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Resumo

Oliveira PS. Caracterização circadiana da excitabilidade cortical motora em

humanos [tese]. São Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de São

Paulo; 2022.

INTRODUÇÃO: Em humanos, diferenças nos níveis de excitabilidade cortical

motora relacionadas ao horário do dia já foram descritas. Este fenômeno é

potencialmente mediado pela interação entre sistema temporizador circadiano

e circuitos corticais inibitórios. Entretanto, evidências nesse sentido ainda são

escassas e a possibilidade de influência do componente homeostático de

pressão de sono foi pouco explorada. A preferência circadiana comportamental

(cronotipo) é outro fator que pode influenciar nas medidas de excitabilidade

cortical. OBJETIVO: Caracterizar o perfil circadiano da excitabilidade cortical

motora em indivíduos saudáveis a partir de medidas seriadas com a técnica de

estimulação magnética transcraniana do córtex motor acoplada a

eletromiografia (EMT-EMG), levando em consideração a pressão de sono e o

cronotipo dos participantes. MÉTODO: Vinte participantes saudáveis tiveram o

cronotipo avaliado por meio do Questionário de Matutinidade-Vespertinidade.

Adicionalmente, foram aferidas as amplitudes dos potenciais evocados motores

desencadeados por pulsos simples e pareados, além do período cortical

silente, em avaliações seriadas ao longo de um período de 24 horas. Com a

finalidade de assegurar a presença de um período de sono com duração

adequada e promover a habituação dos participantes às condições externas, o

estudo teve início após uma noite de sono em ambiente laboratorial/hospitalar.



Ao longo das avaliações, os níveis agudos de sonolência subjetiva foram

quantificados. A associação entre variáveis preditoras e resposta foi verificada

a partir de modelos lineares de efeitos mistos. RESULTADOS: Indivíduos com

cronotipo matutino apresentaram menor inibição cortical pela manhã em

avaliação por pulsos pareados de intervalo curto (2 e 5 ms), com aumento

progressivo ao longo do tempo e pico de inibição no primeiro dia às 17h (razão

17h/9h: 1,54; IC 95%: 1,06 - 2,22; p = 0,02). Não foram observadas

associações significativas entre as demais medidas de excitabilidade em

relação ao horário do dia para este cronotipo, tampouco mudanças

significativas em quaisquer das medidas relacionadas aos cronotipos

vespertino, intermediário e na totalidade da amostra ao longo do tempo.

Adicionalmente, os subgrupos matutino e vespertino apresentaram perfis

distintos de inibição a intervalos longos, dependentes do intervalo empregado e

independentes do horário. CONCLUSÕES: Medidas de inibição cortical

apresentam perfis e trajetórias distintas ao longo do tempo, na dependência do

cronotipo. Os achados deste trabalho ampliam o entendimento da fisiologia do

córtex motor primário, com implicações para o desenvolvimento de

biomarcadores de doenças neuropsiquiátricas que sejam baseados em

medidas de excitabilidade, bem como no aprimoramento de técnicas de

neuromodulação não invasiva que tenham essa região como alvo, seja na

pesquisa básica ou em ensaios clínicos futuros.

Descritores: Córtex motor; Excitabilidade cortical; Inibição cortical;

Estimulação magnética transcraniana; Cronotipo; Ritmo circadiano.



Abstract

Oliveira PS. Circadian characterization of motor cortical excitability in humans

[thesis]. São Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de São Paulo”;

2022.

INTRODUCTION: In humans, differences in motor cortex excitability levels

related to time of day have already been described. This phenomenon is

potentially mediated by the interaction between the circadian timing system and

inhibitory cortical circuits. However, evidence in this regard is still scarce and

the possibility of influence of the homeostatic component of sleep pressure has

been little explored. Behavioral circadian preference (chronotype) is another

factor that can influence excitability measurements. OBJECTIVE: To

characterize the circadian profile of cortical excitability in healthy individuals

from serial measurements with the technique of transcranial magnetic

stimulation of the motor cortex coupled with electromyography (TMS-EMG),

taking into account the participants' chronotype and sleep pressure. METHODS:

Twenty healthy individuals had their chronotype assessed using the

Morningness-Evenings Questionnaire. Additionally, the amplitudes of motor

evoked potentials triggered by single and paired pulses, in addition to the

cortical silent period, were measured in serial assessments over a 24-hour

period. In order to ensure the presence of an adequate period of sleep and

promote the participants' habituation to external conditions, the study began

after a night's sleep in a laboratory/hospital environment. Throughout the

TMS-EMG evaluations, the acute levels of subjective sleepiness were



assessed. The association between predictor and response variables was

verified using linear mixed effects models. RESULTS: Individuals with morning

chronotype showed lower cortical inhibition in the morning in evaluation by

short-interval paired pulses (2 and 5 ms), with a progressive increase over time

and same-day peak inhibition in the afternoon period (ratio 5pm/9am: 1.54 ;

95% CI: 1.06 - 2.22; p = 0.02). No significant associations were observed

between the other excitability measures in relation to the time of day for this

chronotype, nor significant changes in any of the measures related to evening

or intermediary chronotypes and in the entire sample over time. Additionally, the

morning and evening subgroups showed distinct profiles of inhibition at long

intervals, dependent on the employed interval and independent of the time of

day. CONCLUSIONS: Measures of cortical inhibition show distinct profiles and

trajectories over time, depending on the chronotype. The findings of this work

expand the understanding of the physiology of the primary motor cortex, with

implications for the implementation of excitability-based biomarkers of

neuropsychiatric diseases, as well as the development of non-invasive

neuromodulation protocols that target this region, either in basic research or in

future clinical trials.

Descriptors: Motor cortex; Cortical excitability; Cortical inhibition; Transcranial

magnetic stimulation; chronotype; circadian rhythm.



Sumário

1 INTRODUÇÃO 1
1.1 Sistema temporizador circadiano 1

1.2 Cronotipo 4

1.3 Córtex motor 6

1.4 Inibição e excitação no córtex cerebral 7

1.5 Potencial evocado motor 10

1.6 Excitabilidade cortical motora (ECM) 14

1.7 Estudos de série temporal com EMT-EMG em voluntários saudáveis 21

1.8 Justificativa e hipóteses 25

2 OBJETIVOS 28

3 MÉTODOS 29

3.1 Desenho e local do estudo 29

3.2 Amostra 29
3.2.1 Critérios de elegibilidade 29
3.2.2 Características clínicas 30

3.3 Procedimentos 31

3.4 Medidas de Excitabilidade Cortical Motora (ECM) 31
3.4.1 Limiar motor de repouso (LM) 33
3.4.2 Amplitude do potencial evocado motor (PEM) 33
3.4.3 Período cortical silente (PCS) 33
3.4.4 SICI 34
3.4.5 LICI 34

3.5 Eletroencefalograma (EEG) 36

3.6 Melatonina salivar 37

3.7 Reflexo pupilar (RPL) 38

3.8 Cálculo amostral 39

3.9 Análise estatística 40

4 RESULTADOS

4.1 Participantes 43



4.2 Excitabilidade cortical motora (ECM) 45
4.2.1 Limiar motor de repouso (LM) 45
4.2.2 Amplitude do potencial evocado motor (PEM) 48
4.2.3 Período cortical silente (PCS) 49
4.2.4 Inib. por pulsos pareados, intervalos curtos (SICI - 2 e 5 ms) 50
4.2.5 Inib. por pulsos pareados, intervalos longos (LICI - 50, 100 e 150 ms) 52
4.2.6 Inib. por pulsos pareados, intervalos longos (LICI - 200, 250 e 300 ms) 54

5 DISCUSSÃO 55

5.1 Limiar motor (LM) e amplitude dos potenciais evocados motores (PEMs) 55

5.2 Período cortical silente (PCS) 59

5.3 Inibição a intervalos curtos (SICI) 63

5.4 Inibição a intervalos longos e longuíssimos (LICI) 65

5.5 Limitações 68

5.6 Considerações finais 69

6 CONCLUSÕES 72

7 REFERÊNCIAS 74



1

1 INTRODUÇÃO

1.1 Sistema temporizador circadiano

Os ritmos circadianos são resultado da flutuação cíclica, ao longo de um

período de 24 horas, de múltiplos parâmetros fisiológicos a nível celular,

tecidual, sistêmico e comportamental1. Nos mamíferos, o núcleo

supraquiasmático (NSQ), localizado no hipotálamo, é o centro coordenador do

sistema temporizador circadiano (STC). Os neurônios do NSQ apresentam

atividade elétrica espontânea, sendo esta acoplada e orquestrada em grandes

populações neuronais mediante ação inibitória GABAérgica2,3. As células do

NSQ possuem atividade endógena tipo marca-passo, com período aproximado

de 24 horas, apresentando despolarização diurna do potencial de membrana e

hiperpolarização noturna4. Em condições fisiológicas, esse ritmo endógeno

adquire uma periodicidade precisa de 24 horas, a partir da sincronização com

sinais externos ao organismo, chamados zeitgebers, sendo a luz solar o

principal deles5.

A eficiência do sinal luminoso na sincronização do STC deve-se à

existência do trato retino-hipotalâmico, aferência direta do NSQ 4. Este trato é

composto predominantemente por vias não visuais formadas por axônios de

células ganglionares intrinsecamente fotossensíveis da retina (do inglês

intrinsically photosensitive retinal ganglion cells - iPRGCs), que contém o

fotopigmento melanopsina6. Parte dos axônios das iPRGCs emergem do trato

óptico e emitem colaterais que fazem sinapse com neurônios do núcleo olivar

pretectal, envolvidos na ativação parassimpática responsável pela contração do

https://paperpile.com/c/ZWSOmI/PgLG5
https://paperpile.com/c/ZWSOmI/eVJ1+QNxv
https://paperpile.com/c/ZWSOmI/XggUs
https://paperpile.com/c/ZWSOmI/I0CX
https://paperpile.com/c/ZWSOmI/XggUs
https://paperpile.com/c/ZWSOmI/HgH5
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músculo esfíncter da pupila7. Assim, atividade destas células pode ser

indiretamente aferida por meio do reflexo pupilar à luz (RPL). As iPRGCs

possuem maior sensibilidade a estímulos luminosos de pequeno comprimento

de onda, na faixa de cor azul, de modo que a resposta sustentada após esse

tipo de estímulo reflete indiretamente a excitabilidade dessas células8. Deste

modo, o RPL representa um marcador fisiológico do estado de atividade de

neurônios proximais na via de sincronização do STC, que pode ser estudado in

vivo em humanos.

Já as vias eferentes do NSQ, dirigem-se a sistemas de controle

neuroendócrino, que por sua vez regulam a atividade de múltiplos tecidos 9.

Dentre estes, destaca-se a glândula pineal, que recebe aferências indiretas do

NSQ, via sistema autônomo simpático. O principal produto secretório da

glândula é o hormônio melatonina, que é prontamente liberado na circulação

sistêmica em condições de baixa luminosidade. A avaliação seriada noturna

das concentrações desse hormônio permite a obtenção de marcadores

temporais robustos e objetivos do STC 10.

A dosagem seriada da melatonina nos diferentes líquidos biológicos

pode ser empregada, por exemplo, para o estabelecimento do horário em que

atinge seu valor máximo (acrófase). Entretanto, o momento que representa a

acentuação da inclinação da curva de ascensão noturna da secreção do

hormônio em condições de baixa luminosidade (do inglês, dim light melatonin

onset - DLMO), também é um marcador fidedigno da ritmicidade do STC.

Possui a vantagem de maior praticidade, pois não há necessidade de despertar

voluntários para a dosagem seriada, posto que habitualmente o DLMO

antecede o período de sono. Adicionalmente, a dosagem da melatonina por

https://paperpile.com/c/ZWSOmI/GFP2
https://paperpile.com/c/ZWSOmI/Pee1
https://paperpile.com/c/ZWSOmI/qOuWW
https://paperpile.com/c/ZWSOmI/Yf6y
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este método pode ser realizada em amostras de saliva, líquido biológico de

fácil obtenção10.

O ciclo sono-vigília é possivelmente o processo biológico com ritmo

circadiano mais bem estabelecido e estudado. Em 1982, o modelo dos dois

processos foi primeiramente concebido, oferecendo um arcabouço explicativo

para a alternância entre períodos de vigília e sono e contribuindo para o

desenvolvimento da ciência e medicina do sono nas últimas décadas11.

Resumidamente, este modelo indica que o sono, como fenômeno

comportamental e neurofisiológico, depende da propensão à sua ocorrência.

Esta propensão, por sua vez, ocorre em momentos específicos ao longo do

ciclo circadiano, a partir da interação entre dois processos: circadiano (C) e

homeostático (S). No processo C, a permissividade circadiana para ocorrência

do sono espontâneo é dada a partir da secreção de melatonina pela glândula

pineal em condições de baixa luminosidade. Já o processo S está associado ao

acúmulo lento e progressivo da pressão de sono, em relação direta com a

duração da vigília. Ainda, acredita-se que o processo S esteja associado ao

acúmulo de substâncias sonógenas no córtex cerebral, como a adenosina12.

A pressão de sono pode ser estimada de forma indireta a partir do teor

de ondas delta no eletroencefalograma (EEG) quantitativo, sendo máximo nos

períodos iniciais do sono não REM (do inglês, non rapid eye movement -

NREM), com decréscimo progressivo ao longo da noite13. Durante a vigília, o

teor de ondas lentas, predominantemente na faixa teta de frequência,

correlaciona-se também com o processo S, com de aumento progessivo ao

longo do período de vigília14.

https://paperpile.com/c/ZWSOmI/Yf6y
https://paperpile.com/c/ZWSOmI/Nyk0
https://paperpile.com/c/ZWSOmI/wRpx
https://paperpile.com/c/ZWSOmI/TpoQ
https://paperpile.com/c/ZWSOmI/R4ai
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1.2 Cronotipo

O cronotipo é um construto que reflete um conjunto de comportamentos

relacionados à preferência individual para a realização de diferentes atividades,

como tarefas cognitivas, motoras, e também para início e término do sono. Na

população geral, cerca de 60% dos indivíduos possuem cronotipo

intermediário, ao passo que os 40% restantes são classificados como

matutinos ou vespertinos15. Entende-se que os cronotipos são estáveis em

períodos de meses a poucos anos16, porém são modulados por fatores como

sexo e idade. Mulheres, por exemplo, apresentam maior chance de serem

matutinas, assim como idosos. Por outro lado, uma tendência mais vespertina

é uma característica relativamente frequente na adolescência17. Nos dois

extremos da expressão cronotípica, indivíduos matutinos e vespertinos podem

apresentar uma diferença de fase de até 12 horas em determinados

comportamentos15.

