epileptogénese, enquanto a conectividade funcional
basal mostrou elevacdo no hemisfério contralateral®. Estudos prévios tém apontado para
assimetria no padréo de conectividade funcional em epilepsias consideradas focais® e durante
crises generalizadas’™.

Para Stam®, redes cerebrais de pacientes epilépticos podem ser visualizadas a partir de
duas alteracGes basicas em sua organizacdo: a relacdo entre nos de alto grau na rede e o
processo patogénico, e mudancas na conectividade global para local, levando a uma
arquitetura mais regular®. De fato, avaliagbes anteriores apontam para o papel dos hubs na
geracdo e propagacdo das crises ou revelam sua reducéo ap0s a remocao cirargica de regides
de alta conectividade**°®™, bem como uma reorganizacido desses nés, considerando a
denominada rede de modo padrdo, durante o desenvolvimento de ELTm’2. Enquanto
pacientes com ELT, a partir de um estudo com IRMf, que estdo livres de crise, também
mostram uma reorganizacdo da rede de modo padréo, quando comparados a pacientes que
apresentam crises epilépticas’®. Embora a topologia da rede tenha sido conservada para
ambos, o grau dos nds considerados como hubs apresentou uma reducdo significativa em
pacientes sem crise>®.

No que diz respeito a topologia, trabalhos anteriores de redes em pacientes com
epilepsia tém apontado para mudancas locais e globais no padrdo de conectividade, revelando

uma arquitetura mais regular durante as fases de crises epilépticas®®’*"™, demonstrando
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transicdo para arquiteturas mais regulares, em estagios iniciais’, topologia mais proxima a de
mundo pequeno durante a evolugéo da crise’, e uma topologia mais aleatdria na fase final das

crises epilépticas’ ™.

As alteracdes nos pardmetros de rede citados anteriormente levam a perda de uma
configuracdo que sustenta os principios de segregacdo e integracdo, cujo balanco é

fundamental para a operagdo de redes subjacentes & fungdo cognitiva®®’®7’.

2.10 GRAFOS VARIANTES NO TEMPO

O cérebro, como um sistema complexo dindmico, tem sido bem representado a partir
da abordagem de grafos variantes no tempo’®’ Para um grafo estatico, sua representacéo
pode ser G = (V, E), onde G corresponde a um conjunto de nés V, enquanto E representa as
arestas, E: V x V > R®, Grafos dindmicos podem ser descritos como uma sequéncia de grafos
considerando um determinado tempo, sendo representados da seguinte forma G = {Gt} t=1, 2,
..., T, onde Gt corresponde a configuracdo de arestas conectadas ao nd, no tempo t, e T
corresponde ao tempo total de registro do sistema®*®!. A avaliacdo do sistema cerebral sob a
perspectiva de GVT permite a visualizacdo de alteracdes temporais em sua organizagio’®, e é
essencial para uma representacdo mais proxima do sistema real.

Para este trabalho, indices de redes dindmicas foram adotados na caracterizacao
cerebral, sendo eles o grau de conectividade temporal e o tempo de sincronizacdo completa
(TSC). O grau de conectividade temporal representa todas as conexdes que incidem sobre um
no, considerando sua evolucdo temporal para o tempo observado, enquanto o TSC consiste no
tempo necessario para que todas as conexdes possiveis dentro da rede ocorram, a partir de um

tempo de registro.
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3 METODOLOGIA

O presente trabalho resulta de uma parceria entre o Laboratdrio de Neurodinamica,
pertencente ao departamento de Fisiologia e Farmacologia do Centro de Ciéncias da Saude da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), e o Laboratério de Biossistemas, alocado no
Instituto de Fisica da Universidade Federal da Bahia (UFBA). Consistiu em um estudo piloto
translacional, que objetivou avaliar o efeito da estimulacdo acUstica ndo periddica em
pacientes com epilepsia refrataria. Tal efeito foi estudado, sob a perspectiva clinica (Lucena et

al. Comunicagcéo pessoal)”, e através de redes de sincronizacéo cerebral neste trabalho.

3.1 OBTENCAO DE DADOS

3.1.1 Participantes

Foram recrutados 14 participantes com epilepsia farmacorresistente (durante o estado
interictal), de ambos os sexos (6 mulheres, 8 homens; 35 + 5 anos), no Setor de Neurologia do
Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco (HC-UFPE), no periodo
correspondente aos anos 2018 e 2019. Os participantes forneceram seu consentimento por
escrito. Os critérios de inclusdo adotados para a pesquisa consistiram em: presenca de
diagnostico clinico de epilepsia, idade superior a 18 anos e presenca de refratariedade ao
tratamento farmacoldgico, conforme o estabelecido pela Liga Internacional Contra Epilepsia
(ILAE, na sigla em inglés) **. Foram excluidos da pesquisa pacientes que apresentavam outras
doencas cerebrais associadas, ou que possuiam algum nivel de comprometimento auditivo. O
estudo foi aprovado pelo Comité de Etica do Centro de Ciéncias da Salde da UFPE (CAAE
n®79271517.2.0000.5208).

* Lucena MM, de Oliveira MI, Albuquerque GJ, Santana M, Andrade KM, Santos W, et al. Acoustic Non-
periodical Stimulation (ANPS) decrease acute EEG discharges in patients with refractory epilepsy. 2020. Em
processo de publicacéo.
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3.2 AQUISICAO DE DADOS EEG

Foram realizados cinco registros de eletroencefalografia (EEG) por paciente. Os dois
primeiros registros foram coletados no dia da primeira avaliacdo, um antes e um apds o
tratamento com estimulagéo acustica nao periodica, EANP (TO e T1, Figura 1). Os pacientes
foram, entdo, submetidos a trés dias consecutivos de tratamento, totalizando quatro dias. No
quinto dia foram realizadas duas coletas de EEG, uma antes e outra ap6s o tratamento (T2 e
T3, Figura 1). A (ltima avaliacdo de EEG foi realizada no 30° dia a partir do inicio do
tratamento (T4, Figura 1). Os dados de EEG foram coletados através de 21 canais (Fpl, Fp2,
F3, F4, Fz, C3, C4, Cz, P3, P4, Pz, 01, 02, F7, F8, T3, T4, T5, T6, Oz e Fpz), com referéncia
auricular, distribuidos de acordo com o sistema 10-20, a uma taxa amostral de 500hz, com
impedancia menor do que 5kQ, com filtragem passa alta em 1 hz, passa baixa em 100hz, e
blogueia banda em 50hz. Tendo em vista a desisténcia de alguns participantes no processo de
coleta, ao final do estudo, cada uma das avaliacbes de EEG diferiu, no que diz respeito ao
tamanho da amostra: TO (n = 14 pacientes), T1 (n = 11 pacientes), T2 (n = 11 pacientes), T3
(n =10 pacientes) e T4 (n = 6 pacientes).

