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RESUMO

Compreender os efeitos bioldégicos da radiagdo ionizante e sua possivel
influéncia sobre o sistema nervoso € de grande interesse clinico. No entanto, ainda
sdo poucos os estudos eletrofisiologicos da atividade cerebral apos exposicdo a
radiacdes ionizantes. Uma nova abordagem metodolédgica para avaliar os possiveis
efeitos da radiacdo ionizante sobre a atividade do cérebro é o uso de métodos
matematicos na analise de séries temporais complexas oriundas das oscilacfes da
atividade cerebral registradas no eletrocorticograma (ECoG). Este trabalho tem como
objetivo utilizar a poténcia média dos diferentes ritmos cerebrais obtida no espectro
de poténcia e o expoente a da analise de flutuagdo destendenciada (DFA, do inglés
detrended fluctuation analysis) como biomarcadores de exposicao a de radiacdo gama
no cérebro. Os animais foram divididos em trés grupos: um controle e dois irradiados,
avaliados 24 horas (IR24) e 90 dias (IR90) apés exposicao a 18 Gy de radiacdo gama
a partir de uma fonte de cobalto-60, a mesma utilizada na radioterapia. ApGs aplicacéo
de um filtro da transformada rapida de Fourier (FFT, do inglés fast Fourier transform)
no registro do ECoG foram obtidos os ritmos delta, teta, alfa e beta. Para parametrizar
o sinal foram calculadas as poténcias médias dos diferentes ritmos cerebrais e 0s a-
expoentes do DFA tanto de cada ritmo como para todo sinal do ECoG. Ambos os
parametros sofreram alteragcbes 24 h apds a irradiacdo revelando que houve
mudancas significativas no padrao do registro do ECoG. Algumas dessas mudancas
foram persistentes 90 dias ap0s a exposi¢do a radiacdo ionizante. Em patrticular, a
onda teta, em ambos os métodos, mostrou-se um marcador mais sensivel 24 h apés
a radiacao em relacdo as outras ondas, 0 que sugere que essa onda pode ser um

possivel biomarcador de exposi¢cao a radiacao ionizante.

Palavras-chave: espectro de poténcia, andlise de flutuacao destendenciada,

radiacdo gama, biomarcador.



ABSTRACT

To understand ionization radiation biological effects and its effect on the nervous
system is of great clinical interest. However, there are few electrophysiological studies
of brain activity after exposure to ionizing radiation. A new methodological approach to
evaluate the possible effects of ionizing radiation on brain activity is the use of
mathematical methods in the analysis of complex time series originating from
fluctuations in brain activity recorded in eletrocorticograma (ECoG). This work aims to
use the average power of different brain rhythms obtained in the power spectrum and
the coefficient a detrended fluctuation analysis (DFA) as gamma radiation biomarkers
of the exposure in the brain. The animals were divided into three groups: one control
and two irradiated evaluated 24 hours (IR24) and 90 days (IR90) after exposure to 18
Gy of gamma irradiation from a cobalt-60 source, the same as used in radiotherapy.
After applying a filter FFT (fast Fourier transform) on log ECoG were obtained delta
rhythms, theta, alpha and beta. To parameterize the signal were calculated average
power of different brain rhythms and a-exponents of both DFA each rhythm as for all
ECoG signal. Both parameters suffered 24 h changes after irradiation revealed that
there were significant changes in the pattern of ECoG record. Some of these changes
were persistent 90 days after exposure to ionizing radiation. In particular, theta wave,
in both methods, proved to be a more sensitive marker 24 h after radiation relative to
the other waves, suggesting that this wave may be a potential biomarker of exposure

to ionizing radiation.