Os cronotipos podem interagir com a saúde física e mental, na

dependência de complexa interação entre fatores genéticos e do meio

ambiente. Indivíduos vespertinos, por exemplo, apresentam risco mais elevado

para o jet lag social, quando as atividades rotineiras de trabalho/escola não

estão alinhadas com os ritmos endógenos. Tal fenômeno está associado à

privação crônica de sono, que por sua vez pode levar a consequências

negativas nas esferas afetiva e cognitiva18. Entretanto, independente do

cronotipo, a ausência de alinhamento dos períodos de sono com o STC está

associada a transtornos do sono relacionados ao ritmo circadiano, como

avanço ou atraso de fase19.

https://paperpile.com/c/ZWSOmI/sqjF
https://paperpile.com/c/ZWSOmI/zlWp
https://paperpile.com/c/ZWSOmI/nIio
https://paperpile.com/c/ZWSOmI/sqjF
https://paperpile.com/c/ZWSOmI/EWkq
https://paperpile.com/c/ZWSOmI/ExwA
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Como esperado, o cronotipo possui associação também com medidas

fisiológicas. Assim, a acrófase da concentração plasmática de melatonina,

assim como o nadir da temperatura corporal, ocorrem em antecipação de duas

horas em indivíduos matutinos em relação aos vespertinos20. Padrão similar foi

observado para o DLMO21, bem como para o RPL relacionado às iPRGcs.22

Do ponto de vista comportamental e cognitivo, o cronotipo também se

associa com diferentes padrões de atividade motora16 e cognitiva23, com maior

performance observada no horário preferencial a depender do cronotipo. Em

contrapartida, para determinados desfechos, como controle postural, o

cronotipo individual não parece ser relevante24. Assim, cronotipos distintos

podem apresentar picos de performance semelhantes, padrões temporais com

diferença de fase (à semelhança do padrão de temperatura corporal), ou

padrões opostos, na dependência da variável aferida. Ademais, as bases

neurobiológicas dessas associações não estão completamente elucidadas,

sendo que diferentes redes neuronais corticais podem estar implicadas. Nesse

sentido, estudos já evidenciaram padrões distintos de ativação por ressonância

nuclear magnética (RM) funcional, a depender do horários do dia25. Além da

avaliação por métodos de neuroimagem funcional, estudos neurofisiológicos

foram também empregados para estimar a relação do horário do dia com a

atividade cortical, com destaque para a estimulação magnética transcraniana

acoplada à eletromiografia (EMT-EMG)26,27. A seguir, serão descritos aspectos

relevantes da anatomia e fisiologia do córtex motor primário, a região mais

explorada a partir da referida técnica.

https://paperpile.com/c/ZWSOmI/h0KB
https://paperpile.com/c/ZWSOmI/m9Ol
https://paperpile.com/c/ZWSOmI/xXtO
https://paperpile.com/c/ZWSOmI/zlWp
https://paperpile.com/c/ZWSOmI/8tpu
https://paperpile.com/c/ZWSOmI/Afvy
https://paperpile.com/c/ZWSOmI/98wf
https://paperpile.com/c/ZWSOmI/1XxP+SE6b
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1.3 Córtex motor

O córtex motor foi inicialmente identificado e descrito por Fritz e Hitzig

em trabalho seminal publicado no ano de 1870, no qual descrevem contrações

musculares nas patas de cachorros mediante estimulação elétrica realizada

diretamente sobre o córtex cerebral desses animais28. No interior do córtex

motor, a área motora primária localiza-se no giro pré central do lobo frontal e

possui menor limiar de excitação para a geração de respostas motoras quando

eletricamente estimulada, em comparação a outras regiões corticais29. Na

década de 1930, o neurocirurgião Penfield, observou, em humanos despertos,

que os diferentes segmentos corporais apresentavam representação

somatotópica na área motora primária, também chamada de M130.

Quanto à citoarquitetura, M1 difere de outras regiões corticais pela

ausência de células granulares na camada IV (uma característica de áreas

sensitivas), e pela presença de células piramidais gigantes na camada V,

também conhecidas como células de Betz31. Com base nessas particularidades

citoarquitetônicas, numa classificação que segmentou o córtex em 52 áreas

distintas, a porção que se sobrepõe a M1 foi denominada área 4 por

Brodmann32. Mais recentemente, subdivisões desta região foram incorporadas

à classificação inicial e nomeadas como área 4a, de localização mais profunda

no sulco central, e 4b, mais próxima do lábio giral33.

A maioria dos neurônios do córtex motor são células piramidais

excitatórias glutamatérgicas. Estas podem fazer sinapses com neurônios da

mesma coluna cortical, em regiões adjacentes, ou mesmo se projetar para

regiões corticais distantes ou mesmo subcorticais. Os neurônios piramidais da

https://paperpile.com/c/ZWSOmI/vke5
https://paperpile.com/c/ZWSOmI/MG1T
https://paperpile.com/c/ZWSOmI/OrEK
https://paperpile.com/c/ZWSOmI/f5DC
https://paperpile.com/c/ZWSOmI/N0Du
https://paperpile.com/c/ZWSOmI/ZHeE
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camada V emitem seus axônios em direção subcortical, formando parte do

trato corticoespinhal que inervam os motoneurônios medulares do corno

anterior. Acredita-se que os neurônios dessa via de saída estejam localizados

tanto na área 4a quanto 4b, predominando na parede anterior do sulco

central34. Em humanos, a conexão entre motoneurônios superiores (células de

Betz) e motoneurônios inferiores, localizados no corno anterior da medula

espinhal, é em grande parte monossináptica, ou seja, uma conexão direta não

mediada por interneurônios35.

O córtex motor possui ainda neurônios inibitórios GABAérgicos. Estes,

por sua vez, conectam-se preferencialmente com alvos neuronais locais, dentro

do mesmo circuito intracortical. Diferentemente das células piramidais, que

possuem como alvo principal os dendritos dos neurônios pós-sinápticos, os

interneurônios inibitórios fazem conexão com diferentes compartimentos dos

neurônios pós-sinápticos (dendritos, soma, axônio), num padrão de

conectividade possivelmente associado com a flexibilidade computacional dos

circuitos corticais36.

1.4 Inibição e excitação no córtex cerebral

A manutenção do equilíbrio entre as atividades excitatória e inibitória nos

diferentes circuitos corticais é fundamental para a manutenção da saúde.

Acredita-se que hiperexcitabilidade neuronal decorrente do aumento da

atividade excitatória, redução da atividade inibitória ou ambos, seja um

fenômeno comum a diversas doenças neuropsiquiátricas, como epilepsia,

doença de Alzheimer, depressão e esquizofrenia37–40.

https://paperpile.com/c/ZWSOmI/Y5Sh
https://paperpile.com/c/ZWSOmI/KLQq
https://paperpile.com/c/ZWSOmI/TYJQ
https://paperpile.com/c/ZWSOmI/qxaR+mhnL+LLDi+AT5d


8

O papel regulatório dos sistemas inibitórios é particularmente complexo

e pouco compreendido, posto que disfunções inibitórias podem cursar com

hiperexcitabilidade decorrente tanto da redução dos potenciais pós-sinápticos

inibitórios, por déficit de atividade GABAérgica, quanto por desinibição

pré-sináptica de neurônios excitatórios (glutamatérgicos). A desinibição

patológica mediada por GABA-B representa um fenômeno descrito tanto em

modelos animais 41 quanto em humanos42.

A grande diversidade morfofisiológica dos interneurônios inibitórios

corticais, bem como a complexidade das suas conexões com as células

piramidais, sugerem que a sua função nos circuitos intracorticais vá além do

controle da hiperexcitabilidade de escape. Ainda que esta seja uma importante

função, prevenindo a ocorrência de crises epilépticas espontâneas, outras

funções potencialmente associadas com a atividade inibitória incluem: controle

dinâmico do ganho/sensibilidade; estabelecimento de filtros temporais e

estabelecimento de comportas de informação (gating of information). Assim,

estaria assegurado um controle computacional granular e preciso nos

diferentes compartimentos neuronais36.

O equilíbrio entre inibição e excitação corticais é nitidamente distinto no

estado de vigília em comparação aos diferentes estágios do sono, com

evidências de neuroimagem funcional mostrando menor metabolismo no córtex

cerebral durante o sono NREM, em comparação aos estados de vigília e sono

REM43. A ativação cortical da vigília é em grande parte mediada por sistemas

subcorticais com origem no tronco encefálico, diencéfalo e prosencéfalo basal.

Estes emitem projeções axonais difusas para o córtex cerebral, valendo-se da

neurotransmissão por acetilcolina, noradrenalina, serotonina, dopamina e

https://paperpile.com/c/ZWSOmI/6oR1
https://paperpile.com/c/ZWSOmI/uKBR
https://paperpile.com/c/ZWSOmI/TYJQ
https://paperpile.com/c/ZWSOmI/PFk2
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histamina. O início do período de sono, por sua vez, dá-se pela inibição

mediada pelos neurotransmissores GABA e galanina, a partir de projeções da

área pré-óptica ventrolateral, localizada no hipotálamo anterior, sobre os

aludidos sistemas promotores  da vigília44.

O GABA é o principal neurotransmissor inibitório do sistema nervoso

central, atuando tanto no córtex cerebral, quanto em núcleos subcorticais,

conforme anteriormente discutido. Os receptores GABA-A são proteínas

transmembrana tipo canal iônico, que mediante interação com o

neurotransmissor, abrem-se e permitem a entrada de íons cloreto do meio extra

para o intracelular, promovendo inibição por hiperpolarização do potencial de

membrana. Como o próprio receptor é um canal iônico efetor de resposta, os

efeitos da interação do neurotransmissor com o receptor GABA-A são mais

rápidos quando comparados aos receptores GABA-B, discutidos na sequência.

Múltiplas drogas possuem ação sobre os receptores GABA-A (ex. etanol,

benzodiazepínicos), potencializando a sua interação com o neurotransmissor e

a subsequente resposta hiperpolarizante45.

Os receptores GABA-B, por sua vez, promovem inibição por via indireta,

posto que são do tipo metabotrópico. A ligação do GABA a este receptor

promove uma cascata de reações intracelulares que culmina com a

hiperpolarização pós-sináptica mediante abertura de canais de potássio. Já sua

ação pré-sináptica ocorre mediante inibição dos canais de cálcio dependentes

de voltagem, o que pode ocorrer tanto em neurônios inibitórios quanto

excitatórios. Além de influenciar a condutância iônica da membrana plasmática,

efeitos intracelulares com maior latência ocorrem downstream, modulando

efeitos tardios e duradouros relacionados à expressão de proteínas de

https://paperpile.com/c/ZWSOmI/19FR
https://paperpile.com/c/ZWSOmI/YnZm
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superfície e regulação da expressão gênica. Tais propriedades colocam os

receptores GABA-B no centro da regulação da excitabilidade neuronal, posto

que atuam em diferentes escalas temporais46.

Existem evidências de oscilações de base circadiana na expressão de

receptores dos neurotransmissores GABA em modelos animais47, entretanto

este fenômeno ainda não foi demonstrado em humanos. Evidências indiretas,

no entanto, apontam diferenças na atividade cortical na vigília, na dependência

do horário do dia. Em estudo com RM funcional que avaliou participantes

saudáveis, por exemplo, os autores observaram oscilações da atividade de

repouso de múltiplas redes neuronais corticais, com período de 24 horas25.

Dentre as redes identificadas por Blautzik e colegas, está incluída a rede

motora. Entretanto, o sinal captado por esse método (blood oxygenation level

dependent - BOLD) possui baixa resolução temporal, refletindo apenas de

forma indireta a atividade neuronal em regiões corticais circunscritas48. Antes

de detalhar os estudos que avaliaram a excitabilidade neuronal de humanos in

vivo em diferentes horários, pela técnica da EMT-EMG, à semelhança do que

foi realizado no presente trabalho, serão discutidas as bases das medidas de

excitabilidade obtidas por esta técnica.

1.5 Potencial evocado motor

A estimulação magnética transcraniana (EMT), técnica desenvolvida por

Barker et al. no ano de 1985, tornou possível a realização de uma excitação

transitória e artificial do córtex cerebral humano de forma não invasiva e

indolor, o que foi demonstrado a partir do registro do potencial evocado motor

(PEM)49. O PEM nada mais é do que a atividade elétrica muscular que sucede

https://paperpile.com/c/ZWSOmI/1E9a
https://paperpile.com/c/ZWSOmI/YsAX
https://paperpile.com/c/ZWSOmI/98wf
https://paperpile.com/c/ZWSOmI/0R2UC
https://paperpile.com/c/ZWSOmI/he3m
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o estímulo do córtex motor, registrada por eletromiografia (EMG) de superfície.

Trata-se de uma deflexão habitualmente bi ou polifásica, apresentando tanto

componente eletronegativo quanto eletropositivo. Na Figura 1, a seguir, é

possível observar um PEM gerado mediante estímulo magnetoelétrico cortical.

No tempo 0 visualiza-se o artefato de estímulo seguido do referido potencial

após um intervalo de cerca de 20 ms, que é a duração (latência) do trajeto do

impulso nervoso através do córtex cerebral, passando pelo trato

corticoespinhal, corno anterior da medula, nervo periférico e junção

neuromuscular. A amplitude pico a pico do PEM neste exemplo é de

aproximadamente 3 mV:

Figura 1. Potencial evocado motor

Eixo x: tempo (ms)
Eixo y: diferença de potencial entre eletrodo ativo e referência (mV)
FONTE: arquivo pessoal do autor
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O sistema de EMT, resumidamente, é composto por um capacitor de alta

voltagem que, quando descarregado, ocasiona uma corrente elétrica de grande

intensidade que flui através de uma bobina a ele conectada. Esta corrente, por

sua vez, apresenta uma conformação sinusóide, com ascensão e decréscimo

da sua magnitude ocorrendo em um curtíssimo espaço de tempo

(habitualmente até 150 μs). Esta corrente pulsada então, induz um campo

magnético (CM) que é perpendicular à superfície da bobina e que penetra o

crânio sem sofrer atenuação pelos tecidos interpostos. A intensidade máxima

do CM é da ordem de 2 Tesla na proximidade da bobina, porém à medida em

que este percorre o trajeto até o córtex cerebral, sua intensidade decresce em

função da distância percorrida34. Assim, depreende-se que as porções mais

superficiais do córtex, que estão a uma menor distância da bobina (ex. coroa

do giro cortical), estão expostas a CMs de maior intensidade em comparação a

regiões mais profundas (ex. fundo do sulco cortical). Na intimidade do córtex

cerebral, que se comporta como um meio condutor, é gerada uma corrente

elétrica secundária com direção paralela e sentido oposto em relação à

corrente primária (que flui pela bobina), pelo fenômeno da indução

magnetoelétrica50.