3.3 PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Foi solicitado de cada paciente que ficasse em privacdo de sono, com apenas 4h de
sono na noite anterior ao exame. O protocolo de aquisicdo do EEG teve por objetivo elevar a

sensibilizacdo do paciente, e é descrito a seguir, em conjunto com a sua variagao.

Olhos abertos — 1 minuto.
Olhos fechados — 1 minuto.

Hiperventilagdo — 3 minutos.

A w0 Dd e

Estimulagéo fotica — 3 minutos, com a fonte posicionada 30cm a frente do paciente. E
estimulos luminosos com frequéncias de 3, 5, 7, 9, 11, 15 e 20hz, com periodos de
duragédo 10 segundos cada — dos quais 5 segundos de olhos abertos e 5 segundos de
olhos fechados — com intervalos de 7 segundos entre cada estimulo.

5. Sono — 20 minutos.
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6. Estimulo sonoro: estimulacéo acustica ndo periédica — 30 minutos.

3.4 ESTIMULACAO AUDITIVA

Foi utilizada a estimulacdo acustica ndo periddica (Acoustic Non-periodic Stimulation,
ANPS), em processo de patente (BR 10 201900971 9) desenvolvido por integrantes do
Laboratdrio de Neurodindmica da UFPE. O estimulo consiste em uma trilha sonora formada a
partir de uma frequéncia basal, intercalada por intervalos aleatorios curtos em outra
frequéncia. Especificamente, foi elaborada uma trilha sonora com uma frequéncia de 400Hz,
interrompida (intercalada) aleatoriamente por eventos rapidos (4 pulsos por segundo), de
420Hz, com duracdo de 50 microssegundos cada. A cada segundo, o intervalo entre o0s pulsos
foi aleat6rio, com a manutencéo da propor¢éo de 4 pulsos por segundo, com o som aplicado
em uma orelha, sendo dessincronizado com relagdo a outra, com uma percepcao de 20hz, que
se estima que promova 0 arrastamento das oscilacdes cerebrais. O estimulo foi criado
utilizando-se o programa Audacity 2.0 e o processamento ocorreu através do Matlab® 2015.

Vale ressaltar que esse protocolo foi a base. Ocorreram alteraces a depender do dia

do tratamento, que sdo mostradas na Tabela a seguir.

Tabela 1 — Protocolos de ativacdo do EANP.

Protocolo de ativacéo 1 Protocolo de ativacao 2
Olhos abertos — 1 minuto Sono — 20 minutos

Olhos fechados — 1 minuto Olhos abertos — 1 minuto
Fotoestimulacdo — 3 minutos Olhos fechados — 1 minuto
Hiperventilacdo — 3 minutos Fotoestimulagdo — 3 minutos
Sono (20 minutos) Hiperventilacdo — 3 minutos.

Som — EANP durante o sono
(30 minutos).

Fonte: Autoria prépria
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Figura 10 — Protocolo de aquisicdo dos dados. Onde: TO representa a primeira aquisicdo de EEG do paciente
(avaliagdo basal); T1 corresponde a aquisicdo ap6s ouvir a batida binaural no primeiro dia; T2 apresenta a
avaliacdo com EEG apos 4 dias ouvindo a batida binaural; T3 é a aquisicdo ap6s ouvir batida binaural no quinto
dia; T4 ¢é a avaliacao no 30° dia (apés um més de tratamento com a batida binaural).

12 DIA 22 DIA 32 DIA 42 DIA 52 DIA 302 DIA

_ —— Y =

Avaliacdo Basal (T0) =
Protocolo de Ativacio 1

Avaliacdo EEG (T2) =
Protocolo de Ativacdo 1

+ S

Som
Som 1 (durante o sono) Som 2
+ o

Avaliacdo EEG (T1) =
Protocolo de Ativagdo 2

Avaliacdo EEG (T3) =
Protocolo de Ativacdo 2

|

Avaliacdo de EEG (T4) =
Protocolo de Ativagdo 1

Fonte: Autoria prépria

3.5 TRATAMENTO DE DADQOS

O processamento dos sinais de EEG foi realizado utilizando-se o software Matlab®,
2018, e EEGLAB, bem como scripts e programas desenvolvidos por integrantes do Ndcleo de
Inovacdo Tecnologica em Reabilitacdo (NITRE) da Universidade Federal da Bahia.

A partir do protocolo, foi selecionado o periodo da série temporal de eletrodos a ser
utilizado no processo de construcdo das redes. Tendo em vista a redugdo méxima de captura
de artefatos, o periodo escolhido foi o registro de olhos fechados. Em seguida, os dados foram
filtrados, através de um filtro passa baixa de 50 Hz, com um limiar de amplitude entre 200 pV
e -200uV, durante a filtragem automatica, com posterior filtragem manual, quando
necessario. Em seguida, os dados foram cortados, a fim de se obter uniformidade no processo
de geracdo das redes, tendo como base o limiar de menor tempo de registro. Assim, ao final
do processo, cada paciente possuia 4 registros de 10 segundos cada, correspondentes aos

estagios antes e apds a intervencdo, tratamento com o estimulo acustico ndo periodico,
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considerando as avaliagOes de eletroencefalograma em TO, T1, T2 e T3 (n = 8 pacientes).
Houve comparacdo posterior apenas entre a linha de base e o registro apds o primeiro

estimulo (n = 11 pacientes).

3.6 GERACAO DAS REDES

Com os dados prontos para a geracdo das redes, foi realizado o processo de
aleatorizacdo delas a fim de determinar o limiar de sincronizacdo utilizado para a formagéo
das arestas, o que permitiu que apenas conexdes com significados funcionais fossem
computadas. Ao fim desse processo e estabelecimento dos demais parametros necessarios
para a geracdo de redes (para detalhamento, consultar referéncia 51), as redes funcionais
cerebrais foram geradas.

Parametros para a geracgao das redes:

Tamanho da janela: 50 pontos.

Limiar de sincronizagéo: 0, 70.

Lag Window: 1.

Motif Lag: 1.

Tempo inicial: 0.

Tempo final: 5.000 pontos.

Tempo de atraso na sincronizacdo: 3 a 30.