Keywords: power spectrum, Detrended fluctuation analysis, gamma radiation,

biomarker.
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CAPITULO |

1. INTRODUCAO

Os primeiros efeitos biologicos atribuidos as radiacdes ionizantes (RI) foram
observados no fim do século XIX, pouco depois da descoberta dos raios X por
Roentgen em 1895 e da radioatividade natural por Becquerel em 1896. Dentre estes
efeitos, foi evidenciado o surgimento de radiodermite logo apdés uma exposicédo a
radiacdo ionizante e o surgimento de cancer radioinduzido alguns anos apdés as
primeiras aplicacdes dos raios X para a obtencdo de imagens do interior do corpo
humano (BUSHONG, 2012).

Dois cientistas franceses, Bergonié e Tribondeau, observaram que a
radiosensibilidade era uma funcdo do estado metabdlico do tecido que esta sendo
irradiado. Este conceito tornou-se conhecido como a “Lei de Bergonié e Tribondeau”
e estabelece que a radiosensibilidade dos tecidos vivos pode variar da seguinte
maneira: (1) Quanto mais diferenciada for a célula, maior é a sua resisténcia a
radiacao; (2) Quanto mais jovem for o tecido ou 6rgdo, mais radiosensivel ele serg;
(3) Quanto maior a atividade metabdlica, maior a radiosensibilidade; (4) Quando a
taxa de proliferacdo celular e a taxa de crescimento tecidual aumentam, a
radiosensibilidade também aumenta (BERGONIE; TRIBONDEAU, 1906).

Desta forma considera-se que um feto seja mais sensivel a radiacdo do que
uma crianca ou um adulto, pois contém células indiferenciadas de tecidos e 6rgaos
jovens com elevada atividade metabdlica e alta taxa de proliferacéo celular e tecidual
(BUSHONG, 2012). Consequentemente, o tecido nervoso adulto vem sendo
considerado extremamente radiorresistente por ser constituido principalmente por
neurdnios que sao células altamente especializadas e que quando se tornam células
diferenciadas mantenha-se, durante o resto da vida do individuo, na fase GO do
crescimento, que corresponde a fase do ciclo celular onde a célula permanece
indefinidamente na intérfase (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2000).

A vulnerabilidade do cérebro humano a radiagéo tem sido um ponto de debate
desde os primeiros experimentos radiobiologicos, que, em 1896, identificaram que o

raio X afetou fungdes vitais em pequenos animais (TARKHANOV, 1896). De 1896 até
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1903, foram mostradas anormalidades neurofisiolégicas significantes devido a
exposi¢do a Rl (LONDON, 1903; ZHUKOVSKY, 1903; DANYSZ, 1903).

A descoberta do eletroencefalograma (EEG) por Hans Berg em 1929 foi de
grande importancia para que uma década depois os eletrofisiologistas pudessem usé-
lo em pesquisas cientificas. O EEG corresponde a oscilacdes de potencial elétrico
gue ocorrem continuamente entre regides monitoradas no couro cabeludo, utilizando
eletrodos acoplados a sistemas amplificadores e de registro (BUZSAKI, 2006). Davis
e Davis (1939) foram os primeiros autores que usaram o EEG para estudar os efeitos
da radiacéo ionizante no cérebro e revelaram que em macacos irradiados ocorriam

mudancas significativas na atividade elétrica cerebral.

Uma técnica semelhante ao EEG é o eletrocorticograma (ECoG) que € uma
metodologia que permite o registro da atividade elétrica do cortex cerebral através de
eletrodos colocados diretamente na superficie exposta do cortex. O ECoG possui uma
resolucao maior que o EEG pois ndo ha atenuacdes de potenciais pés-sinapticos pelo

cranio que tem baixa condutancia (KIMIAKI et al., 2007).

Um estudo recente ilustrou que exposi¢des sub-crdnicas ao césio-137, apos o
acidente de Chernobyl, levaram a modificacdes moleculares de citocinas pro e anti-
inflamatorias, bem como da via do O6xido nitrico no cérebro. Esta resposta
neuroinflamatéria pode contribuir para alteraces eletrofisiolégicas e bioquimicas
observadas ap0s exposicdo cronica ao césio-137 (LESTAEVEL et al., 2008). Um
estudo de caso mostra que apOs se submeter a sec¢Bes de radioterapia para
tratamento de tumor no cérebro o paciente logo em seguida apresentava alucinacdes
(LAM; LEUNG; CHOW, 1998).