A geometria da corrente e campo elétrico induzidos favorece a

despolarização preferencial em segmentos axonais específicos, principalmente

aqueles mielinizados, com destaque para o cone axonal, regiões onde os

axônios se curvam e pontos de arborização dos seus terminais. Ainda que os

neurônios piramidais do córtex possam ser diretamente excitados pela EMT,

acredita-se que a ativação dessas células se dê de forma predominantemente

indireta, mediante despolarização das ramificações axonais de interneurônios

https://paperpile.com/c/ZWSOmI/Y5Sh
https://paperpile.com/c/ZWSOmI/DT2y
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corticais34. Embora em teoria qualquer área cortical possa ser estudada pela

EMT, o córtex motor é o alvo preferencial em estudos de fisiologia devido à sua

resposta objetivamente mensurável de ativação muscular51. O disparo da

bobina, quando posicionada sobre M1, na dependência da intensidade do

estímulo, é capaz de desencadear eventos que culminam com a

despolarização do primeiro neurônio motor e ativação muscular contralateral,

que pode ser estudada por meio dos PEMs52.

Ainda que a duração de cada pulso magnetoelétrico seja inferior a 1 ms,

a estimulação de M1 cursa com potenciais de ação orto e antidrômicos que se

propagam transsinapticamente através de circuitos neuronais localizados

nessa mesma área ou mesmo em regiões corticais e subcorticais distantes da

área estimulada. A partir da técnica de EMT-EEG, potenciais corticais

evocados podem ser detectados mesmo após 300 ms da realização do

estímulo53.

Na figura a seguir estão representados efeitos à distância, que podem

ser observados após estimulação magnetoelétrica do córtex motor com um

único pulso:

https://paperpile.com/c/ZWSOmI/Y5Sh
https://paperpile.com/c/ZWSOmI/A4HB
https://paperpile.com/c/ZWSOmI/OEhB
https://paperpile.com/c/ZWSOmI/nUps
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Figura 2. Efeitos à distância da estimulação do córtex motor

FONTE: Sudbrack-Oliveira el al. (no prelo)

1.6 Excitabilidade cortical motora (ECM)

A excitabilidade de circuitos neuronais, definida como a reatividade

elétrica de um grupo de neurônios após perturbação direta da sua atividade

espontânea54, aferida a partir da EMT-EMG, evidencia a ocorrência de

fenômenos excitatórios e inibitórios verificados a nível muscular55. A

excitabilidade cortical motora (ECM) pode ser aferida com diferentes técnicas,

tanto a partir da EMT de pulsos simples49, quanto por pulsos pareados49,56 ou

tríplices57. Pode ainda ser estudada mediante estímulos pareados aplicados em

duas regiões distintas do córtex cerebral58, ou pela combinação da estimulação

central e periférica59. Enquanto algumas medidas refletem combinadamente a

excitabilidade dos circuitos intracorticais, corticoespinhais e medulares (como a

https://paperpile.com/c/ZWSOmI/1lXE
https://paperpile.com/c/ZWSOmI/lKGqx
https://paperpile.com/c/ZWSOmI/he3m
https://paperpile.com/c/ZWSOmI/he3m+P1q3
https://paperpile.com/c/ZWSOmI/XTvB
https://paperpile.com/c/ZWSOmI/VVm5
https://paperpile.com/c/ZWSOmI/HX1j
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amplitude do PEM), outras apresentam maior especificidade para avaliação de

circuitos intracorticais60.

Estudos visando o entendimento da fisiologia do córtex motor com o

emprego de pulsos pareados vêm sendo cada vez mais empregados, tanto em

voluntários saudáveis quanto em situações patológicas37,56,61. A realização de

estudos que combinaram o emprego de fármacos com ação conhecida no

sistema nervoso central com medidas de ECM, permitiu o estabelecimento de

modelos explicativos para os fenômenos observados, como de natureza

excitatória ou inibitória62. Adicionalmente, o desenvolvimento da EMT na

modalidade repetitiva (EMTr), possibilitou ainda a modificação duradoura da

atividade neuronal em diferentes regiões cerebrais, com implicações tanto com

finalidade de pesquisa quanto terapêutica63,64.

Além do amplitude do PEM, anteriormente discutida, outras medidas que

podem ser extraídas a partir da estimulação com pulsos únicos incluem: limiar

motor (LM – definido como a menor intensidade de estímulo capaz de elicitar

uma contração muscular em pelo menos 50% das testagens) e o período

cortical silente (PCS)65. Este último corresponde à duração da supressão da

atividade muscular voluntária após a estimulação magnetoelétrica sobre M1.

No ano de 1989, Rothwell et al. realizaram um estudo engenhoso para

verificar os efeitos inibitórios da EMT realizada sobre M1, levando em

consideração tanto o PCS quanto o timing de uma contração voluntária em

indivíduos treinados a realizá-la após um estímulo auditivo66. Como achado

principal, os autores observaram um padrão fisiológico e esperado de

contração voluntária após o estímulo magnético, porém com um atraso de até

150 ms em relação à condição basal (sem o estímulo magnético). Tanto a

https://paperpile.com/c/ZWSOmI/Trf8
https://paperpile.com/c/ZWSOmI/P1q3+lbmZ+qxaR
https://paperpile.com/c/ZWSOmI/9mzO
https://paperpile.com/c/ZWSOmI/m5p3b+qAXa
https://paperpile.com/c/ZWSOmI/K5Gx5
https://paperpile.com/c/ZWSOmI/UZ8c
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presença do reflexo H mediante estimulação elétrica periférica, quanto de

PEMs evocados por estímulo transcraniano elétrico durante o PCS evocado

por EMT, apontaram para a preponderância de mecanismos inibitórios corticais

em detrimento de inibição medular. A interpretação dos autores foi de que os

motoneurônios medulares não apresentaram inibição significativa após a EMT,

estando acessíveis à alça aferente do reflexo medular no período que abarca o

período silente, mas talvez não estivessem acessíveis a um comando

voluntário, este dependente da interação entre mecanismos excitatórios e

inibitórios a nível cortical. Adicionalmente, a realização de estímulos

transcranianos elétricos durante o PCS evocado por estímulo magnetoelétrico

foi capaz de gerar PEMs possivelmente em decorrência de a estimulação

elétrica ser capaz de despolarizar diretamente os neurônios corticoespinhais.

Entretanto, outros estudos sugerem a presença de inibição medular, ainda que

de menor monta em relação à inibição cortical, de modo que a porção inicial do

PCS (50-75 ms) pode decorrer de inibição segmentar, enquanto o período final

(de 75 ms a 300 ms) relaciona-se mais com a inibição intracortical54,67.

Quanto aos fenômenos inibitórios envolvidos na gênese do PCS, a

evidência na literatura ainda é conflitante, porém admite-se que a ativação

pós-sináptica de receptores GABA-B seja um mecanismo relevante62. Em um

dos primeiros estudos a avaliar o PCS mediante infusão intratecal de

baclofeno, um agonista seletivo destes receptores, os autores verificaram um

prolongamento deste marcador em um paciente com distonia generalizada68.

Adicionalmente, Stetkarova e Kofler observaram prolongamento do PCS em 10

pacientes com espasticidade decorrente de lesão medular também após a

infusão de baclofeno intratecal, sem efeitos observados no período silente

https://paperpile.com/c/ZWSOmI/1lXE+1cWJ
https://paperpile.com/c/ZWSOmI/9mzO
https://paperpile.com/c/ZWSOmI/tiCz
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induzido por estimulação periférica69. Entretanto, em estudo posterior, não

foram observadas alterações significativas na duração do PCS em voluntários

saudáveis após a administração de baclofeno oral70. Adicionalmente, pode

haver contribuição de receptores GABA-A na gênese do PCS. Kimiskidis et al.

verificaram aumento significativo do PCS após administração de baixas doses

de lorazepam, um modulador alostérico que potencializa a ação desses

receptores. Já em doses mais elevadas, houve redução da duração deste

marcador em participantes saudáveis71. Apesar de o tempo de ação dos

receptores GABA-A ser da ordem de 20 ms, a existência efeitos mais

duradouros após o uso drogas que potencializam a ação GABAérgica por esse

receptor sugere a existência de diferentes alças de circuitaria inibitória no

córtex motor primário72. Na figura a seguir, está representado um traçado com

PCS:

Figura 3. Período cortical silente

Eixo x: tempo (ms)
Eixo y: diferença de potencial entre eletrodo ativo e referência (mV)
** a barra vertical representa o fim do PCS, com duração total de 141,4 ms

https://paperpile.com/c/ZWSOmI/qfRR
https://paperpile.com/c/ZWSOmI/pgrb
https://paperpile.com/c/ZWSOmI/auDS
https://paperpile.com/c/ZWSOmI/9aFh


18

Outros paradigmas de EMT foram desenvolvidos a partir da realização

de pulsos pareados a intervalos curtos (entre 1 e 20 ms), que incluem

fenômenos de inibição cortical (do inglês short interval cortical inhibition - SICI)

e facilitação intracortical (do inglês intracortical facilitation - ICF). Maiores

efeitos de excitação e inibição são observados quando o primeiro estímulo

(condicionante), possui intensidade subliminar, ou seja, não é capaz de evocar

uma resposta motora por si só56. Já o segundo estímulo (teste) é feito

habitualmente com intensidade acima do LM, evocando, portanto, uma

resposta muscular. Quando o intervalo entre os dois estímulos possui duração

entre 1 e 6 ms, o segundo estímulo evoca habitualmente um PEM de menor

amplitude em comparação à amplitude registrada na estimulação com o

estímulo condicionado apenas, indicando inibição cortical (i.e. SICI). Por outro

lado, quando o intervalo entre os estímulos possui duração entre 10 e 15 ms, é

registrado habitualmente um aumento da amplitude do PEM, indicativo do

fenômeno de ICF56,73 .

A menores intensidades de estímulo, para intervalos entre 1 e 6 ms. a

preponderância de ativação de neurônios inibitórios em detrimento dos

excitatórios pode ser justificada pela morfologia mais regular das suas

arborizações axonais em relação às células piramidais, o que conferiria mais

susceptibilidade ao campo elétrico intracortical. Ademais, Enquanto a inibição

com ISI de 1 ms pode refletir um componente de período refratário axonal, a

inibição a intervalos entre 2 e 5 ms estaria associada com a inibição

pós-sináptica34. Esta inibição relaciona-se com a ativação pós-sináptica de

receptores GABA-A, enquanto a ICF está principalmente relacionada à

atividade glutamatérgica mediada por receptores NMDA, segundo evidências

https://paperpile.com/c/ZWSOmI/P1q3
https://paperpile.com/c/ZWSOmI/P1q3+8lVn
https://paperpile.com/c/ZWSOmI/Y5Sh
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também obtidas mediante estudos com manipulação farmacológica54,74. A

seguir está representado um traçado com SICI:

Figura 4. SICI com intervalo de 2 ms entre os pulsos pareados

Eixo x: tempo (ms)
Eixo y: diferença de potencial entre eletrodo ativo e referência (mV)
** verifica-se um PEM com menor amplitude em relação ao PEM basal (figura 1)

O emprego de intervalos mais longos entre os pulsos pareados, a partir

de 50 ms, relaciona-se com um fenômeno inibitório tardio inicialmente descrito

por Valls-Solé e colaboradores73. Tais medidas são denominadas long interval

cortical inhibition (LICI). A avaliação deste marcador é realizada com intervalo

entre os pulsos que variam entre 50 e 400 ms. Para a avaliação da LICI, mais

comumente ambos os estímulos são realizados com intensidade acima do

limiar motor54. Apesar de estarem associadas com a ativação pós-sináptica

mediada por receptores GABA-B, são medidas complementares ao PCS, e não

https://paperpile.com/c/ZWSOmI/1lXE+UxSP
https://paperpile.com/c/ZWSOmI/8lVn
https://paperpile.com/c/ZWSOmI/1lXE
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intercambiáveis, pois podem dissociar-se62. A seguir é possível observar um

traçado representando LICI:

Figura 5. LICI com intervalo de 300 ms entre os pulsos pareados

Eixo x: tempo (ms)
Eixo y: diferença de potencial entre eletrodo ativo e referência (mV)
** verifica-se um PEM com menor amplitude após o segundo pulso em relação ao primeiro

https://paperpile.com/c/ZWSOmI/9mzO
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As principais medidas relacionadas à ECM e o mecanismo fisiológico

correspondente mais aceito estão resumidos na Tabela 1, a seguir:

Tabela 1. Resumo das medidas de Excitabilidade Cortical Motora (adaptado de
de Bauer et al, 2014)54

Medida Mecanismo ↑ excitabilidade ↓ excitabilidade

LM Potencial de membrana axonal ↓ LM ↑ LM

PEM Potencial de membrana axonal ↑ amplitude ↓ amplitude

PCS Receptores GABA-B ↑ duração ↓ duração

SICI Receptores GABA-A ↓ razão (PEM teste /
PEM basal)

↑ razão (PEM teste /
PEM basal)

LICI Receptores GABA-B ↓ razão (PEM teste /
PEM condicionante)

↑ razão (PEM teste /
PEM condicionante)

ICF Receptores NMDA ↑ razão (PEM teste /
PEM basal)

↓ razão (PEM teste /
PEM basal)

ICF: intracortical facilitation
LICI: long interval intracortical inhibition
LM: limiar motor
PCS: período cortical silente
PEM: potencial evocado motor
SICI: short interval intracortical inhibition

1.7 Estudos de série temporal com EMT-EMG em voluntários

saudáveis

Além dos aspectos anatômicos, fisiológicos e metodológicos

anteriormente apresentados, o estado de ativação cortical durante a realização

da EMT-EMG é um importante fator que pode influenciar nas medidas de ECM.

De maneira mais óbvia, a realização dos estímulos magnetoelétricos mediante

contração muscular voluntária, em comparação à sua realização durante

repouso, evidencia maior facilitação na primeira situação. Ademais, apenas o

https://paperpile.com/c/ZWSOmI/1lXE
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ato de imaginar um movimento, porém mantendo o músculo em repouso, é

capaz também de levar a aumentos signifcativos da amplitude do PEM75.

Ainda no contexto de estudos de EMT-EMG que compararam avaliações

seriadas e realizadas em diferentes estados de ativação cortical, evidências

apontam diferenças em medidas de ECM durante sono em relação à vigília, e

também entre diferentes estágios do sono. Estudos nessa linha foram

realizados valendo-se tanto medidas baseadas em pulsos únicos76–78 quanto

pareados79,80. Avesani et al., por exemplo, observaram que o sono NREM está

associado à redução da ECM, refletida no aumento dos valores de LM, redução

da amplitude do PEM e aumento dos valores de SICI, com retorno aos valores

observados na vigília após o despertar80. Salih et al., por sua vez, evidenciaram

elevação da SICI apenas no estágio N3, fase do sono NREM na qual

predominam as ondas lentas no EEG, tanto na comparação com a vigília

quanto em relação aos demais estágios do sono NREM e REM. Por outro lado,

o sono REM associou-se com valores de SICI similares ao estado de vigília,

porém a ICF se mostrou abolida79. A interpretação desses achados deve ser

cautelosa, uma vez que os referidos estudos foram realizados em condições

não fisiológicas, seja em decorrência de privação de sono prévia ou durante

sono diurno. Especificamente quanto aos efeitos da privação do sono sobre a

ECM, os resultados até então são conflitantes, com estudos mostrando efeitos

ausentes sobre essas medidas27 ou redução da tanto da SICI quanto da ICF81.