Embora o limiar de sincronizacao proveniente da aleatorizacéo tenha sido 0,58, com a
finalidade de selecionar as arestas com maior tempo de conexdo, esse limiar foi elevado para
0,70 no processo de geracdo das redes. Durante a construgdo das redes, indices de
caracterizagdo como grau ponderado e tempo de sincronizacdo completa (TSC) foram
escolhidos. O grau ponderado médio foi utilizado para avaliacdo da conectividade funcional
no nivel regional. Para a avaliagdo da conectividade funcional por regides cerebrais, 0s
eletrodos foram agrupados em: pré frontal (Fpl, Fp2, Fpz, F7 e F8), frontal (F3, F4, Fz),
central (C3, C4 e Cz), temporal (T3, T4, T5 e T6), parietal (P3, P4 E PZ) e occipital (01, O2
E 0Z), conforme o proposto por Ala et al. (2018), em uma avalia¢do dos efeitos do estimulo
por batimento binaural na conectividade funcional de individuos saudaveis®?. Para a avaliagio

do TSC, foi considerado um limiar de 90% de conexdes em toda a rede. Ao final de cada
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avaliacdo, foram geradas, em média, 4.920 redes ponderadas e direcionadas para cada
individuo (visualizagdo do TVG de um paciente antes e ap6s o tratamento com EANP,
respectivamente, disponivel em: https://youtu.be/sSAmMWzmeOpSQ e
https://youtu.be/J_jbPbY9wqM).

3.7 CONSTRUCAO DAS REDES DINAMICAS

Os registros do eletroencefalograma foram utilizados como séries temporais de base
para a geracéo das redes funcionais cerebrais dindmicas. No processo de construgéo das redes,
cada eletrodo representou um nd, enquanto as arestas dos grafos foram geradas a partir da
conectividade funcional, proveniente da andlise de sincronizacdo por motifs (micropadroes).
De acordo com tal anélise, as séries temporais dos eletrodos sdo convertidas em séries de
motifs, que sdo comparadas considerando-se diferentes tempos de atraso de sincronizacao
para cada par de séries temporais (Figura 11). A partir dai, € realizada a contagem dos motifs
que estdo presentes em uma série temporal apds terem aparecido em sua série par para aquela
comparacao, e essa similaridade é comparada com um limiar de sincronizacdo estabelecido
através do processo de aleatorizacdo das redes. Todo esse processo, é realizado para uma
janela temporal movel, que se desloca formando uma matriz de adjacéncia para cada instante
de tempo e apresenta a estrutura de conectividade do grafo, em que 1 representa a presenca de
conexdo e 0, sua auséncia, A partir de cada matriz, é gerado um grafo correspondente*’. O
conjunto de grafos gerado em todo o tempo de registro é denominado grafos variantes no
tempo (Figura 12) e constitui uma ferramenta atil para a avaliagdo e a representacdo do
sistema complexo cerebral. Apds a sua geracdo, os grafos sdo avaliados qualitativa e (ou)
quantitativamente através de seus indices e topologia. Além da representacdo por meio do
GVT, as redes funcionais cerebrais (RFC) foram representadas, nessa avaliacdo, atraves da
rede estatica agregada (REA), que leva em consideracdo o peso das arestas em cada grafo
gerado e constitui uma medida do tempo de conexdo de dois nés, em todo o registro,

denotando a importancia da conexao para a avaliacao realizada.



Figura 11 — Transformagao de uma série temporal em uma série de motifs.
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Figura 12 — Construgdo de redes variantes no tempo. Na figura, é possivel notar a presenca de uma janela
deslizante sobre uma série temporal de motifs, proveniente da transformacdo da série temporal de eletrodos
(Figura 11), e a matriz de adjacéncia correspondente a cada instante de tempo, bem como sua rede
correspondente, além da REA, que retrata a importancia das conexdes no tempo. Na coluna redes, verde
significa sincronizagcBes com atraso temporal > 0, e azul, com atraso igual a zero. Na coluna REA, azul
representa pesos pequenos e verde pesos altos.
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4 RESULTADOS

4.1 FASE AGUDA

Ao levar em consideracdo o provavel papel do estimulo na sincronizacdo cerebral,
tendo em vista sua estrutura temporal, com base em avalia¢Ges anteriores com o ENP — que,
em modelos animais, apresentou efeito anti convulsivante robusto —, avaliamos, a principio, o
efeito agudo do EANP para cada individuo, considerando indices que medem sincronia,
diversidade e importancia de conexdes da rede, como a média do grau ponderado, o tempo de

sincronizacao completa, hubs dos nés e a distribuicdo dos pesos das arestas.

4.1.1 Conectividade Funcional Regional

A anélise da conectividade funcional dindmica foi realizada a partir da média do grau
ponderado da rede estatica agregada (Kp), computado para diferentes regibes cerebrais (pré-
frontal, frontal, central, temporal, parietal e occipital), a partir dos registros de EEG de cada
paciente antes e apds o tratamento, a fim de se avaliar o efeito agudo da intervencdo na
conectividade regional (n = 66). Na Figura 13, apresentamos a diferenca média do grau
ponderado para cada regidao de modo pareado, com cada ponto no gréafico, representando essa
diferenca (T1-TO0).

A avaliacdo da distribuicdo dos dados foi realizada a partir do teste Kolmogorov-
Smirnov (K-S), que demonstrou a presenca de normalidade. A partir dai, foi adotado o teste t
pareado, com o proposito de avaliar o efeito agudo do EANP na conectividade para as
diferentes regides cerebrais. O teste revelou que a conectividade funcional das regides
cerebrais foi reduzida nos pacientes apés a estimulacdo (t (65) = 3,515; p <0,05). Isso é
observado na Figura 13, onde se observa que a diferenca média entre o grau ponderado de

cada regido de modo pareado antes e apds do estimulo é, majoritariamente, negativa.
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Figura 13 — Diferenga média do grau ponderado por regides do cérebro. A figura mostra uma redugao
da conectividade funcional apds o tratamento com EANP.
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Fonte: Autoria propria.

4.1.2 Tempo de Sincronizagdo Completa (TSC)

A fim de avaliar o tempo necessario para a ocorréncia de todas as conexdes possiveis
dentro da rede, utilizamos o TSC, que foi calculado a partir das redes variantes no tempo de
cada individuo (n = 11).

Os dados referentes ao TSC apresentaram uma distribuicdo normal, obtida a partir do
teste Kolmogorov-Smirnov. Posteriormente, considerando a distribuicdo dos dados, foi
adotado o teste t pareado, com o proposito de comparar o indice antes e depois do tratamento.
O teste revelou ndo haver efeito significativo do tratamento sobre o TSC (t (10) = -1,714; p
>0,05), considerando a diferenca média do indice antes e ap0s o tratamento. Apesar disso, foi
possivel notar uma tendéncia a elevacdo do indice apds o tratamento, com apenas quatro

pacientes, dos onze avaliados, demonstrando um efeito contrario (Figura 14).
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Figura 14 — Diferenca média do tempo de sincronizacdo completa. A figura mostra um aumento do indice para a
maioria dos pacientes, com a aplicacdo do EANP.
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Fonte: Autoria propria.