As doses utilizadas na clinica médica para a radioterapia e o radiodiagnéstico
sdo feitas considerando que o cérebro é radioresistente (BUSHONG, 2012). Todavia,
contradicbes em relacdo as alteracdes que as Rl podem causar no cérebro séo
existentes na literatura (DAVIS; DAVIS, 1939; YURYEV, 2001). Assim, a necessidade
da utilizacdo de novas ferramentas para avaliar se as Rl realmente s&o seguras para
a funcdo cerebral nas doses usuais empregadas na radioterapia e em
radiodiagndstico sdo de grande interesse. Além do mais, para o entendimento da
dindmica da complexa rede neuronal, tem se aplicado, cada vez mais, métodos de
dindmica nao-linear em seu estudo (KORN; FAURE, 2003).
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Este trabalho objetivou a utilizacdo de métodos matematicos linear e néo linear
para identificar possiveis variacdes eletrofisiolégicas em ratos apds a exposicdo a
radiacdo gama, procurando identificar possiveis biomarcadores de exposi¢do
cerebral a radiacao ionizante com base nos métodos propostos.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1Radiacdes

A radiacdo é a propagacdo de energia sob a forma corpuscular e/ou
eletromagnética. A radiacdo corpuscular € formada por particulas elementares ou
nucleares. Por sua vez as radiacbes eletromagnéticas sdo oscilagbes
perpendiculares do campo magnético e elétrico, que se propagam com velocidade
constante no espaco (OKUNO, 2013).

Considerando a teoria dos quantas, onde a energia do féton é igual ao produto
da constante de Planck pela frequéncia particular de luz do féton, Bohr postulou que
a energia dos orbitais deveria estar relacionada com os multiplos inteiros de h/2T,
dado que h é a constante de Planck (GARCIA, 2002; OKUNO, 2013).

As frequéncias e os comprimentos das ondas podem definir um espectro com
vérias regides (Figura 1), formando o espectro eletromagnético. Cada onda possui
uma unica frequéncia e comprimento. Assim é possivel identificar os diferentes tipos
de radiacOes eletromagnéticas que variam na frequéncia, energia e comprimento de

onda.

Espectro visivel ao Homem

400nm  |450nm  |500nm  |550 nm 600 nm [ 650 nm | 700 nm

L n L . n . . .
I 1 t H
Raios Raios Raios X [OV- l Infravermelho Radar UHF Ondas médias
cosmicos | Gama | |ABIC VHF Ondas curtas ~ Ondas
‘Ultrawoleta Microondas Radio longas
1fm 1pm 1A 1nm 1pm

imm  1cm m 1km 1Mm

Infravermelho

750 nm

Freqiiéncia
extremamente
| baixa

Somprimento 40:1> 10314 1018 10:12 101 1071% 10° 10 107 10° 10° 10 10° 102 107" “10° 40! “10% 10> 10t 10° 10° 107

Frequenc1a1H2)1023 1022 1021 1020 1019 1018 1017 1016 1015 1014 1013 1012 1011 1010 109 108 107 106 105 104 103 102
(1 Zetta-Hz) (1 Exa-Hz) (1 Peta-Hz) (1 Tera-Hz) (1 Giga-Hz) (1 Mega-Hz) (1 Kilo-Hz)

Figura 1. Espectro eletromagnético. Pode-se notar a grande variagdo da frequéncia e
comprimento de onda das radiacdes (seta vermelha) que variam desde os raios cOsmicos até os
campos eletromagnéticos de baixa frequéncia. Fonte:
http://www.sbfisica.ora.br/v1l/novopion/index.php/publicacoes/imaaens /130-espectro-eletromaanetico

Estas ondas sdo geralmente classificadas, de acordo com seu comprimento e
com seu efeito sobre a matéria, podendo ser classificas em ionizantes e néo
ionizantes. As radiacdes ndo ionizantes sdo as que ndo possuem energia para
remover elétrons dos atomos e que possuem comprimento de onda maior que 200
nm, como a ultravioleta, luz visivel, infravermelho, micro-ondas e radiofrequéncias.