Quanto aos estudos de EMT-EMG que avaliaram indivíduos em vigília

por pulsos simples, Strutton e colaboradores avaliaram 6 voluntários saudáveis,

em intervalos de 3h, a partir das 9h da manhã do primeiro dia até as 6h da

manhã do dia subsequente. Neste trabalho, os autores não observaram

https://paperpile.com/c/ZWSOmI/Q2rJ
https://paperpile.com/c/ZWSOmI/5q5H+N2Zb+xoCy
https://paperpile.com/c/ZWSOmI/Qw8U+kQAU
https://paperpile.com/c/ZWSOmI/kQAU
https://paperpile.com/c/ZWSOmI/Qw8U
https://paperpile.com/c/ZWSOmI/SE6b
https://paperpile.com/c/ZWSOmI/jQag


23

mudanças significativas nos PEMs (área sob a curva) ao longo do tempo.

Tampouco foram observadas diferenças em relação ao PCS, aferido mediante

contração tônica da musculatura tenar da mão dominante a 10% da força

máxima. Os pulsos foram realizados com bobina circular de 9 cm de diâmetro,

centralizada sobre o vértex, com intensidade de estímulo que variou entre 80 e

120% do LM. Além das medidas de ECM, os autores avaliaram seriadamente

também a força máxima da musculatura tenar, a qual também não evidenciou

flutuações significativas ao longo do tempo. Neste estudo não houve avaliação

do cronotipo ou qualquer marcador circadiano dos participantes, bem como de

parâmetros relacionados ao sono. Adicionalmente, algumas medidas foram

realizadas mediante privação de sono, posto que as avaliações foram

intervaladas precisamente a cada 3h, inclusive ao longo da noite/madrugada, o

que representa um importante fator confundidor e prejudica a interpretação dos

resultados 82.

Em estudo desenhado para avaliar a variabilidade diurna na capacidade

de produção de torque mediante flexão plantar, Tamm e colaboradores

avaliaram 18 sujeitos, sendo metade da amostra composta por indivíduos

matutinos e a outra metade composta por indivíduos vespertinos. Além da

medida de força dos membros inferiores, foi realizada avaliação da ECM por

meio da facilitação cortical do reflexo H. Este reflexo é representado é um

potencial muscular gerado após a estimulação elétrica do nervo tibial anterior.

A facilitação cortical é representada pela maior amplitude do reflexo H quando

o estímulo elétrico do nervo é acompanhado pelo estímulo cortical em

comparação com o potencial gerado apenas mediante estimulação periférica. A

intensidade do estímulo condicionante transcraniano foi de 95% do LM, com o

https://paperpile.com/c/ZWSOmI/eG8B
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intervalo entre os estímulos periférico e central individualizado para cada

sujeito, porém mantido constante ao longo das sessões. Os pulsos magnéticos

tinham morfologia bifásica e foram disparados a partir de uma bobina do tipo

“figura de 8”, com seu centro posicionado sobre a representação cortical da

área motora da perna direita. Esta foi determinada a partir de mapeamento

cortical motor em combinação com sistema de neuronavegação. Os autores

não verificaram diferenças significativas no LM ao longo do tempo tanto na

amostra total quanto na análise de subgrupos por cronotipo, porém

evidenciaram maior facilitação cortical às 9h da manhã em comparação às 13h

ou 17h, considerando a totalidade da amostra. Ademais, foi verificada uma

interação entre o horário e o cronotipo, com maior facilitação cortical às 9:00h

para os indivíduos matutinos e às 21:00h para os indivíduos vespertinos. Um

padrão concordante em relação ao torque foi observado para o subgrupo

vespertino (com maior força no período da tarde), mas não para o matutino.

Uma limitação desse estudo foi a ausência de descrição da presença de

indivíduos com cronotipos extremos na amostra estudada26.

Koski et al. realizaram estudo desenhado com a finalidade quantificar a

variabilidade e normatizar medidas individuais de LM e PCS intra e entre

sessões de EMT-EMG. As avaliações foram realizadas em 7 momentos ao

longo de um intervalo de 12 h, e os autores verificaram estabilidade das

medidas quando a média das amostras foi considerada. Nesse estudo,

contudo, o cronotipo dos participantes não foi avaliado e a possibilidade de

modulação circadiana não foi discutida83.

Estudos com avaliação seriada por EMT-EMG a pulsos pareados

também são escassos. Doeltgen e Ridding não encontraram diferenças na SICI

https://paperpile.com/c/ZWSOmI/1XxP
https://paperpile.com/c/ZWSOmI/U0OC
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ou na ICF em 10 voluntários saudáveis testados às 9h e posteriormente às

16h84. Neste trabalho, foi utilizada a bobina em “figura de 8” posicionada sobre

a área motora da mão, com intensidade do pulso condicionante variando entre

70 e 90% do limiar motor ativo, e pulso teste com intensidade capaz de elicitar

um PEM com 1 mV de amplitude quando empregado isoladamente. Os

intervalos entre os estímulos foram de 3 ms para avaliação de SICI, e de 10 ms

para avaliação de ICF. Também neste estudo a avaliação do cronotipo dos

participantes não foi realizada. Em trabalho subsequente, realizado por Lang et

al., foi verificada redução progressiva da inibição cortical ao longo do tempo,

refletida nas medidas de PCS e LICI, ambas medidas associadas com a

ativação de receptores GABA-B. Não foram encontradas diferenças

significativas para o LM, amplitude do PEM ou medidas de SICI. Este trabalho

contemplou uma amostra de 15 participantes, todos de cronotipo

intermediário27.

1.8 Justificativa e hipóteses

A avaliação da ECM por EMT-EMG pode ser realizada de forma rápida e

não invasiva, trazendo informações sobre processos de neuroplasticidade e

atividade cortical potencialmente associados à fisiopatologia de diferentes

transtornos neuropsiquiátricos. Por exemplo, padrões específicos de ECM

foram associados ao curso clínico de diferentes condições, como

depressão85,86, doença de Parkinson87, doença de Alzheimer38 e epilepsia88.

Ainda, a expressão clínica das referidas condições é comumente flutuante e

com padrões circadianos, de modo que a variação da intensidade dos sintomas

https://paperpile.com/c/ZWSOmI/tU79
https://paperpile.com/c/ZWSOmI/SE6b
https://paperpile.com/c/ZWSOmI/Xc9E+mUgd
https://paperpile.com/c/ZWSOmI/ET57
https://paperpile.com/c/ZWSOmI/mhnL
https://paperpile.com/c/ZWSOmI/WH1x
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ao longo do dia está possivelmente associada às complexas interações entre o

STC e o processo fisiopatológico subjacente89,90,91.

Adicionalmente, a caracterização temporal da fisiologia do córtex motor

pode levar ao aprimoramento de tratamentos baseados em neuromodulação

não invasiva que possuem essa região cortical como alvo preferencial, como

no acidente vascular cerebral com sequelas motoras, dor neuropática e doença

de Parkinson92. As aludidas terapias possuem também grande variabilidade

interindividual da resposta terapêutica, que podem em parte ser explicadas

pela aplicação subótima em relação ao estado cortical de cada indivíduo no

momento da intervenção. Nesse contexto, para curtas escalas temporais, há

evidências de que a indução de efeitos neuromodulatórios sobre o córtex motor

de voluntários saudáveis depende do momento do emprego de pulsos

magnetoelétricos em relação à atividade elétrica oscilatória e espontânea desta

região93. A caracterização de padrões circadianos da ECM pode assim informar

o desenho de futuros ensaios clínicos que, no contexto da medicina de

precisão, promovam intervenções em momentos específicos do dia,

individualizados para cada participante.

Em resumo, o papel modulador do STC sobre o ciclo sono-vigília11,

cronotipo94, desfechos motores16 e funções cognitivas95 têm sido

extensivamente documentados nos últimos anos. Entretanto, trabalhos que

avaliaram a ECM em indivíduos saudáveis em diferentes momentos do dia são

escassos e apresentam heterogeneidade com relação aos participantes e à

metodologia empregada. Adicionalmente, a ausência da caracterização do

cronotipo, da quantidade e qualidade do sono, bem como dos níveis de

sonolência aguda foram fatores confundidores na maioria dos estudos até

https://paperpile.com/c/ZWSOmI/nJDy
https://paperpile.com/c/ZWSOmI/iRf3
https://paperpile.com/c/ZWSOmI/4bY5
https://paperpile.com/c/ZWSOmI/3Eqaq
https://paperpile.com/c/ZWSOmI/hMQ5
https://paperpile.com/c/ZWSOmI/Nyk0
https://paperpile.com/c/ZWSOmI/gl8uz
https://paperpile.com/c/ZWSOmI/zlWp
https://paperpile.com/c/ZWSOmI/fUO15
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então realizados. Assim, é possível que parte da variabilidade inter e

intraindividual das medidas de ECM96, um dos fatores limitantes da sua

aplicabilidade clínica, estejam associadas com o horário do dia e o STC. Em

consonância com os resultados apresentados por Lang et al. 27, o presente

trabalho tem como foco as medidas de inibição cortical, o que também é

justificado pela descrição de disfunção inibitória em diferentes estados

patológicos39,97,98 na comparação com amostras controle. Assim, esta pesquisa

propõe investigar a associação de medidas de ECM, em voluntários saudáveis,

com o horário do dia e o cronotipo. Nossas hipóteses são:

1. haverá associação entre horário do dia com as medidas de PCS e

LICI, com redução progressiva da inibição ao longo do período de

vigília;

2. o mesmo padrão será observado independente do cronotipo dos

participantes, ainda possa haver uma interação entre horário e

cronotipo;

3. não haverá associação entre horário do dia com as medidas de

LM, amplitude do PEM e SICI.

https://paperpile.com/c/ZWSOmI/Vllw
https://paperpile.com/c/ZWSOmI/SE6b
https://paperpile.com/c/ZWSOmI/LLDi+NyPZ+oiM0
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2 OBJETIVOS

2.1 Mensurar e descrever medidas de ECM em participantes saudáveis ao

longo de um período de 24 horas;

2.2 Verificar a existência de associação entre o horário do dia e os níveis de

inibição cortical, controlando pelos níveis de sonolência aguda;

2.3 Correlacionar marcadores subjetivos (cronotipo) e objetivos (DLMO e RPL)

do STC;

2.4 Comparar, entre os diferentes cronotipos, o poder de ondas delta no EEG

quantitativo noturno.
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3 MÉTODOS

3.1 Desenho e local do estudo

Trata-se de um estudo observacional, longitudinal e prospectivo, no qual

foram realizadas medidas repetidas, ao longo de 24h, de marcadores de

excitabilidade cortical (ECM) por meio de estimulação magnética transcraniana

(EMT) acoplada com eletromiografia (EMG), e eletroencefalograma (EEG).

Todas as etapas do trabalho foram realizadas no Setor de

Vídeo-Eletroencefalografia do IPq-HCFMUSP.

3.2 Amostra

3.2.1 Critérios de elegibilidade

Participantes saudáveis foram recrutados na comunidade acadêmica do

IPq ou por divulgação em página da internet e redes sociais. Os critérios de

elegibilidade foram: idade entre 18-55 anos; ausência de doenças neurológicas

ou transtornos psiquiátricos (queixas relativas ao humor ou ao sono foram

permitidas, desde que leves e sem impacto na funcionalidade diária); ensino

médio completo; ausência de antecedentes de trauma cranioencefálico grave,

neurocirurgia, crise epiléptica, transtornos psiquiátricos graves, gestação em

curso, doenças clínicas descompensadas ou deficiência visual; sem

antecedente de tabagismo ou abuso de outras drogas recreativas nos 3 meses

que antecedem o estudo; ausência de dispositivos intracranianos; não ter

realizado trabalho noturno ou em turnos ou viajado mais de um fuso horário no

mês que antecede o estudo; não estar em uso de medicações com ação no
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sistema nervoso central. Todos os participantes foram incluídos no projeto após

assinatura de termo de consentimento livre e esclarecido. O projeto foi

aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa do HCFMUSP (CAAE

23640619.8.0000.0068, parecer 3.804.516).

3.2.2 Características clínicas

O cronotipo dos participantes foi definido a partir do Questionário de

Matutinidade-Vespertinidade (Morningness-Eveningness Questionnaire- MEQ),

no qual um escore é gerado a partir de respostas a perguntas, dentro de um

paradigma psicométrico, relacionadas aos horários em que os mesmos

apresentam maior disposição física e mental para a realização de suas

atividades habituais, bem como horários para adormecer e despertar99,100. A

partir do escore gerado, ao participante é atribuída uma dentre 5 categorias de

cronotipos possíveis, indo do matutino extremo ao vespertino extremo.

Também foram quantificados a qualidade do sono (Pittsburgh Sleep Quality

Index - PSQI), sintomas de insônia (Insomnia Severity Index - ISI), sonolência

excessiva diurna (Epworth Sleepiness Scale), sintomas depressivos e ansiosos

(Beck Inventories - BDI/BAI), a partir de versões em português dos respectivos

instrumentos 101–105. A lateralidade manual dos voluntários foi caracterizada a

partir do questionário de Edimburgo106. Todos os instrumentos foram entregues

em versão impressa aos participantes no momento da internação, para que

fossem preenchidos de acordo com a melhor conveniência destes. Os

voluntários foram instruídos que, caso houvesse dúvidas quanto ao seu

preenchimento, deixassem em branco para posterior esclarecimento.

https://paperpile.com/c/ZWSOmI/1mda+amFz
https://paperpile.com/c/ZWSOmI/9Fdk1+5WVxa+wksIv+hKgrI+85pI1
https://paperpile.com/c/ZWSOmI/GJVr
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3.3 Procedimentos

Os participantes foram admitidos na unidade de vídeo-EEG entre 16 e

17h horas, recebendo alta hospitalar na manhã do terceiro dia, após

aproximadamente 40 horas de internação hospitalar. O objetivo da primeira

noite foi de habituação ao ambiente externo. As avaliações de ECM

iniciaram-se na manhã do segundo dia, com a última avaliação na manhã do

terceiro dia. A escolha entre dias de semana ou finais de semana foi

determinada pela preferência dos participantes, bem como pela disponibilidade

de leitos no setor. Os voluntários foram orientados a não ingerir álcool, cafeína

ou outros alimentos estimulantes e a evitar realizar exercícios físicos intensos

no dia da admissão e durante a internação. Foram ainda orientados quanto à

importância de apresentar ao menos 3 noites sucessivas, imediatamente antes

da admissão, de sono estável, com 6 a 9 horas de sono ininterrupto. Durante a

internação, não foram permitidos cochilos durante o dia ou consumo de

alimentos estimulantes.