4.1.3 Distribuicdo dos Pesos das Arestas

A distribuigéo dos pesos das arestas fornece indicagdo da importancia das conexdes no
tempo. As distribuicbes foram estimadas sobre todos os pesos das arestas de todos os
pacientes de cada grupo. Foram encontrados pesos em um intervalo entre 0 e 5.000 frm,
determinados a partir do limiar de menor e maior peso registrado no histograma de pesos das
arestas, com um tamanho de intervalo das classes igual a 200 frm.

De modo geral, foi possivel notar que arestas com pesos mais baixos (900-1.300 frm)
possuiam uma frequéncia menor, quando comparadas as arestas com pesos intermediarios
(1.900-2.700 frm). As arestas com pesos mais elevados (entre 3.700 e 4.500 frm), por sua vez,
apresentaram frequéncia inferior a encontrada nas arestas com peso intermediario, mas
superaram, em frequéncia, as arestas com pesos entre 900 e 1.300 frm.

No que diz respeito ao comportamento das conexdes antes e depois do tratamento, foi
verificada uma reducdo das arestas que apresentavam peso intermediério, entre 1.900 e 2.700

frm, apos a estimulacdo com EANP, se comparadas ao estado basal. Alem disso, notamos
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uma manutencdo, na rede, das arestas que possuiam pesos menores, bem como daquelas que

possuiam pesos mais elevados, conforme pode ser visualizado na Figura 15.

Figura 15 — Distribuicdo dos pesos das arestas.
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414 Hubs

Com a finalidade de avaliar a hipétese de aumento de ocorréncia de n6s hubs da rede
apos o tratamento, escolhemos a medida de grau das arestas sincronas. Para cada frame do
TVG, um né foi definido como hub quando seu grau superou a média mais dois desvios
padrdes dos demais nos da rede. Dessa forma, estimamos a quantidade de vezes que cada no
foi hub ao longo do tempo. A partir desses dados, construimos um grafico da frequéncia de
ocorréncia como hub ao longo do tempo para todos os eletrodos (Figura 16). Essa distribuicdo
representa a importancia de cada eletrodo no padrdo de sincronizacgdo funcional ao longo do
tempo. Para testar a hipétese do aumento de hubs apds o tratamento, avaliamos a existéncia de
eletrodos que obtiveram mais importancia que os demais ao longo do tempo. Para isso,
separamos aqueles eletrodos que exerceram a funcéo de hub por mais tempo que os demais,
chamando-os de hubs mais representativos. Esses eletrodos foram escolhidos por

apresentarem uma frequéncia acima da média mais um desvio padrdo do grupo.
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Posteriormente, esses hubs mais representativos foram avaliados em termos de quantidade,
intensidade de ocorréncia (distancia em relacdo a média) e localizacao.

Os dados referentes a quantidade de hubs e sua intensidade apresentaram distribuicao
normal, avaliada a partir do teste Kolmogorov-Smirnov (p>0.05). Nos, entdo, adotamos o
teste t pareado, a fim de verificar se existia efeito significativo do tratamento sobre as
medidas. Os testes mostraram que a quantidade e a intensidade de hubs sincronos mais
representativos nao diferiram significativamente entre o estado basal e ap0s o primeiro
estimulo, em quantidade, (t (10) = -0,589; p >0,05), e intensidade (t (10) = -0,602; p >0,05).

No que diz respeito a localizac¢do, foi possivel notar uma variabilidade entre os dois
estados, com poucos nés hubs sendo mantidos entre eles, conforme é demonstrado na Tabela
2.

Tabela 2 — Hubs sincronos estado basal e primeiro estimulo. Nota-se a diversidade de hubs de antes e
depois do estimulo, com alguns hubs das regides frontal, central e temporal presentes nos dois estados
(em azul, na Tabela).

Sujeitos TO T1

S1 FP2; F3; CZ; F7; F8; T6; F3; F7; F8; T3; T4; T6
T8

S2 FP2; F4, C4, P4; PZ; O2;  FP1, FP2; F3; C3; C4; 01,
T6; OZ F7,T3; T5; FPZ

S3 FP1; F3; C3; CZ,; P3; F7; FP1; F3; CZ; O1; F7; T3; T5;
T3; FPZ 0z; FPZ

S4 FP2; F4, FZ, C4, CZ, P4;  FP1; FP2; F4; F7; F8; T5; T6;
F8; T3; T6; FPZ FPZ

S5 FP1; F3; FZ, F7; F8; T3, FP1,;F3;CZ;P3;01;F7;T3;
OZ; FPZ T5; 0Z

S6 F3; C3; C4; P4; PZ, O1, F3;C3;CZ, P3; 01, F7;T5;
02; F7;,T3; T4; T6;, OZ 0Z; FPzZ

S7 FP1; FP2; FZ; C3; C4; CZ;, F3;CZ, F7;F8; T4; FPZ
02; F7;, T4; T6; OZ

S8 FP1; C3; CZ; F7,0Z; FPZ FP1; FP2; F3; FZ; C3; CZ;

P3: O1; F7; T3; T5; OZ
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S9 FP1; FP2; FZ;, O1; O2; F8 F3; C4; O2; F7, F8; T4; T5;
T6
S10 FP1; F3; F7; T3; T5; FPZ  FP1; FO2; F3; C3; CZ; P3;
01; 0O2; F8; T3; T5; FPZ
S11 FP1; FP2; F3; O2; F7; T3; FP2; F4; C3; O2; F7; F8; T3;
T4;T6 T5; FPZ

Fonte : Autoria propria.

Figura 16 — Histograma dos hubs.
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4.2 FASES POSTERIORES

Apos a avaliacdo do efeito agudo do EANP, consideramos o efeito do tratamento até o
quinto dia de andlise, antes (T2) e apds a intervencdo (T3). Para isso, foram utilizadas as
mesmas métricas estudadas na fase aguda, que, agora, foram computadas para oito pacientes.
Para a andlise estatistica, foi utilizada a ANOVA de medidas repetidas com uma via (Registro
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de EEG), através do SPSS, com o objetivo de avaliar o efeito do tratamento para os diferentes
indices. Para os dados que ndo apresentaram esfericidade, a partir do teste de Mauchly, os
valores de p foram corrigidos através da correcdo de Greenhouse-Geisser. Utilizamos o ajuste

de Bonferroni com 5% de significancia.