Por sua vez as radiagcOes ionizantes sdo as que possuem comprimento de onda
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menor que 200 nm e sao capazes de ionizar o0 atomo, como 0S raios X e raios gama
(OKUNO, 2013).

2.2 Efeitos da Radiacéo no Tecido Bioldgico

Ao penetrarem em um corpo a radiacao interage com a matéria, onde esta
interacdo dependerd da energia que a radiacdo possui, além do tipo de tecido,
intensidade e tempo de exposi¢cao (TAHUATA et al., 2003). Quando o corpo é exposto
a radiacao ocorre transferéncia de energia, que nem sempre é totalmente absorvida.
A Dose Absorvida é uma grandeza dosimétrica fundamental expressa pela razdo
entre a energia absorvida e a massa do volume de material atingido (IAEA, 2011), foi
definida com o objetivo de caracterizar as interacdes da radiacdo com a matéria e as

transferéncias e deposicoes de energia (GRUSELL, 2015).

Uma das radiacfes eletromagnéticas mais perigosas biologicamente é a
radiagdo gama por possuir uma frequéncia extremamente elevada, assim tem uma
alta energia de ionizac&do. Sao produzidos, classicamente, pelo decaimento nuclear
de atomos, conhecido como decaimento gama (L’ANNUNZIATA, 2007; VAPAILLE;
BARBOTTIN, 1999). A radiagao gama foi identificada por Paul Villard, em 1900, onde
somente trés anos apos Rutherford a chamou de gama. Rutherford identificou que
esta radiacdo nao sofria deflexdo em campo magnético, estabelecendo que é uma

onda eletromagnética tal como o raio X (OKUNO, 2013).

No decaimento do radioativo por emissdo de radiacdo alfa ou beta,
normalmente o nudcleo residual possui nucleos fora da configuracao de equilibrio.
Assim para atingir seu estado fundamental € necessario emitir a energia excedente

sob a forma de radiacdo gama (OKUNO, 2013), conformo o exemplo:

Primeiro o ndcleo do %°Co decai para o ®Ni, pelo decaimento beta de um
elétron de 0,31 MeV. Em seguida o ®°Ni decai para o seu estado fundamental através

da emisséo de raios gama seguidos consecutivos de 1,17 MeV e 1,33 MeV.
60C027 — ®Nizg + € + Ve + y + 1,17 MeV

60Ni2g" — ®Nixg + y + 1,33 MeV
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Os efeitos da radiacdo nos sistemas biologicos ocorrem em niveis atémicos.
Quando os atomos das biomoléculas sdo ionizados podem ocorrer alteracdes
moleculares, gerando moléculas anémalas. Estas alteracdes moleculares podem
ocorrer por efeito direto, na molécula alvo modificando-a, ou indireto, decorrente da
radiolise da agua. Neste processo ocorre uma desestruturacdo da molécula de agua
formando radicais livres. Estes radicais sdo altamente reativos e disputam elétrons

com as biomoléculas da vizinhan¢a modificando-as (NOUAILHETAS, 2003).

O A4cido desoxirribonucleico (DNA) € uma das moléculas responsavel pela
informacéo genética da célula. Ao interagir com o DNA, as radiac6es podem provocar
lesbes, como as quebras simples e duplas da molécula, ligacdes cruzadas (DNA-
DNA, DNA-proteinas), alteracbes dos aclUcares ou em bases nitrogenadas
(substituicdo ou delecédo) (TAHUATA, et al., 2003). Assim, estas alteracbes podem
provocar diversos efeitos ou nenhum, a depender da capacidade celular de reparo
das quebras e da fidelidade do reparo das fitas (SEGRETO; SEGRETO, 2003).