3.4 Medidas de Excitabilidade Cortical Motora (ECM)

A sistema EMT-EMG utilizado no estudo é composto pelo estimulador

modelo Magstim 2002 Bistim2 (Magstim, Spring Gardens, Whitland, Reino

Unido), com valor de pico de campo magnético de 1,9 Tesla, acoplado ao

amplificador CED 1902, conversor analógico digital CED 1401-3 e software

dedicado (Cambridge Electronic Design Limited, Cambridge, Reino Unido). A

máquina de EMT é um modelo que trabalha com pulsos monofásicos, numa

conformação associada com recrutamento mais homogêneo de populações
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neuronais no córtex cerebral107. Para registro do PEM, a taxa de amostragem

foi de 15 kHz, com filtragem digital na banda de frequência entre 10 e 5000 Hz.

Foram utilizados eletrodos de superfície do tipo disco, com 10 mm de diâmetro,

de material metálico Ag-AgCl, aderidos à pele com pasta condutora. O eletrodo

de superfície ativo para registro de EMG foi posicionado sobre o músculo

primeiro interósseo dorsal do membro superior contralateral ao hemisfério

cerebral estimulado. O eletrodo de referência foi posicionado sobre a face

medial da falange proximal do indicador ipsilateral, a 4 cm de distância do

eletrodo ativo.

Durante as avaliações de ECM, os participantes permaneceram

sentados em uma poltrona confortável, com encosto reclinável e apoio para os

braços e pescoço. Os estímulos magnéticos foram realizados com uma bobina

do tipo “figura de 8” com 70 mm de diâmetro (modelo D702 4102-00),

posicionada tangencialmente no escalpe sobre o hotspot motor, com cabo

direcionado posteriormente a 45 graus da linha média. A determinação do

hotspot motor e das medidas de ECM de pulso único foram realizadas de forma

manual, sendo os pulsos disparados por meio de um pedal, em intervalos

superiores a 5 segundos. Na sequência, para realização de pulsos pareados, a

bobina foi fixada sobre o hotspot com auxílio de um braço metálico articulado,

sendo o seu posicionamento verificado regularmente ao longo das avaliações

tendo como referência uma marca feita no escalpo com caneta dermográfica, a

fim assegurar a consistência do posicionamento nas diferentes sessões. O

disparo dos pulsos pareados foi realizado de forma automática pelo software

Signal, versão 7 (Cambridge Electronic Design Limited, Cambridge, Reino

Unido). Todas as avaliações foram realizadas pelo mesmo operador, sempre

https://paperpile.com/c/ZWSOmI/UkEH
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iniciando com a estimulação do hemisfério cerebral direito e subsequentemente

do esquerdo. Cada avaliação de medidas de ECM durou entre 60 e 75 minutos.

As medidas a seguir foram implementadas, na sequência:

3.4.1 Limiar motor de repouso (LM)

Intensidade de estimulação capaz de elicitar PEMs com amplitude

mínima de 50 µV, pelo método probabilístico de Parameter Estimation by

Sequential Testing (PEST) e Maximum Likelihood Regression, com software

dedicado 65,108.

3.4.2 Amplitude do potencial evocado motor (PEM)

Aferida, em milivolts, no eixo das ordenadas, a partir do ponto mais

negativo ao ponto mais positivo da onda. A intensidade do estímulo foi de

120% do LM. As médias individuais de 10 medidas foram consideradas como

desfecho.

3.4.3 Período cortical silente (PCS)

Duração, em milissegundos, do silêncio eletromiográfico a partir do

artefato de estímulo magnético realizado com 120% da intensidade do LM. O

reaparecimento da atividade muscular voluntária foi caracterizado por inspeção

visual, definido como o pico da primeira onda com amplitude igual ou superior a

50 𝝻V. O estímulo foi realizado durante contração tônica voluntária com 40% da

força máxima, determinada por um dinamômetro analógico. As médias

individuais de 10 medidas foram consideradas como desfecho. Todos os testes

https://paperpile.com/c/ZWSOmI/VZdPl+K5Gx5
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para identificação do PCS foram associados com um PEM correspondente no

qual a amplitude também foi aferida.

3.4.4 SICI (pulsos pareados a 2 e 5 ms)

Aplicação inicial de estímulo condicionante com intensidade de 80% do

LM, seguido por um estímulo teste com intensidade de 120% do LM. As

medidas referentes a este paradigma serão representadas como uma razão

entre a amplitude do PEM após estímulo teste e aquela relativa ao estímulo

controle (pulso único com intensidade de 120% do limiar motor de repouso -

item b).

3.4.5 LICI - intervalos longos (50, 100 e 150 ms) e muito longos (200, 250

e 300 ms)

Dois estímulos (condicionante e teste) com intensidade de 120% do LM

foram realizados sequencialmente. Os resultados referentes a este desfecho

foram representados como uma razão entre a amplitude do PEM no estímulo

teste em relação àquela no estímulo condicionante que o precedeu.

Para as medidas com pulsos pareados, as séries foram disparadas em

intervalos regulares de 11 ou 12 segundos, com intervalos entre os estímulos

realizados aleatoriamente, até que 10 testes para cada intervalo fossem

realizados (total de 80 testes, 10 por intervalo, 8 intervalos). Para as medidas

de SICI, traçados com ausência de PEMs foram descartados. Para as medidas

de LICI, apenas os traçados com presença de PEM após o estímulo

condicionante foram considerados nas análises. Caso a presença de traçados



35

insatisfatórios (ex. ausência de PEMs ou artefatos de contração muscular)

fosse prontamente identificada, testes adicionais para aquele intervalo

específico foram realizados manualmente ao término da sequência aleatória.

Traçados com evidência de ativação muscular voluntária (à exceção do PCS)

foram descartados.

Caso traçados insatisfatórios fossem identificados somente após as

avaliações, foram considerados para análise, para cada medida de ECM,

apenas aquelas variáveis que contavam com pelo menos 5 traçados de boa

qualidade. Este número foi considerado pois uma metanálise evidenciou que

estudos que realizaram ao menos 5 trials obtiveram maior confiabilidade nas

aferições de PEMs intra- sessão109. Assim, as médias individuais obtidas a

partir de traçados em número entre 5 e 10, por parâmetro de ECM, foram

incluídos nas análises. Essa abordagem foi escolhida pois o número desigual

de traçados não compromete a avaliação quando são consideradas as médias

dos PEMs, ao contrário do que ocorreria caso fosse considerada apenas a

amplitude do maior PEM entre os traçados. Ademais, o descarte de traçados

para igualar o número de testes por condição reduziria o poder estatístico do

estudo e poderia inflar a taxa de erros tipo 2, em consonância com os achados

de Luck, referente a potenciais evocados por eventos110.

Durante o dia, cada estudo de ECM foi realizado em intervalos de 4

horas, com início às 9 horas da manhã (segundo dia de internação), até que os

pacientes apresentassem sono espontâneo no seu horário habitual. Assim, os

participantes foram avaliados nos seguintes horários: 9h, 13h, 17h, 21h e 9h

(manhã do dia subsequente). Para controle de flutuações nos níveis de alerta

durante as avaliações, a Escala de Sonolência de Stanford (ESS),111 versão em

https://paperpile.com/c/ZWSOmI/eJYJ
https://paperpile.com/c/ZWSOmI/j53f
https://paperpile.com/c/ZWSOmI/NoW1V
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português, foi aplicada duas vezes, ao início e ao término de cada avaliação de

ECM .

3.5 Eletroencefalograma (EEG)

Durante toda a internação (à exceção dos momentos em que foram

realizados estudos com EMT-EMG), o EEG foi registrado continuamente. Os

eletrodos foram posicionados de acordo com o Sistema Internacional 10-20,

aderidos ao escalpo com pasta condutora e posteriormente fixados com

bandagens, conforme a rotina habitual de serviços que realizam monitorização

prolongada (>12h). A taxa de amostragem foi de 250 Hz, com banda de filtro

entre 0,5 e 70 Hz (Nihon Kohden, Tóquio, Japão).

O tempo total de sono ao longo da primeira e segunda noites será

quantificado como o tempo total a partir do início do sono até o despertar final,

descontando o tempo dos despertares noturnos. Com a finalidade de

caracterizar a pressão de sono (processo S), o EEG quantitativo noturno será

decomposto em diferentes bandas de frequência a partir da transformada

rápida de Fourier, realizada em épocas de 5 segundos de duração, a partir de

derivações frontocentrais, com referência promediada. Serão computadas

então a potência absoluta (μV2) e relativa da atividade elétrica espontânea na

banda delta (1-4 Hz) de frequência. A análise quantitativa será realizada

apenas em épocas com ausência de artefatos, previamente identificadas

mediante inspeção visual. Posteriormente, serão avaliadas possíveis

diferenças no teor de ondas lentas entre a primeira e segunda noite, e também

entre subgrupos de diferentes cronotipos.
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3.6 Melatonina salivar

Com a finalidade de obter um marcador objetivo do sistema

temporizador circadiano, foram realizadas coletas seriadas de saliva, para

posterior cálculo da variável dim light melatonin onset (DLMO). Para cada

sujeito, foram coletadas entre 7 e 9 amostras intervaladas por 30 minutos, com

início às 19h do primeiro dia, até o momento de início do sono espontâneo,

verificado pelo traçado de EEG. Para essas coletas, foi realizada inspeção da

cavidade oral de todos os indivíduos com a finalidade de assegurar a ausência

de lesões na mucosa oral que possam comprometer a mensuração das

concentrações de melatonina. Todas as coletas foram realizadas com tubos

Salivette® (Sarstedt, Nümbrecht, Alemanha) em condições de baixa

luminosidade (<10 lux), garantidos a partir do uso de um luxímetro. Ademais,

óculos com filtro de luz azul foram fornecidos aos voluntários, para que fossem

usados durante a noite, e o uso de aparelhos eletrônicos e televisão foi

limitado. Após a coleta, as amostras foram armazenadas em geladeira com

temperatura controlada (entre 2 e 4० C). Subsequentemente, passadas entre

12 e 36 horas, as amostras foram centrifugadas e armazenadas em

temperatura de -80० C, no Laboratório de Neurociências (LIM-27), localizado

no IPq.

No momento, as amostras aguardam transporte ao Laboratório de

Neurobiologia do Instituto de Ciências Biomédicas da Universidade de São

Paulo, coordenado pelo Prof. Dr. José Cipolla Neto, onde serão processadas

pelo método ELISA. O DLMO será estimado como o horário em que a

concentração de melatonina exceder em dois desvios-padrão a média de
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concentração encontrada nas três primeiras amostras, para todos os

participantes10. Será então verificada a presença de correlação entre cronotipo

(pontuação na MEQ) e DLMO. Posteriormente, serão realizadas análises

exploratórias adicionais nas quais as medidas repetidas de excitabilidade

cortical serão avaliadas em função do tempo normalizado pelo DLMO de cada

sujeito, com a finalidade de levar em consideração a fase individual do ciclo

circadiano, eliminando assim o fator confundidor de eventuais avanço ou atraso

de fase circadiana. Abordagem similar foi empregada no estudo de Hofstra e

colaboradores112.

3.7 Reflexo pupilar (RPL)

O RPL será aferido monocularmente pelo sistema RETiport Super

Color Ganzfeld Q450SC (Roland Consult, Brandenburg, Alemanha), com

diodos emissores de luz responsáveis pelo estímulo luminoso. O diâmetro

pupilar será mensurado por uma câmera infravermelha integrada ao sistema,

capaz de registrar imagens no escuro com alta resolução espacial e temporal,

em registro contínuo (com gravação) e taxa de amostragem de 30 Hz. O

protocolo a ser empregado baseia-se no estudo realizado por Park e

colaboradores113 .

Os sujeitos serão adaptados ao escuro (luminância < 5 lux) por 10

minutos. Ambos os olhos serão testados monocularmente em pupilas não

dilatadas, cobrindo o olho não avaliado com um tapa-olho, em ordem aleatória.

Após a adaptação ao escuro, um flash vermelho (comprimento de onda = 638 ±

9 nm) de intensidade 2.4 log cd/m2 será apresentado seguido por um flash azul

(comprimento de onda = 469 ± 11 nm) da mesma intensidade, após um

https://paperpile.com/c/ZWSOmI/Yf6y
https://paperpile.com/c/ZWSOmI/YJgj
https://paperpile.com/c/ZWSOmI/bTNw
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intervalo de 2 minutos. Os registros da resposta pupilar serão analisados

  usando o diâmetro médio da pupila durante 3 s antes do início do flash como

um valor de linha de base. A amplitude de pico (AP) será calculada como a

constrição máxima da pupila e expressa em relação ao valor da linha de base

(AP = diâmetro de constrição máximo / diâmetro da linha de base). A resposta

sustentada (RS) será expressa como o diâmetro mediano da pupila entre 6-8 s

após o início flash, em relação à linha de base. Posteriormente, tanto a AP

quanto a RS em resposta aos estímulos na cor vermelha e azul serão

comparados entre subgrupos de diferentes cronotipos, bem correlacionados

com a pontuação na MEQ. A avaliação dos sujeitos será realizada no IPq pela

mesma avaliadora, Dra. Kallene Vidal, oftalmologista e pós-doutoranda pelo

Instituto de Psicologia da USP. Por questões logísticas da instituição e

disponibilidade dos participantes, as avaliações serão realizadas no período

vespertino, entre 12 e 16h.

3.8 Cálculo amostral

O tamanho da amostra foi calculado a partir da ferramenta General

Linear Mixed Model Power and Sample Size (GLIMMPSE), disponível em

glimmpse.samplesizeshop.org. Foram consideradas médias e desvios-padrão

observadas no estudo de Lang e colaboradores (Lang 2011), com medidas

repetidas em 5 tempos, poder estatístico de 0,8 e alfa de 0,05. O tamanho

calculado da amostra foi de 20 sujeitos.
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3.9 Análise estatística

As características clínicas e sociodemográficas foram descritas pelas

médias e desvio-padrão para variáveis contínuas e como frequência ou

porcentagem para as variáveis categóricas. A comparação das características

basais estratificada por cronotipo foi realizada por meio do Teste T para

amostras independentes, no caso de variáveis com distribuição normal ou

Mann-Whitney para variáveis com distribuição não normal, no caso de variáveis

contínuas (bicaudal). A distribuição dos dados foi avaliada a partir da inspeção

do histograma e por meio do teste de Shapiro-Wilk. No caso de comparações

entre variáveis categóricas, o teste qui-quadrado foi empregado.

Para a avaliação dos desfechos de ECM foram utilizadas variações de

modelos de efeitos lineares mistos. Tal abordagem é justificada pois apresenta

a vantagem de lidar com a variabilidade sistemática e heterogeneidade de

medidas de excitabilidade interindividual entre sujeitos, que foram incluídos em

todos os modelos como efeitos aleatórios. Ademais, tais modelos admitem a

inclusão de variáveis preditoras contínuas e categóricas, além de apresentar

robustez para dados ausentes e também na análise de medidas repetidas114.