4.2.1 Conectividade Funcional Regional

A conectividade funcional dindmica foi avaliada para cada regido cerebral (pré-frontal,
frontal, parietal, central, temporal e occipital), de modo pareado (n = 48). O indice de escolha
para a andlise da conectividade funcional foi a média do grau ponderado. Foi, entdo, calculada
a diferenca média do indice para os diferentes registros de EEG, sempre se considerando a
evolucdo temporal do indice para cada regido, de maneira pareada.

Os dados ndo apresentaram esfericidade, considerando o teste de Mauchly, o que nos
levou a correcédo dos valores de p através de Greenhouse-Geisser. A ANOVA de uma via com
medidas repetidas revelou que houve efeito significativo do tratamento sobre a conectividade
funcional das regides cerebrais [F (1, 683, 79,086) = 6,724; p < 0,05]. A analise post hoc
mostrou que tais diferengas ocorriam entre o estado basal e o estado agudo (TO e T1), e entre
o efeito agudo e o quinto dia antes da estimulagdo (T2). Além disso, embora ndo tenha
ocorrido diferenca significativa da conectividade ao quinto dia, antes e ap0s a estimulacéo, foi
notada uma tendéncia a reducdo da conectividade geral apos o tratamento. A avaliacdo da
diferenca média do grau ponderado revelou uma reducdo da conectividade funcional para o
efeito agudo, que é mostrada, na Figura 17 em vermelho, na regido positiva, enquanto ocorreu
uma elevagdo do indice ao quinto dia antes do tratamento, que aparece em vermelho, na
regido negativa do grafico. E possivel visualizar o efeito do tratamento através da evolugio

temporal do indice apresentada na Figura 18.
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Figura 17 — Diferencas médias entre a conectividade funcional por regides cerebrais. O grafico demonstra que
apenas os grupos t0 e t1, e t1 e t2 foram significativamente diferentes entre si (em vermelho). Para os demais
grupos, ndo sdo mostradas diferencas significativas em grau (em preto).
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Fonte: Autoria propria.

Figura 18 — Evolucéo da conectividade temporal. O gréafico de evolugdo da conectividade funcional demonstra
uma reducéo da conectividade como efeito agudo do estimulo, seguida por uma elevacdo da conectividade (T2) e
uma tendéncia a reducdo mais prdxima a uma provavel estabilizacdo (T3).
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4.2.2 Tempo de Sincronizagcdo Completa

A avaliagdo do TSC foi realizada para cada um dos pacientes (n = 8), a fim de
verificar o efeito do tratamento sobre a diversidade do surgimento de novas conexdes na rede.
Para tanto, foi calculada a diferenca média do indice para cada registro de EEG.

Com o objetivo de verificar se ocorreu diferenca no indice antes e depois do uso do
EANP, realizamos uma ANOVA de uma via com medidas repetidas, com o ajuste Bonferroni,
considerando 5% de significancia.

O teste de Mauchly revelou que os dados apresentavam esfericidade. A ANOVA de
uma via com medidas repetidas revelou que ndo ocorreu efeito significativo do EANP sobre o
TSC dos pacientes [F (3, 21) = 1,87; p > 0,05]. O post hoc ndo mostrou diferencgas
significativas no indice antes e depois do estimulo (Figura 19). Apesar disso, é possivel
observar uma tendéncia a elevacdo do indice no estado agudo, e sua reducdo nas exposicoes

seguintes, até se aproximar de uma provavel estabilizacdo (Figura 20).

Figura 19 — Diferengas médias entre o tempo de sincronizacdo completa. O grafico mostra auséncia
de efeito significativo do tratamento sobre o indice, apesar da tendéncia ao aumento na fase aguda,
com posterior reducéo.
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Figura 20 — Evolucéo temporal do TSC. O grafico mostra uma tendéncia de elevacéo das diferencas
médias do indice, como efeito agudo do estimulo, que é seguida de decréscimo.
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4.2.3 Distribuicdo dos Pesos das Arestas

Assim como no estado agudo, a avaliacdo da distribuicdo dos pesos das arestas até o
quinto dia de tratamento foi computada considerando-se os intervalos entre 0s pesos de 0 a
5.000 frm, obtidos através do histograma dos pesos das arestas, considerando um tamanho de
intervalo de 200 frm. Foram computados os pesos das arestas a partir de sua frequéncia.

Foi possivel observar uma frequéncia mais elevada para as arestas com peso
intermediario, seguidas por arestas com pesos mais elevados e, por fim, arestas com pesos
baixos.

No que diz respeito ao efeito do tratamento sobre a distribuicdo dos pesos das arestas,
ocorreu uma manutencdo das arestas com pesos menores e mais elevados ao longo dos dias de
tratamento. Além disso, no estado agudo, houve uma redugdo das arestas de peso
intermediario, que foi seguida por uma elevacao, superior ao estado basal, no quinto dia, antes

da estimulacdo (T2), chegando a valores proximos ao estado basal apos a estimulacao (T3).
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Figura 21 — Distribuicdo dos pesos das arestas até o quinto dia de estimulagdo.
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424 Hubs

A identificacdo dos hubs sincronos mais representativos foi realizada, assim como
para o efeito agudo, considerando-se 0s nds obtidos pelo histograma de hubs da rede, que
apresentaram tempo de ocorréncia superior ao tempo médio dos hubs mais um desvio padréo.
Foram avaliados trés aspectos desses nés: a quantidade, a intensidade de conexdo (distancia
do tempo de ocorréncia em relagdo ao tempo médio) e a localizagdo. Para essas analises,
foram utilizados dados de probabilidade de um no ser hub, e cada eletrodo foi considerado
como um no (n=22, no histograma de hubs).

Os dados referentes a quantidade de hubs sincronos mais representativos apresentaram
esfericidade, a partir do teste de Mauchly. A ANOVA de uma via com medidas repetidas
mostrou que ndo houve efeito significativo do tratamento sobre a medida [F (3, 21) = 2,032; p
> 0,05], e o post hoc ndo apresentou diferencas significativas antes e depois do tratamento, em
nenhum dos registros.

No que diz respeito a intensidade dos hubs sincronos mais representativos, o teste de

Mauchly revelou que os dados apresentavam esfericidade. A ANOVA de uma via com
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medidas repetidas revelou que nao ocorreu efeito significativo do estimulo sobre a intensidade
dos hubs [F (3, 21) = 0,537; p > 0,05], e o post hoc ndo mostrou diferencgas significativas no
indice antes e ap6s o estimulo.

A analise da localizacdo dos hubs apontou para uma variabilidade entre os estados,
com alguns deles sendo apresentados apenas ap6s a estimulacdo (T1 e T3), com baixa
manutencdo de hubs do estado basal para o agudo (TO e T1), e reaparecimento de alguns hubs
no quinto dia de anélise, antes da estimulacao, que foram mantidos ap6s o uso do EANP (T2 e

T3), conforme é expresso na tabela a seguir.