Considerando os desfechos de limiar motor de repouso (LM), amplitude

do potencial evocado motor (PEM) após pulsos únicos, período cortical silente

(PCS), inibição a intervalos curtos (SICI a 2 e 5 ms) e inibição a intervalos

muito longos (LICI a 200-300 ms), cada variável dependente foi testada em um

modelo separado. No caso de resíduos com distribuição não normal, verificada

por gráficos Q-Q e teste de Shapiro-Wilk, uma transformação logarítmica foi

aplicada.

https://paperpile.com/c/ZWSOmI/9huH
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Especificamente para o teste de hipóteses considerando intervalos

longos (LICI a 50-150 ms), devido à presença de dados com significativo

número de zeros, foi utilizado um modelo linear misto generalizado com

especificação de distribuição do tipo Tweedie, com link para transformação

logarítmica. Tal abordagem se mostrou mais apropriada para avaliação de

dados com distribuição semicontínua em comparação a outros modelos115.

Para cada modelo, além do tempo, foram incluídas como variáveis

preditoras a interação do horário (variável contínua ou fator com 5 níveis: 9h,

13h, 17h, 21h e 9h da manhã do dia subsequente) com o cronotipo (3 níveis:

intermediário, matutino e vespertino). Para os desfechos associados aos pulsos

pareados, o intervalo entre os estímulos foi incluído no termo de interação, com

2 níveis para intervalos curtos (2 e 5 ms), 3 níveis para intervalos longos (50,

100 e 150 ms) e 3 níveis para intervalos muito longos (200, 250 e 300 ms).

Para o modelo do PCS, a amplitude do PEM subsequente ao mesmo estímulo

que gerou a inibição foi incluída como covariável, posto que representa um

fenômeno excitatório potencialmente confundidor67. Adicionalmente, para todos

os modelos, os níveis agudos de vigilância aferidos pela ESS foram incluídos

como covariáveis.

Ademais, com a finalidade de acomodar eventuais efeitos não lineares,

foram rodados dois modelos separados para cada desfecho, um na ausência e

outro com a presença de um preditor quadrático do tempo. Na sequência, os

esses modelos foram comparados e apenas aquele com melhor ajuste a partir

de avaliação pelo AIC (Akaike Information Criterion) foi posteriormente

explorado. Em caso de verificação de associações entre o desfecho e as

variáveis preditoras, análises post hoc pareadas foram realizadas para verificar

https://paperpile.com/c/ZWSOmI/wiZz
https://paperpile.com/c/ZWSOmI/1cWJ


42

os contrastes e as respectivas diferenças. Um p valor <0.05 foi considerado

significativo para todas as análises, não sendo realizada correção para

múltiplas comparações em virtude da natureza exploratória do estudo.

A análise estatística foi realizada por meio do software R versão 4.1.0 [R

Core Team (2020). R: A language and environment for statistical computing. R

Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria], com os pacotes lmer4

(modelos lineares mistos), glmmTMB (modelos generalizados tweedie),

lmerTest (resultados e comparação entre modelos) e emmeans (análises post

hoc).
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4 RESULTADOS

4.1 Participantes

Ao todo, 49 voluntários demonstraram interesse inicial em participar da

pesquisa. Desses, 13 foram excluídos por não preencherem critérios de

elegibilidade na avaliação de triagem ou por posterior desistência. Um

participante adicional foi excluído por apresentar episódio de elevação súbita

da pressão arterial sistêmica já durante o estudo, inviabilizando a realização de

duas sessões de EMT-EMG. Tratava-se de paciente sabidamente hipertenso,

em tratamento farmacológico e compensado clinicamente no momento da

admissão. Este recebeu os cuidados iniciais na nossa instituição e não

apresentou complicações, sendo encaminhado para reavaliação clínica e

seguimento ambulatorial. Nenhum dos demais participantes apresentou efeitos

adversos ao longo do estudo.

Após demonstrar interesse na pesquisa, os voluntários foram triados

sequencialmente por ligação telefônica, videochamada, ou eventualmente de

forma presencial. O agendamento das avaliações ocorreu de acordo com a

melhor conveniência dos participantes e também com a disponibilidade de

leitos na Unidade de Vídeo-EEG. O estudo foi interrompido assim que foi

alcançado o tamanho amostral inicialmente estimado. Assim, um total de 20

participantes saudáveis realizaram o estudo, com média de idade de 29,9 anos

(desvio padrão [DP] = 7,8), sendo 65% mulheres (13/20) e 90% (18/20)

destros. Todos os participantes possuem escolaridade superior completa ou

incompleta.
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Quanto à avaliação de cronotipos pela escala MEQ, nenhum voluntário

foi categorizado nos extremos de matutinidade e vespertinidade. Assim, 35%

(7/20) foram classificados como intermediários, 35% (7/20) como matutinos

moderados e 30% (6/20) como vespertinos moderados. Os não intermediários

serão doravante denominados apenas como matutinos ou vespertinos, com

supressão do sufixo “moderado”. As características clínicas e demográficas dos

sujeitos estão dispostas na Tabela 2. Quanto às características basais, não

foram evidenciadas diferenças significativas entre os grupos estratificados por

cronotipo (Tabela 3).

Tabela 2. Características clínicas e demográficas

BAI: Beck anxiety inventory
BDI: Beck depression inventory
DP: desvio-padrão
IIQ: intervalo interquartílico
ISI: Insomnia severity index
M: média
Md: mediana
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Tabela 3. Características clínicas e demográficas, por cronotipo

BAI: Beck anxiety inventory
BDI: Beck depression inventory
DP: desvio-padrão
IIQ: intervalo interquartílico
ISI: Insomnia severity index
M: média
Md: mediana

4.2 Excitabilidade cortical motora (ECM)

4.2.1 Limiar motor de repouso (LM)

Para análise desse desfecho, o modelo linear misto evidenciou

distribuição normal dos resíduos, portanto os dados originais da variável

resposta foram analisados sem necessidade de transformação. A medida

mostrou-se estável ao longo do tempo, sem diferenças significativas

observadas em relação aos preditores de interação entre horário do dia e

cronotipo. Entretanto, observamos um efeito associado ao preditor de

lateralidade, com menores valores de LM (indicando maior excitabilidade por
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essa medida) no lado esquerdo em comparação ao direito (Estimativa = 3,38;

IC 95%: 1,88 - 4,88; p < 0,001). A partir da observação dessas diferenças,

modelos adicionais foram testados, adicionando o preditor de lateralidade à

interação horário X cronotipo. Também foram realizados dois modelos

adicionais, em análise separada do LM nos hemisférios cerebrais direito e

esquerdo. Em ambas as situações, não houve associação significativa do

desfecho com quaisquer das variáveis preditoras. Na Figura 6 podem ser

observadas as estimativas do modelo para a totalidade dos participantes,

enquanto na Figura 7 são observados os valores individuais de LM (média

bilateral) por cronotipo. Na Figura 8 é possível observar que a média do LM foi

superior no hemisfério cerebral direito em todas as avaliações.

Figura 6. Estimativas (IC 95%) para o limiar motor de repouso em função do
tempo

MSO: maximum stimulator output
RMT: resting motor threshold
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Figura 7. Limiar repouso por indivíduo e cronotipo em função do tempo, com
curvas de regressão local (LOESS)

MSO: maximum stimulator output
RMT: resting motor threshold

Figura 8. LM (média ± DP) por hemisfério cerebral, ao longo do tempo.

MSO: maximum stimulator output
RMT: resting motor threshold
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4.2.2 Amplitude do potencial evocado motor (PEM)

Para essa análise dessa variável, foi realizada transformação logarítmica

em virtude de distribuição não normal dos resíduos. Não foram observadas

diferenças significativas do desfecho em associação com quaisquer das

variáveis preditoras. Na Figura 9 estão representadas as médias bilaterais para

essa medida.

Figura 9. Amplitude do PEM por indivíduo (média bilateral), ao longo do tempo,
com curvas de regressão local (LOESS)

MEP: motor evoked potential (mV)
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4.2.3 Período cortical silente (PCS)

Para a análise dessa variável, foi realizada transformação logarítmica

em virtude de distribuição não normal dos resíduos. Não foram observadas

diferenças significativas justificadas pelo horário ou pela interação entre tempo

e cronotipo. Um efeito principal da amplitude do PEM gerado durante o pulso

que gerou o silêncio eletromiográfico foi evidenciado (Estimativa: 0,01 [escala

log10]; IC 95% 0,016 - 0,004; p < 0,001). A adição da amplitude do PEM ao

termo de interação não evidenciou associação entre o desfecho e quaisquer

das variáveis preditoras em um modelo estatístico adicional. Na Figura 10,

observa-se o comportamento do PCS ao longo do tempo, por cronotipo.

Figura 10. Duração do PCS por indivíduo (média bilateral), ao longo do tempo,
com curvas de regressão local (LOESS)

CSP: cortical silent period



50

4.2.4 Inibição por pulsos pareados, intervalos curtos (SICI - 2 e 5

ms)

Para essa análise, realizamos transformação logarítmica da variável

(razão entre amplitude PEM após pulso teste pela amplitude após o pulso

condicionante), pois os resíduos do modelo com os dados originais

apresentaram distribuição não normal. Nas análises, foram observados efeitos

significativos da interação entre tempo e cronotipo. Análise post hoc

evidenciou, nos indivíduos matutinos, um incremento progressivo da inibição ao

longo do tempo, com efeitos estatisticamente significativos às 17h em

comparação às 9h (Razão: 1,54; IC 95%: 1,06 - 2,22; p = 0,02), às 9h da

manhã do dia subsequente em comparação à manhã do primeiro dia (Razão:

1,72; IC 95%: 1,18 - 2,5 ; p = 0,004) e também em relação às 13h do dia

anterior (Razão: 1,54; IC 95%: 1,06 - 2,22; p = 0,02). Observamos ainda uma

tendência à maior inibição às 17h em comparação às 13h (Razão:1,37; IC

95%: 0,96 - 1,97; p = 0,08). Não foram observadas diferenças de inibição ao

longo do tempo para os demais cronotipos, tampouco efeitos de interação

dependentes do intervalo entre os estímulos. Na Figura 11, observa-se as

estimativas do modelo por tempo e cronotipo, com intervalos de confiança de

95%.

Na comparação entre cronotipos, evidenciamos maior inibição cortical

nos indivíduos matutinos em comparação com intermediários (Estimativa =

-0,01 [escala logarítmica]; IC 95%: -0,001 a -0,02; p = 0,03), com tendência a

maior inibição também na comparação entre matutinos e vespertinos

(Estimativa = -0,01 [escala logarítmica]; IC 95%: -0,02 a -0,00004; p = 0,06).
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Ademais, foi observada uma tendência à maior inibição associada com o

intervalo de 2 ms em comparação a 5 ms (Estimativa = -0,274; p = 0,096). Na

Figura 12 estão dispostas as estimativas para todos os preditores do modelo

estatístico.

Figura 11. Estimativas (IC 95%) para SICI, por tempo e cronotipo

MEP: motor evoked potencial
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Figura 12. Coeficientes (IC 95%), por variável preditora. Referência: cronotipo
intermediário / intervalo 5 ms

4.2.5 Inibição por pulsos pareados, intervalos longos (LICI - 50,

100 e 150 ms)

Para a análise dos intervalos longos, em virtude da presença de dados

inflados de zeros, o modelo estatístico empregado foi o generalizado misto com

distribuição tipo Tweedie para dados semicontínuos e link log.

Não foram observadas diferenças significativas para o efeito principal do

horário do dia, tampouco para termos interação com o tempo. Entretanto,

evidenciamos efeitos significativos para interação entre cronotipo e intervalo

entre os estímulos.

Análise post hoc evidenciou maior inibição em matutinos em 150 ms em

comparação a intermediários (Est: -1,44; IC 95%: -2,18 a -0,69; p < 0.001) e

também com vespertinos (Est: - 1,40; IC 95%: -2,16 a -0,62; p < 0,001). O

mesmo padrão foi observado para o intervalo de 100 ms, com maior inibição
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em matutinos em relação a intermediários (Est: -1,45; IC 95%: -2,2 a –0,71; p <

0.001) e também em relação a vespertinos (Est: - 0,9; IC 95%: ; p = 0,02). Para

50 ms, os vespertinos apresentaram maior inibição em relação aos matutinos

(Est: -0,76; IC 95%: -1,69 a -0,12; p < 0.04).

Figura 13. Estimativas (IC 95%) para Inibição a intervalos longos, por tempo e
cronotipo (escala logarítmica)
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4.2.6 Inibição por pulsos pareados, intervalos muito longos (LICI -

200, 250 e 300 ms)

Para essa análise, realizamos transformação logarítmica da variável

dependente, pois os resíduos do modelo com os dados originais apresentaram

distribuição não normal. Não foram observados efeitos significativos em relação

ao horário, cronotipo, intervalo ou sua interação. Entretanto, evidenciamos um

efeito principal para níveis agudos de sonolência (Est = 0,06; p = 0,03).

Figura 14. Estimativas (IC 95%) para Inibição a intervalos muito longos, por
tempo e cronotipo (escala logarítmica)
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5 DISCUSSÃO

5.1 Limiar motor (LM) e amplitude dos potenciais evocados

motores (PEMs)

Corroborando as hipóteses iniciais desta pesquisa, não foram

verificadas variações significativas do LM ao longo do tempo, um achado que

está de acordo com demais estudos que realizaram avaliação seriada deste

parâmetro em voluntários saudáveis27,84,116,117,118. No entanto, observamos

médias de LM inferiores no hemisfério cerebral esquerdo em relação ao direito

em todos os horários avaliados. A presença de assimetria dessa medida já foi

descrita em estudos anteriores, evidenciando diferenças significativas entre os

lados. Padrão similar foi constatado tanto em amostra composta primariamente

por destros119 quanto em amostra balanceada composta por indivíduos destros

e canhotos, sugerindo não haver necessariamente uma relação com a

lateralidade manual120. Entretanto, outros trabalhos não verificaram assimetrias

hemisféricas do LM121–123.

Algumas explicações poderiam justificar a presença de assimetrias

hemisféricas nas medidas de LM. A primeira delas, de ordem técnica, diz

respeito à acurácia da localização do hotspot motor. A presença de área

motora com maior representação cortical no lado correspondente à mão

dominante, mais comumente em M1 à esquerda, já foi descrita em estudo que

realizou mapeamento cortical motor com EMT124. Deste modo, a presença uma

representação cortical mais extensa do lado esquerdo poderia estar

relacionada com uma maior precisão na localização do hotspot motor deste

https://paperpile.com/c/ZWSOmI/tU79+SE6b+z4DX+3H8N
https://paperpile.com/c/ZWSOmI/0tEM
https://paperpile.com/c/ZWSOmI/PqWi
https://paperpile.com/c/ZWSOmI/KlYK
https://paperpile.com/c/ZWSOmI/de4f+gbmC+qhPk
https://paperpile.com/c/ZWSOmI/UeL4
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lado, o que por sua vez poderia levar a medidas menores de LM. O

mapeamento de M1 valendo-se da EMT, particularmente em associação com

sistemas de neuronavegação, possibilita o delineamento de áreas de

representação cortical de diferentes músculos da mão com alta definição e

resolução espacial125. Apesar de tal abordagem ser fundamental em

determinados contextos, como na identificação de áreas eloquentes

previamente à realização de neurocirurgias ressectivas, seu emprego na

pesquisa em neurofisiologia torna-se limitado por fatores como baixa

disponibilidade de equipamento específico, necessidade de capacitação, além

de demandar maior tempo para realização dos testes. Desta forma,

abordagens simplificadas para a identificação do ponto motor são

habitualmente empregadas em pesquisas da área. Em guideline da

International Federation of Clinical Neurophysiology (IFCN), por exemplo,

recomenda-se o posicionamento da bobina figura de 8 em posição 5 cm lateral

e 0-1 cm anterior ao vértex, em uma localização que seria equivalente ao

hotspot motor65. Entretanto, advoga-se atualmente que a identificação do ponto

motor seja feita de forma individualizada, com estímulos sucessivos em regiões

adjacentes próximas ao ponto descrito por Groppa e colaboradores, sempre

com intensidade de estímulo acima do LM. Assim, o hotspot correspondente ao

músculo estudado é definido como o ponto onde consistemente são obtidos

PEMs de maior amplitude, mantendo-se fixa a intensidade do estímulo125.

Entretanto, tal abordagem permanece algo artesanal e, diferentemente do que

ocorre para a mensuração do LM, não existem métodos detalhados e

universalmente aceitos para a determinação deste ponto. No presente estudo,

esta etapa transcorreu de maneira similar ao processo descrito por Fried e

https://paperpile.com/c/ZWSOmI/wugn
https://paperpile.com/c/ZWSOmI/K5Gx5
https://paperpile.com/c/ZWSOmI/wugn
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colaboradores, de modo que o hotspot motor foi determinado a partir da

variação sistemática de apenas um parâmetro por vez (i.e. intensidade do

estímulo, localização da bobina, angulação da bobina)126. Ainda assim, tanto o

número de regiões estimuladas quanto a distância entre elas até a

determinação do ponto motor não foram avaliados de forma sistemática. Deste

modo, a presença de mapas corticais motores assimétricos nas regiões

homólogas de M1 poderia justificar a identificação de pontos motores com

menor precisão no hemisfério cerebral direito, levando a valores de LM maiores

em relação ao lado esquerdo.

Uma segunda explicação para a assimetria do LM seria de ordem

anatômica. Eventuais assimetrias da distância entre os neurônios piramidais

ativados pela EMT e a bobina, nas regiões homólogas de M1, justificariam

menores valores de LM em caso de maior proximidade com o escalpo do lado

esquerdo em relação ao direito. Em estudo que avaliou a associação entre a

distância escalpo e M1 à direita, Stokes e colaboradores verificaram uma

relação direta entre essa distância e o estímulo necessário para evocar PEMs,

demonstrando que para cada milímetro de aumento na distância entre escalpo

e córtex (coroa do giro precentral), uma intensidade adicional de 3% da

capacidade da máquina de EMT é necessária para evocar uma resposta

motora equivalente127. Entretanto, apesar da distância córtex-escalpo variar

para diferentes lobos e regiões corticais128, regiões homólogas costumam estar

igualmente distantes da superfície do crânio129. Por outro lado, se a ativação

corticoespinhal pela EMT se dá predominantemente nas porções sulcais do

córtex motor130, em detrimento das coroas dos giros, o fator anatômico poderia

ainda ser relevante.

https://paperpile.com/c/ZWSOmI/o8Fm
https://paperpile.com/c/ZWSOmI/ypm9
https://paperpile.com/c/ZWSOmI/c4zK
https://paperpile.com/c/ZWSOmI/3Pxa
https://paperpile.com/c/ZWSOmI/nzXo
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Uma terceira hipótese para assimetria seria de base verdadeiramente

funcional, refletindo uma assimetria de excitabilidade entre hemisférios quando

da estimulação das regiões M1 homólogas. Nesse contexto, um estudo recente

mostrou assimetrias em diferentes medidas de ECM, inclusive do LM, com

maior excitabilidade do lado esquerdo em amostra de indivíduos saudáveis

portadores do polimorfismo do gene do fator neurotrófico derivado do cérebro

(brain derived neurotrophic factor - BDNF) contento os alelos Val/Val (um

genótipo presente na maioria dos indivíduos caucasianos). Essas assimetrias,

contudo, não foram observadas na presença do haplótipo Met, seja em hetero

ou homozigose131. Nesse sentido, uma revisão sistemática recente aponta que

polimorfismos do gene do BDNF podem explicar parte da variabilidade das

respostas neuroplásticas de M1 induzidas por técnicas de neuromodulação não

invasiva, tanto em protocolos excitatórios quanto inibitórios132. Uma hipótese

instigante seria a de que a excitabilidade basal desta região seria uma etapa

intermediária desse processo, com o polimorfismo Val/Val estando associado

com maior facilitação cortical, em um estado cortical mais suscetível à indução

de efeitos plásticos duradouros mediante protocolos de neuromodulação não

invasiva.

Quanto à amplitude dos PEMs elicitados por estimulação com

intensidade de 120% do LM. em consonância com as nossas hipóteses iniciais,

não evidenciamos diferenças significativas ao longo do tempo. Tal achado se

assemelha aos demais estudos que avaliaram essa medida de forma seriada

em participantes saudáveis27,84. Chamou-nos a atenção a grande variância das

amplitudes ao longo do tempo, além das diferentes trajetórias apresentadas por

indivíduos de diferentes cronotipos. De forma interessante, o horário no qual os

https://paperpile.com/c/ZWSOmI/tAyG
https://paperpile.com/c/ZWSOmI/ObD0
https://paperpile.com/c/ZWSOmI/tU79+SE6b
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grupos com cronotipos distintos apresentaram medidas mais próximas foi às

13h. Isto sugere a possibilidade de que a realização dessa medida, que é base

para outras medidas de ECM, como inibição a intervalos curtos e facilitação

cortical, possa minimizar a variância dependente de fatores circadianos caso

seja realizada nesse horário.

5.2 Período cortical silente (PCS)

Não foram observadas variações significativas do PCS ao longo do

tempo, contrariando a hipótese inicial do estudo. Entretanto, achados similares

foram observados em estudos anteriores82,116,117. Cumpre ressaltar que, nos

estudos supracitados, não foi realizada a caracterização de cronotipos nas

amostras incluídas, representando um fator confundidor. Já no trabalho de

Lang e colaboradores, que evidenciou redução progressiva do PCS ao longo

do tempo, foram excluídos os indivíduos matutinos e vespertinos, restando

somente aqueles de cronotipo intermediário27. Contudo, nem mesmo o

cronotipo intermediário mostrou-se associado com variações temporais

significativas do PCS no presente estudo.

Há algumas possíveis explicações para estes achados. Primeiramente,

a inclusão da amplitude do PEM, que representa um efeito de facilitação

corticoespinhal, como covariável nos modelos estatísticos empregados, pode

ter contribuído para os resultados do presente estudo. Optamos por assim

fazê-lo pois, apesar de o PCS refletir parcialmente um fenômeno inibitório local,

mediado predominantemente por receptores metabotrópicos GABA-B

intracorticais, o estímulo eletromagnético responsável por gerar a resposta

inibitória possui efeitos excitatórios quase simultâneos que se refletem na

https://paperpile.com/c/ZWSOmI/eG8B+3H8N+z4DX
https://paperpile.com/c/ZWSOmI/SE6b
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amplitude do potencial evocado pelo mesmo estímulo que gerou o PCS. Desta

forma, uma eventual redução do PCS ao longo do tempo poderia estar

associada a uma redução concomitante da amplitude do PEM correspondente,

de forma que o equilíbrio intracortical entre excitação e inibição fosse mantido.

Concordante com esta hipótese, o modelo empregado mostrou um efeito

principal da amplitude do PEM sobre o PCS, com o incremento de 1 mV no

preditor estando associado a um aumento de 1 ms no desfecho. Assim, a

abordagem que empregamos é justificada com o objetivo de controlar as

análises para um fator confundidor relevante67.

Em segundo lugar, diferenças metodológicas podem ter contribuído para

a discrepância entre os nossos resultados e aqueles obtidos por Lang e

colegas. Para efeito de comparação, no estudo de Lang foram observados

valores mais elevados de PCS, com média de 175 ms para avaliação matutina,

de 162 ms para avaliação ao meio-dia e 158 ms para avaliação noturna27. Já

no presente trabalho, as medidas de PCS, considerando a média bilateral para

todos os indivíduos incluídos, foram de 119 ms para avaliação matutina, 124

ms para avaliação às 13h e 116 ms para avaliação noturna. Apesar de termos

realizado as avaliações com atraso de uma hora em relação ao estudo

supracitado (e uma avaliação adicional às 17h), não acreditamos que essa

diferença temporal justifique por si só os achados discordantes. Quanto à

metodologia empregada, ambos os estudos foram semelhantes em diversos

aspectos, com uso do mesmo sistema de EMT, pulsos eletromagnéticos

monofásicos, intensidade de estimulação, intensidade de contração muscular

tônica (40% da força máxima no presente estudo contra 30-50% no estudo de

Lang) e músculo avaliado. Entretanto, apesar de a definição de início do PCS

https://paperpile.com/c/ZWSOmI/1cWJ
https://paperpile.com/c/ZWSOmI/SE6b
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ter sido semelhante em ambos os estudos (i.e. a partir do artefato do estímulo

magnético), o final da inibição foi definido de forma distinta. No presente

estudo, o término do PCS foi caracterizado a partir da primeira deflexão com

amplitude igual ou maior a 50 μV. Já no estudo de Lang, o final do PCS foi

definido como o momento em que a atividade muscular voluntária após o

estímulo apresentou uma amplitude média comparável àquela presente antes

da realização do estímulo, sendo esta média mantida por pelo menos 5 ms.

Assim, a diferença metodológica pode ter levado a uma subestimativa do PCS

em pelo menos 5 ms no presente trabalho. Outra diferença importante foi a

média das amplitudes do PEM mediante estimulação a 120% do LM (mesma

intensidade utilizada para evocar o PCS), sendo esta com valores entre 0,8 e

0,9 mV no presente estudo e entre 1 e 1,5 mV no estudo de Lang. Assim, é

provável que tenhamos gerado respostas de PEM e PCS na fase mais inicial

da curva de estímulo-reposta para essas medidas. Além da possibilidade da

ocorrência de efeito chão, a evocação de PCS a baixas intensidades de

estímulo pode estar mais relacionada com atividade mediada por receptores

GABA-A, em detrimento da inibição mediada por receptores GABA-B71.

Outra explicação para os nossos achados, também relacionada com a

presença de PCS mais curto em comparação com estudos prévios, seria a

presença de maior contribuição relativa da inibição por interneurônios

medulares. Advoga-se que esta contribuição seja da ordem de 25%, enquanto

os fenômenos estritamente corticais estariam associados com 75% da duração

do PCS. Vale ressaltar que a porção segmentar é mais atuante no início do

PCS (primeiros 50 ms), enquanto para períodos entre 50 e 200 ms, a inibição

cortical seria mais atuante133. Deste modo, na vigência de PCS de duração

https://paperpile.com/c/ZWSOmI/auDS
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relativamente curta, a contribuição total da inibição segmentar poderia abarcar

uma fração maior do PCS total, mascarando assim eventuais flutuações

circadianas de origem cortical.

No estudo de Pfutze e colaboradores também foram verificados valores

mais elevados de PCS em relação ao presente estudo, com média de 189 ms

em avaliação matutina (entre 6 e 9h) e 178 ms em avaliação vespertina/noturna

(entre 17 e 20h), sem diferenças significativas em relação ao horário117. Chama

a atenção os valores elevados de PCS, uma vez que o equipamento utilizado

para a estimulação foi o mesmo empregado no presente estudo. Ademais, a

intensidade do estímulo no trabalho de Pfütze foi mais baixa (110% do LM) e o

PCS definido como um fenômeno de mais curta duração, contabilizado a partir

do início do PEM, ou seja, cerca 20 ms após o artefato de estímulo magnético,

com término ao aparecimento de qualquer atividade eletromiográfica em alta

ampliação. Assim, a discrepância entre valores de PCS pode estar relacionada

ao método empregado na definição da força da contração muscular tônica.

Esta etapa foi realizada por feedback audiovisual de atividade eletromiográfica

no estudo de Pfütze, enquanto no presente estudo foi feito com o uso de

dinamômetro analógico, com movimento de pinça.

Ademais, tanto no estudo de Lang quanto no de Pfütze, o tipo de

contração muscular não foi especificado (ex. pinça ou abdução do indicador).

Apesar de a evidência atual ser inconsistente quanto à possibilidade de a

intensidade da contração tônica influenciar na duração do PCS67, o tipo de

movimento realizado é um fator relevante. O movimento de pinça por nós

empregado, é um movimento complexo que leva à ativação sinérgica de

diversos músculos. Conforme evidenciado por Tinazzi e colaboradores, o

https://paperpile.com/c/ZWSOmI/3H8N
https://paperpile.com/c/ZWSOmI/1cWJ
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movimento sustentado de pinça levou a PCS mais curtos em comparação a

movimentos isolados de abdução do indicador. A explicação para tal fenômeno

seria a presença de excitação mais intensa dos neurônios corticais associada

com a realização de movimentos manuais complexos, que requerem a ativação

sinérgica de múltiplos músculos adjacentes. Em contrapartida, a contração

isolada do primeiro interósseo dorsal, na abdução do indicador, representaria

uma inibição maior pois os músculos não utilizados para a tarefa, bem como

suas respectivas representações corticais,  estariam inibidos134.

5.3 Inibição a intervalos curtos (SICI)

Corroborando a nossa hipótese inicial, não observamos associação

entre horário do dia e as referidas medidas de inibição, presumivelmente

mediadas por atividade dos receptores GABA-A, considerando a totalidade da

amostra. Tais achados convergem com trabalhos que evidenciaram ausência

de modificação deste parâmetro ao longo do tempo em indivíduos com

cronotipo intermediário27 e em amostra de participantes saudáveis que não

tiveram o cronotipo avaliado84. Entretanto, verificamos uma interação

significativa entre horário do dia e cronotipo matutino, de modo que para este

subgrupo, houve aumento progressivo da inibição ao longo do período de 24

horas, com maior inibição às 17h em comparação às 9h e tendência à maior

inibição às 17 em relação às 13h. A presença de menor inibição no período

matutino, para este grupo, é concordante com os achados de Salehinejad e

colaboradores23. Neste estudo, foram realizadas diferentes medidas de ECM,

dentre as quais inibição a intervalos curtos (2, 3 e 5 ms), com resultados

mostrando menores níveis de inibição cortical no período matutino em relação

https://paperpile.com/c/ZWSOmI/b8pE
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ao período vespertino, em uma amostra de 16 indivíduos saudáveis

classificados como matutinos moderados. Ademais, o referido estudo

evidenciou um padrão oposto no subgrupo vespertino, com menor inibição no

período vespertino em relação ao período matutino, um achado não verificado

no presente estudo. Cumpre salientar que as avaliações matutina e

vespertina/noturna, no estudo de Salehinejad, foram realizadas em dias

distintos, admitindo a possibilidade da influência de ciclos multidianos (i.e. com

período superior a 24h) nos desfechos aferidos.