Tabela 3 — Hubs sincronos mais representativos até o quinto dia de analise. E possivel observar a variabilidade
dos hubs para todos os registros, com poucos deles sendo mantidos do estado basal para o efeito agudo (em
verde) e em todos os estados (sublinhados). Os hubs que reaparecem na rede em outros estagios sao
representados em azul, enquanto 0s que aparecem apos a estimulacdo (no 1° dia, T1, e no quinto dia, T3) séo
apresentados em vermelho.

Sujeitos TO T1 T2 T3
S1 F3,CZ, F7 F7,F8, T3, T4 T3, T6, OZ FP2, F8, T6
S2 FP2,C4,PZ,T6, FP1,FP2, F7,T5, F7, FPZ FP2, T4
0z FPZ
S3 F3, F7, FPZ CZ,F7, T3, FPZ C3, T3, FPZ FP1, CZ, T3,
S4 FP2, P4, F8, T6 T5, 16 FP2, T4 EE? C4,PZ, F8,
S5 FP1, FPZ F3, T3, 0Z FP1, F3, F7, -Il:-g F7, FPZ
S6 P4,PZ, OZ CZ,01,F7,0Z IE;ZFZ T4 FP1, FP2, 02, T5
S7 FP1, C3,F7,FPZ (C3,CZ, T5,0Z T3 F3,CZ, 0Z
S8 FP1, FP2, O2 F3,02, T4, T6 02, T5,0z C3,C4,02

Fonte: Autoria propria.
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5 DISCUSSAO

Neste trabalho, avaliamos o efeito do estimulo acustico ndo periodico sobre a
sincronia cerebral de pacientes com epilepsia refratéria, através de caracteriza¢do da dindmica
de suas redes funcionais cerebrais. Para tanto, foram adotados indices de conectividade,
variabilidade e importancia dos nos e das conexdes pertencentes a esse sistema. Os efeitos do
tratamento foram avaliados para a fase aguda (n=11), bem como para as fases posteriores
(n=8), considerando o quinto dia apds a estimulacao.

A conectividade funcional dindmica, a partir do grau ponderado médio da REA,
mostrou uma reducdo significativa na fase aguda, o que foi confirmado pela avaliacdo até o
quinto dia. Essa reducdo da conectividade estd de acordo com estudos que embasaram a
criacdo do EANP®136 |sso porque, durante a criagdo e aplicacdo do estimulo, o padréo
temporal, em sua estrutura, manteve caracteristicas de formacéo do ENP vinculadas a sua
eficacial®ll,

Avaliacdes prévias tém reportado a relevancia de se considerar a estrutura temporal
durante a elaboracdo de estimulos cerebrais'®®’, e que, no caso da epilepsia, o carater
dindmico da doenca e o papel da sincronia devem ser considerados na construgéo de terapias
complementares®. Assim, as caracteristicas de formacdo do EANP devem ser consideradas
para a discussdo da reducdo da conectividade funcional neste trabalho. Nesse sentido, tendo
em vista os achados mais recentes de Cota, De Oliveira, Damazio, Moraes'!, destacaremos o
provavel papel de uma distribuicdo de intervalo entre os pulsos em lei de poténcia, para a
dindmica cerebral das redes funcionais cerebrais de pacientes com epilepsia refrataria.

Um comportamento livre de escala em um sistema implica a auséncia de periodicidade
temporal e espacial predominante em seus padres temporais e espaciais®®. Uma estatistica
livre de escala, em fendmenos naturais, pode ser descrita por uma lei de poténcia, que pode

representar a relacdo entre varidveis do sistema. A funcdo de lei de poténcia f é apresentada a
seguir, onde P é a poténcia, f representa a frequéncia (que pode ser espacial ou temporal, a

depender do que esta sendo avaliado) e 8 representa o expoente da lei de poténcia®.

P(f)x1/fF
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Estudos anteriores confirmaram uma resposta neuronal mais eficaz a estimulos que
apresentem um padrdo de atividade semelhante ao encontrado no cérebro em seu estado
saudavel, isto &, uma estatistica livre de escala*8>8,

Gal e Marom?? utilizaram neur6nios isolados de ratos recém-nascidos para avaliar as
propriedades da dindmica da resposta evocada por trés regimes estatisticamente diferentes de
séries de estimulacdo — intervalo constante, ruido branco gaussiano e regime livre de escala —,
com intervalos modulados por um processo 1/f%, com B = 1. A avaliacio foi realizada em
termos de variabilidade e reprodutibilidade da resposta neuronal. Os resultados mostraram
que o arrastamento neuronal é maximo quando a entrada é livre de escala. O estimulo, nesse
regime, foi capaz de reduzir a variabilidade da resposta dos neur6nios, além de produzir maior
reprodutibilidade, quando comparado aos outros tipos de estimulacio®?.

Garcia-Lazaro, Ahmed, Schnupp® em um estudo com modelos animais, testaram a
resposta de neurdnios do cortex auditivo primario, cultivados in vitro, a estimulos com a
dindmica livre de escala, considerando tons aleatorios em lei de poténcia com expoentes que
variavam entre 0,5 e 4. Os autores observaram uma taxa de resposta menor para expoentes
abaixo de 1, atingindo valores maximos com expoentes entre 1 e 1,5, e que geralmente se
comportavam como um platd para expoentes iguais ou acima de trés. Além disso, foi
verificado que a variabilidade da resposta neuronal é reduzida quando sdo fornecidos
estimulos acusticos que apresentam um padrdao semelhante ao natural, e especulou-se que isso
provavelmente ocorre com outros estimulos sensoriais®.

Scarsi, Tessadori, Chiappalone, Pasquale®! avaliaram a relacio entre a resposta
neuronal, obtida a partir de redes corticais de neurdnios cultivados in vitro, a estimulos com
diferentes padrfes temporais, a fim de avaliar se, no nivel de rede, a resposta se mostrava
mais eficaz a entradas semelhantes & atividade natural. Para isso, utilizaram diferentes
sequéncias de estimulacdo, com intervalos entre os pulsos seguindo uma distribuicdo 1/f#,

com valores de g variando entre 1 e co. Os pesquisadores avaliaram também se haveria

diferenca entre as taxas médias de disparo para diferentes expoentes da lei de poténcia. Os
resultados mostraram que a atividade de rede sincroniza, de modo preferencial, com entradas
semelhantes as entradas naturais (dindmica livre de escala), principalmente quando se
considera um expoente unitario*.