Chamou-nos atenção a verificação de níveis maiores de inibição às 9h

do dia subsequente em comparação ao período matutino do dia anterior, para o

cronotipo matutino. Uma possível explicação para essa observação seria o

efeito de primeira noite, descrito como um sono de qualidade e quantidade

inferior ao sono habitual. Trata-se de um fenômeno multifatorial relacionado

com peculiaridades inerentes ao ambiente laboratorial (ex. desconforto

relacionado aos eletrodos cefálicos, restrição de movimentação pelos cabos,

ansiedade). Em metanálise recente, foi verificado que o sono da primeira noite,

em comparação com a segunda, apresentou maior latência, menor duração

total, menor eficiência, maior tempo desperto e menor duração do estágio

rapid eye movement (REM), sem efeitos significativos para o sono de ondas

lentas135. Deste modo, a ocorrência de período de sono mais reparador na

segunda noite poderia estar associado associado com uma maior inibição

cortical na manhã do dia subsequente em comparação com o período matutino

do dia anterior. Corroborando essa hipótese, a privação de sono foi associada

com redução da inibição a intervalos curtos em trabalhos prévios81,136. A

presença desse achado apenas em relação ao cronotipo matutino pode estar

https://paperpile.com/c/ZWSOmI/DANX
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relacionada à maior susceptibilidade ao efeito de primeira noite neste grupo. É

sabido que indivíduos matutinos apresentam horários para início de sono e

despertar mais constantes, com pouca ou nenhuma diferença na comparação

entre dias de trabalho e dias livres. Em contrapartida, indivíduos vespertinos

costumam acumular débito de sono durante a semana em virtude do fenômeno

de jet lag social15. Assim, a quebra de rotina imposta pelo ambiente

laboratorial/hospitalar pode ser mais impactante para os matutinos, enquanto

os indivíduos vespertinos (e eventualmente intermediários) estariam mais

preparados para essa ruptura posto que estão mais habituados a variações do

período de sono na rotina diária, além de apresentar maior débito de sono

acumulado, com possibilidade de menor latência para o sono. Ademais, a

presença de privação crônica de sono nos indivíduos vespertinos e

intermediários poderia justificar nossos achados de menor inibição cortical

nesses subgrupos, em comparação aos indivíduos matutinos.

Evidenciamos ainda uma tendência à maior inibição com o intervalo de

2 ms em comparação a 5 ms, o que é concordante com observação prévia de

efeitos inibitórios distintos entre intervalos curtos precoces e tardios, refletindo

mecanismos particulares137, possivelmente relacionados a contribuições

desiguais de circuitos intracorticais reverberantes e período refratário axonal, a

depender do intervalo entre os pulsos.

5.4 Inibição a intervalos longos e longuíssimos (LICI)

Não foram observados efeitos temporais para os intervalos de 50, 100

e 150 ms. Entretanto, uma interação significativa entre cronotipo e intervalo foi

verificada, com maior inibição em matutinos nos intervalos de 100 e 150 ms em

https://paperpile.com/c/ZWSOmI/sqjF
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comparação aos outros dois cronotipos. Entretanto, para o intervalo de 50 ms,

o efeito inibitório foi superior nos vespertinos em comparação aos matutinos, o

que sugere mecanismos de inibição distintos para este intervalo, possivelmente

relacionado com mecanismos de inibição segmentar na medula espinhal70. Em

estudo que avaliou a excitação medular por estímulo periférico, não foram

verificadas diferenças na amplitude do reflexo H entre indivíduos com cronotipo

matutino em relação aos vespertinos26. Apesar de essa observação ser

aparentemente contraditória com os nossos achados para 50 ms, o estímulo

cortical, ao contrário do estímulo periférico, é provavelmente um input

suprasegmentar relevante para a modulação da excitabilidade do segundo

neurônio motor, apresentando mecanismos distintos do reflexo H. Ademais,

enquanto o primeiro avalia predominantemente processos inibitórios, o

segundo relaciona-se mais com fenômenos facilitatórios138.

A ausência de mudanças nas medidas de inibição por intervalos

longos em relação ao horário do dia contrasta o estudo de Lang e

colaboradores, que evidenciou redução progressiva da inibição em

participantes de cronotipo intermediário27. Aqui, as discrepâncias observadas

podem também estar relacionadas ao emprego de metodologias algo distintas,

mais notadamente a utilização de estímulos com intensidade de 110% do LM

no trabalho supracitado, em oposição a 120% no presente estudo. Não

podemos deixar de considerar ainda o tamanho da amostra. Ainda que nós

tenhamos estudado 20 participantes, estes apresentaram distribuição

balanceada entre os diferentes cronotipos, enquanto a amostra avaliada por

Lang incluiu 15 participantes saudáveis, todos classificados como cronotipo

intermediário. Desta forma, tanto o número reduzido de participantes por

https://paperpile.com/c/ZWSOmI/pgrb
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subgrupo, quanto a presença de trajetórias notadamente distintas dos padrões

de inibição entre os cronotipos no presente estudo são fatores que contribuem

para a perda de poder estatístico e inflam a probabilidade de erro do tipo 2.

Considerando intervalos longuíssimos, a partir de 200 ms, o único

efeito observado foi a associação dos níveis agudos de sonolência com o

desfecho. Curiosamente, maior sonolência foi associada com maiores valores

de LICI e, portanto, com menores níveis de inibição. Uma possível explicação

para este fenômeno seria a geração de uma espécie de startle response pelo

estímulo tátil/auditivo associado ao primeiro pulso eletromagnético. Entre o

primeiro e o segundo pulsos haveria tempo suficiente para que os sistemas

subcorticais de ativação ascendente promovessem maior ativação cortical, de

modo que, no momento do segundo pulso, uma facilitação bottom-up poderia

suplantar o efeito inibitório do primeiro pulso. Tal hipótese encontra

plausibilidade, uma vez a latência para potenciais auditivos corticais (que

dependem de impulsos que trafegam em todos os níveis do sistema nervoso

central) pode chegar a 300 ms, ou seja, dentro de uma escala temporal

compatível com os intervalos entre pulsos pareados empregados no presente

estudo139. Essa observação nos faz atentar para a possibilidade de o estímulo

tátil e auditivo influenciar na resposta motora evocada por pulsos pareados,

principalmente a intervalos longos, uma questão muito debatida em estudos

que utilizam EMT-EEG,140 mas pouco levada em consideração nos estudos de

EMT-EMG, de forma geral.

https://paperpile.com/c/ZWSOmI/pK0R
https://paperpile.com/c/ZWSOmI/aXRb
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5.5 Limitações

Os métodos padrão-ouro para desmascaramento de fenômenos

circadianos endógenos incluem protocolos de rotina constante ou de

dessincronização forçada. Entretanto, sua longa duração, bem como

complexidade e desconforto imposto aos participantes, limitam a aplicabilidade

clínica141. Assim, no presente estudo, optamos por avaliar os participantes ao

longo de um ciclo sono-vigília completo, precedidos por uma noite de

habituação ao ambiente hospitalar. Nesse sentido, foi possível impor algum

nível de controle ambiental de fatores como luminosidade, temperatura e

horários das refeições, com a finalidade de limitar e padronizar a influência de

fatores externos no sistema temporizador circadiano dos participantes. Por

outro lado, reconhecemos que a realização do estudo em ambiente laboratorial

controlado pode não refletir padrões de atividade cortical motora habitual dos

indivíduos no seu dia a dia.

Outra limitação deste trabalho foi a determinação do hotspot motor sem

o emprego de sistema de neuronavegação, técnica que empregaria maior

acurácia espacial, conforme anteriormente discutido. O uso da

neuronavegação possibilitaria ainda monitorar de forma mais consistente o

adequado posicionamento da bobina ao longo do tempo. Nesse contexto, não

podemos excluir a possibilidade de que pequenas variações no posicionamento

da bobina no curso de um longo protocolo de avaliação tenham interferido nas

medidas de ECM. Entretanto, tentamos limitar essa influência nos protocolos

de pulsos pareados, nos quais a bobina foi sustentada pelo braço articulado,

excluindo os traçados com PEMs ausentes quando da estimulação com

https://paperpile.com/c/ZWSOmI/NjTIj
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intervalos curtos (2 e 5 ms). Quanto aos intervalos longos e longuíssimos (50 a

300 ms), foram excluídos os traçados com ausência de PEMs após o pulso

condicionante, independente da resposta evocada pelo estímulo teste, partindo

do pressuposto que a chance de um deslocamento da bobina em relação ao

alvo é maior no intervalo entre cada série de pulsos pareados (10-11 segundos)

do que na fração de segundo que separa o pulso teste do pulso condicionante.

Temos ainda de levar em conta potenciais efeitos confundidores

relativos ao ambiente do estudo. Nesse sentido, embora tenhamos controlado

o nível basal de atividade muscular excluindo traçados com atividade artefatual,

cerca de um segundo antes do disparo dos pulsos pareados, a máquina de

EMT emitia um ruído de baixa intensidade. Entretanto, este era claramente

audível e capaz de alertar os participantes imediatamente antes do estímulo

subsequente, potencialmente gerando um fenômeno do tipo readiness to move,

algo já descrito em um estudo pivotal da área73. Adicionalmente, as atividades

motoras não foram controladas, de modo que os participantes tinham liberdade

para utilizar as mãos ao longo das 40 horas de internação. Assim, não é

possível excluir os efeitos de aprendizado motor presente em voluntários que

tenham realizado tarefas repetitivas (ex: games no celular ou laptop),

culminando com algum grau de aprendizado motor e modificações associadas

da ECM142.

5.6 Considerações finais

Nosso trabalho expandiu o entendimento da influência do STC sobre a

ECM. Em comparação ao estudo de Lang et al., que pioneiramente evidenciou

https://paperpile.com/c/ZWSOmI/8lVn
https://paperpile.com/c/ZWSOmI/icGn
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inibição GABAérgica distinta e dependente do horário em indivíduos de

cronotipo intermediário, nós realizamos uma avaliação adicional no final do

período vespertino, além de não termos limitado o cronotipo na amostra.

Adicionalmente, as medidas de ECM foram realizadas bilateralmente, não

evidenciando quaisquer assimetrias hemisféricas para as medidas de inibição

cortical.

As medidas de ECM representam processos potencialmente

biomarcadores de predição de resposta em doenças neuropsiquiátricas. Por

exemplo, um ensaio clínico com pessoas deprimidas evidenciou a associação

de maior inibição GABA-B no hemisfério cerebral direito, avaliada pelo PCS, a

uma pior resposta clínica ao tratamento com escitalopram. 85 Déficits de LICI,

outra medida relacionada a receptores GABA-B, foram evidenciadas para

intervalos de até 300 ms em pacientes com epilepsia que não responderam ao

tratamento medicamentoso88. Nesse contexto, julgamos importante a inclusão,

neste estudo, dos intervalos de 250 e 300 ms, ainda não avaliados em período

de 24h em trabalhos anteriores. Assim, nossos achados indicam que o

cronotipo e o horário do dia são fatores relevantes que devem ser levados em

consideração em estudos neurofisiológicos futuros, com importantes

implicações para a caracterização de biomarcadores de doenças

neuropsiquiátricas que sejam baseados em medidas de inibição cortical.

Ademais, a caracterização circadiana da fisiologia do córtex motor pode levar

ao aprimoramento de tratamentos (ex. personalização do timing da

intervenção) baseados em neuromodulação não invasiva que possuem essa

região cortical como alvo, como acidente vascular cerebral, dor crônica e

epilepsia, dentre outras92. Julgamos assim que a intervenção em diferentes

https://paperpile.com/c/ZWSOmI/Xc9E
https://paperpile.com/c/ZWSOmI/WH1x
https://paperpile.com/c/ZWSOmI/3Eqaq
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momentos (ex. EMTr pela manhã em indivíduos matutinos, quando a inibição

cortical é menor), é uma abordagem que deve ser explorada em ensaios

clínicos futuros.

Este estudo é pioneiro ainda no estudo seriado da ECM em indivíduos

que vivem em regiões tropicais, sendo que a sua expressão, ainda que sob

modulação do STC, pode ser distinta do que foi observado nos estudos

provenientes de regiões temperadas. Nesse contexto, a influência da latitude

onde vivem os indivíduos já foi observada, por exemplo, na expressão de

cronotipos 143. Para concluir, os resultados deste trabalho podem contribuir para

estudos futuros além da esfera clínica, uma vez que o estilo de vida moderno

está cada vez mais dissociado do ciclo luz-escuridão, com potenciais

implicações para a saúde pública e mental, bem como para o bem-estar

humano de uma maneira geral.

https://paperpile.com/c/ZWSOmI/nTU25
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6 CONCLUSÕES

Esta tese teve como objetivo investigar a associação do horário do dia,

cronotipo e interação entre eles com medidas de excitabilidade cortical motora

(ECM) em voluntários saudáveis, tendo como desfecho primário aquelas

mediadas por inibição cortical. Em resumo, não foram observadas variações da

ECM ao longo do tempo quando consideradas medidas relacionadas à

atividade de receptores GABA-B corticais (PCS e pulsos pareados a intervalos

longos e longuíssimos), contrariando as nossas hipóteses iniciais. Por outro

lado, verificamos uma associação entre a interação horário e cronotipo para a

inibição a intervalos curtos (relacionadas à ativação do receptor GABA-A), de

modo que o subgrupo de indivíduos matutinos apresentou aumento progressivo

da inibição cortical ao longo do tempo. Levando em consideração que as

análises realizadas foram controladas para os níveis agudos de sonolência, os

resultados obtidos sugerem que as flutuações da inibição nesse grupo sejam

mediadas pelo sistema temporizador circadiano. Trata-se da primeira descrição

que temos conhecimento, da presença de flutuações da inibição a intervalos

curtos em humanos, observadas em medidas realizadas dentro de um único

período de 24 horas.

Observamos ainda uma associação entre cronotipo e intervalo de

pulsos pareados, com evidência de maior inibição em indivíduos matutinos

para 100 e 150 ms em comparação aos vespertinos, ao passo que esses

últimos apresentaram maior inibição com o intervalo de 50 ms. Tais achados

sugerem padrões específicos de inibição cortical que dependem do cronotipo e
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apontam para mecanismos distintos de inibição cortical a depender do intervalo

empregado.
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