Alguns achados prévios de estudos com o ENP apontam para a relevancia da lei de
poténcia na eficacia do estimulo, que parece promover uma manutengdo dos niveis basais de

sincronizagéo, impedindo o espalhamento de redes epileptogénicas!l. Cota et al.*®, reportaram
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diferengas nos efeitos dos estimulos com dois protocolos de aleatorizagdo dos intervalos entre
0s pulsos durante a criacdo do estimulo. Apenas o estimulo cujo intervalo entre os pulsos
representava uma lei de poténcia apresentou eficacia, enquanto o outro ndo mostrou efeito®®.
Mesquita et al.%, em uma avaliagdo do recrutamento neural subjacente & estimulagio
periddica e ndo periddica, no complexo amigdaloide, com ratos submetidos ou nédo a infuséo
de PTZ, verificaram a presenca de ativacdo do nucleo accumbens em animais livres de crise
que receberam o estimulo ndo periodico®. Além disso, avaliages eletrofisiologicas do
estimulo tém apontado para um comportamento de resisténcia ao processo de sincronizagéo®?.

Assim, é possivel que a estrutura temporal do EANP — um estimulo temporalmente
irregular, cuja distribuigdo do intervalo entre os pulsos se assemelha a dindmica de atividade
neuronal no nivel de um Unico neurénio, e considerando o nivel de redes — tenha promovido a
modulacdo da sincronia cerebral dos pacientes através do arrastamento cerebral para
oscilacBes semelhantes a entrada, conforme é proposto por Cota, De Oliveira, Damazio,
Moraes!! para o ENP, levando a uma reducio geral da sincronia da rede e a assegurando a
permanéncia das propriedades livres de escala das redes cerebrais desses pacientes.

Essa permanéncia das propriedades livres de escala da rede, em nosso trabalho, parece
ter sido mostrada em outros dois resultados da fase aguda, na avaliacdo dos hubs e na
distribuicdo dos pesos das arestas, o que pode ter se refletido na variabilidade de conexdes da
rede e no surgimento de arestas novas.

Em redes cerebrais, é possivel notar, no ambito estrutural e funcional, a presenca de
caracteristicas livres de escala concomitantes a topologia de mundo pequeno*®°. De acordo
com Barabasi, Albert®’, dois fatores podem contribuir para o surgimento de uma topologia
livre de escala: a expansédo da rede pela adi¢do de novos nés e a adi¢do de novos nds a nos
que ja apresentem um alto grau®’. A adicdo de conexdes de modo preferencial é um fator
particularmente importante no contexto de avaliagdes em epilepsia, uma vez que permite um
reforco de conexdes e o surgimento de hubs de conectividade.

Hubs apresentam uma importéncia para a arquitetura da rede e sua dinamica, no
sentido de que possibilitam uma rapida transferéncia de informacdo, reduzindo os custos
energéticos e otimizando o processamento da informagao®.’®. Em redes funcionais cerebrais,
a presenca de nos com alta conectividade e suas interacdes favorece a adaptabilidade do
sistema ao longo de sua evolucdo temporal, uma vez que possibilita a flexibilidade da rede

através da alteracdo dinamica em diferentes comunidades®. Além disso, a existéncia de hubs
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em redes cerebrais favorece a complexidade dindmica dessas redes, ja que possibilita 0 acesso
a diversas paisagens de estados funcionais entre os mecanismos de segregacéo e integracao®.

Tem sido demonstrado que esse papel central dos hubs nas redes cerebrais é
acompanhado por sua vulnerabilidade ao desenvolvimento de processos patolégicos®®®3. Na
epilepsia, hubs tém assumido pelo menos dois papéis: o espalhamento das descargas
epileptiformes, quando localizados proximos & zona epileptogénica, e disrupcéo,
principalmente quando se referem a rede ativa no estado de repouso®’.

Analises anteriores tém demonstrado uma disrupcdo de hubs em redes funcionais de
pacientes epilépticos®. Essa redugdo de hubs em epilepsia tem sido visualizada em termos de
conectividade e centralidade’"3, e pode ser considerada em nivel individual® e na formagcéo
do fendmeno de rich club®’.

Tendo em vista as perdas de hubs em pacientes epilépticos e a estrutura temporal do
estimulo, esperavamos que 0s nés hubs da rede aumentassem ap6s o tratamento. Por esse
motivo, fizemos uma caracterizagdo desses nés computando sua quantidade, sua intensidade e
localizacdo. Embora ndo tenhamos encontrado uma elevacdo ou alteracGes significativas da
guantidade e dos pesos dos nds hubs, percebemos que a variabilidade, entre eles, foi
consideravel, com poucos nés sendo mantidos de um estado para outro, 0 que sugere uma
continua reestruturacdo do padrdo de sincronia devido ao EANP. AvaliacBes futuras devem
considerar um registro dessas redes durante um longo periodo ap6s a estimulagdo, o que ndo
foi possivel neste trabalho, em virtude da perda amostral.

Uma avaliacdo das conexdes da rede, através da distribuicdo dos pesos das arestas,
mostrou que a reducdo da conectividade funcional ocorreu em arestas com peso intermediario
(mais provaveis), a0 mesmo tempo em que arestas com pesos mais elevados foram mantidas
na rede.

Em redes ponderadas, como as realizadas nesse trabalho, o peso das arestas é um
indicativo da importancia daquelas conexdes para a rede*®. Em nosso trabalho, retrata o tempo
de conexdo entre dois nés, denotando a relevancia daquela interacdo para a dindmica e a
configuracdo espacial do sistema. A manutencdo de arestas com pesos mais elevados, assim
como da quantidade de hubs na rede, mesmo havendo uma diminuicdo da conectividade,
podem indicar um efeito protetor do estimulo, uma vez que era de se esperar que esses
pacientes, naturalmente, perderiam essas conexfes em virtude de processos patoldgicos.

Contudo, avaliagdes longitudinais sdo necessérias a fim de se verificar se tais achados se
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mantém a longo prazo. Além disso, uma anélise mais precisa dos tipos de conexdo pode
fornecer indicios da existéncia ou da preferéncia de uma regido de atuacdo do estimulo.

Ainda assim, tendo em vista o papel funcional dos nos e conexdes hubs da rede, sua
manutencdo, em pacientes com epilepsia refrataria, pode representar um efeito positivo do
estimulo quando acompanhada de uma provavel estabilizacdo da conectividade funcional.
Esse cenério foi observado entre as etapas T2 e T3 do EANP, uma vez que a elevagdo da
sincronia cerebral tem sido associada a epileptogénese®8:8°,

A reducdo das arestas de peso com maior ocorréncia, por sua vez, denota uma
diminuigéo geral da conectividade funcional na rede, durante o efeito agudo. Tendo em vista
ser o EANP um estimulo que mostra um padréo temporal irregular, proposto para apresentar
um efeito de antirressonancia com redes epileptogénicas, com uma dinamica livre de escala
que pode induzir um padrdo natural de atividade cerebral, esse resultado estd de acordo com
achados prévios para o ENP011,

Notamos, ainda, que, o tempo de sincronizagdo completa (TSC), indice que indica a
velocidade do surgimento de arestas novas no tempo, aumentou no efeito agudo, de modo
paralelo ao decréscimo da conectividade funcional. O TSC é um indice que exibe
sensibilidade a persisténcia de conexdes e alteracBes gerais na quantidade de conexdes da rede
(reducdo ou aumento). Neste trabalho, ndo foi notada uma persisténcia das arestas, uma vez
que isso teria resultado em uma elevagdo dos pesos das arestas maiores. Assim, a evolugéo
temporal do TSC, durante fase aguda (elevacdo) e ao quinto dia antes da estimulacdo
(reducdo), e sua posterior estabilizacdo, foi decorrente de alteracdes generalizadas na
quantidade de sincronizagbes ao longo do tempo. O que corrobora os resultados da
diminuig&o dos pesos mais provaveis na fase aguda discutida anteriormente.

Um resultado inesperado deste trabalho foi a elevacdo da conectividade funcional a
partir do quinto dia de estimulagdo (T2). Notamos, pela distribuicdo dos pesos das arestas,
que esse aumento ocorreu dentro do mesmo intervalo de pesos de arestas intermediarias, as
mais frequentes, o que pode decorrer de uma habituacdo cerebral ao estimulo, retornando a
seu padrdo normal. Esse processo consiste em um decréscimo ou ruptura da resposta diante de
uma estimulagdo, apos repetidos processos de aplicacdo®. E importante destacar que, em
nosso trabalho, essa aparente habituacdo so pode ser descrita com referéncia a conectividade e
aos niveis de sincronia, uma vez que os hubs apresentaram variabilidade entre os estados, 0
que, em conjunto, aponta em dire¢do a um rearranjo estrutural da rede, apesar da habituagé&o.

Tal achado devera ser levado em consideragdo em andlises posteriores.
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Essa reorganizacdo da rede funcional cerebral em pacientes epilépticos tem sido vista
no decorrer da doenga, tanto no estado interictal quanto no estado ictal, com reconfiguracfes
dindmicas na topologia da rede para ambos os estados e dentro da crise®®°t, Além disso, tem
sido notado um rearranjo dos nds em pacientes que estdo livres de crises epilépticas,
comparados a aqueles que apresentam crises clinicas”. Sabemos que tais mudangas s&o
decorrentes de alteracGes temporais entre 0s estados e dependem dos niveis de perturbacdo ao
sistema, bem como da resiliéncia e estabilidade da rede?. Assim, considerando os aspectos
dindmicos da doenca, é possivel supor que o estimulo, como perturbacdo externa que
acompanha a dinamica livre de escala presente no cérebro, possa favorecer a presenca de um
arranjo de conexdes que possibilite tal dinamica, que se mostra alterada durante a doenga, em
nivel celular®®®® e considerando redes em ampla escala>"2.

A manutencdo da conectividade funcional do estagio T2 para o T3 e das arestas de
maior peso na rede pode ser resultante da estrutura temporal do estimulo. E amplamente
conhecido que estimulos que apresentam uma estatistica em lei de poténcia tendem a reduzir a
variabilidade de resposta'®41®° com maior arrastamento cerebral, considerando o expoente da
lei de poténcia entre um e um e meio®. Embora isso tenha sido avaliado no ambito de
neurdnio Unico e microcircuitos é possivel supor que ocorreria em toda a rede cerebral.

Apesar de nossos achados apontarem para uma reorganizacdo da rede durante o
tratamento, uma avaliagdo mais precisa de toda a faixa de pesos das arestas deve ser
considerada futuramente, bem como a identificacdo das regibes em que ocorrem essas
conexdes e sua relacdo funcional.

Embora tenhamos verificado uma reducdo das arestas com pesos intermediarios, a
identificacdo dessas arestas ndo foi possivel neste trabalho, sendo necessérias avaliacfes que o
facam futuramente.

Outro fator relevante que n&o foi abarcado por esse trabalho é a descri¢éo dos circuitos
subjacentes as redes, que poderiam indicar mais precisamente a dinamica da resposta neuronal
ao EANP. Analises futuras podem incorporar técnicas de coleta de sinal com resolugédo
espacial mais elevada, a fim de sanar essa incapacidade.

Um fator importante, é que nosso trabalho carece de informagdes clinicas referentes a
etiologia e ao tipo de crise dos pacientes, que foram classificados quanto a
farmacorresisténcia. Sabe-se, contudo, que esse grupo abarca uma série de epilepsias e que

essa identificacdo poderia favorecer a compreensdo dos resultados. Desse modo, estudos
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posteriores, podem considerar uma separacdo por grupos etioldgicos ou por tipos de crise,
bem como uma amostra maior, a fim de reduzir a variabilidade da amostra.
Além dos fatores supracitados, a presenca de um grupo de controle, uma vez que o

estimulo consiste em uma terapia complementar, colaboraria para a analise de seu efeito sem

tratamento.
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6 CONCLUSAO

O processo de sincronizagdo neuronal embasa diversas fungbes cognitivas e tem se
mostrado alterado no cérebro de pacientes epilépticos. A epilepsia tem sido caracterizada por
alteracdes da excitabilidade e da sincronia cerebral, demonstrando elevacdo para ambos.
Embora grande parte dos tratamentos que tenham a excitabilidade como foco, visando a sua
reducdo, apresentem eficacia, aproximadamente um terco dos pacientes apesenta
farmacorresisténcia.

Abordagens complementares tém sido desenvolvidas para o tratamento de epilepsias
refratarias a medicacdo, dentre as quais 0 EANP. Em nosso trabalho, avaliamos o efeito do
estimulo na sincronia cerebral de pacientes com epilepsia refratéria. Para tanto, foi realizada a
caracterizacdo da dinamica de redes funcionais de sincronizagdo através de indices de grafos
dindmicos, como conectividade temporal e tempo de sincronizagdo completa. Nosso trabalho
mostrou um efeito significativo de reducdo da conectividade geral na rede, na fase aguda.
Apds essa fase, em termos quantitativos, entre conectividade e quantidade de sincronizacéo, o
cérebro parece ter se habituado ao estimulo, retornando a seu padrdo original. Contudo, o
arranjo das conexdes provavelmente mudou, e isso pode ser visto atraves da variacdo dos
hubs, sendo necessarias avaliacdes futuras com indices que mecam, longitudinalmente, a

arquitetura da rede.
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