Quando o mecanismo celular de reparo néo é eficiente, a célula pode morrer
ou podem ocorrer alteracdes do material genético da célula sobrevivente, resultando
em efeitos adversos. Nos cromossomos a Rl pode gerar aberracbes como:
fragmentos acéntricos, dicéntricos e anéis (aberracdes cromossdémicas instaveis) e
translocacdes e inversdes (aberracdes cromossdmicas estaveis) (ELKIND, 1985;
JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2000).

As células que apresentam uma grande atividade mit6tica e um baixo grau de
diferenciacéo sdo mais sensiveis a radiacdo (BERGONIE; TRIMBONDEAU, 1906).
Assim, os efeitos da radiacdo variam de acordo com o metabolismo de cada tipo

celular.

A mitose € umas das fases mais sensiveis a radiacdo no ciclo celular. Nesta
fase existe uma grande probabilidade deque as lesdes provocadas pela Rl persistam
pelas geragdes. Este fato ocorre, provavelmente, devido ao alto grau de condensagao
do material genético, assim as enzimas de reparo ndo poderdo ter acesso ao DNA
fortemente ligado a matriz proteica (DEWEY; NOEL; DETTOR, 1972).

A radiacao provoca retardo nas fases G2/M. Este retardo deve estar associado
as atividades de reparo das lesGes provocadas pela radiacdo; uma vez que foi
observado que a falta do retardo em G2 esta associado ao aumento da
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radiossensibilidade. Ocorre também o retardo em G1/S. O retardo em G1 apoés a
lesdo radioinduzida do DNA esta associado a presenca das proteinas p53 e p21,
podendo resultar em reparo do DNA ou morte celular por apoptose (MUNRO, 1970;
ELKIND, 1985; EL-DEIRY, 1993; DEWEY; NOEL; DETTOR, 1972).

Um dos importantes mecanismos que a radiacédo induz € a apoptose por meio
das quebras do DNA, induzindo a expresséo da p53, que por sua vez atua como fator
de transcricdo e induz a producdo de proteinas como a proteina associada a bcl2
(BAX), desencadeando o processo de apoptose (KEURBITZ, 1992). Os fatores de
crescimento e o sistema de transducdo, como por exemplo, a proteina quinase C
(PKC) e proteina quinase A (PKA) sdo importantes na modulacdo do processo. A via
da PKC relaciona-se com a inibicdo da apoptose e da PKA com a sua ativacao (EL-
DEIRY, 1993; DEWEY; NOEL; DETTOR, 1972).

Doses baixas de radiacao induzem apoptose e doses altas induzem necrose.
Observou-se que em linfocitos, doses baixas (0,05 Gy) e moderadas (1 a 5 Gy) levam
a morte por apoptose, ao passo que apos doses altas (20 Gy) ocorre a morte nao
apoptotica. As doses altas de radiacdo inibem qualquer processo ativo na célula,
inclusive a apoptose (EL-DEIRY, 1993).

No campo da fisica médica a dosimetria corresponde ao calculo da variacao
da dose de radiacao recebida pelo corpo humano. O conhecimento da dose é muito
importante, em termos de protecédo contra as radiacdes, para trabalhadores que se
expdem rotineiramente as radiacdes, sendo necessario o controle para que 0s niveis
regulamentados de exposicdo nao sejam ultrapassados (SECO; CLASIE;
PARTRIDGE, 2014).

Os trabalhadores que rotineiramente sdo expostos a Rl tem a dose absorvida
monitorada através de um dosimetro fisico. Normalmente estes aparelhos possuem
um filme fotogréfico, TLD (Dosimetros termoluninescentes), semicondutores, ou
cameras de ionizacdo que foram desenvolvidos para indicar a dose total absorvida,
tanto diretamente ou por modelos numéricos (AMARAL; FERNANDES;
CAVALCANTI, 2008). De acordo com a Comisséo Internacional de Protecdo
Radiolégica (ICRP), estes dosimetros individuais devem ser usados sobre a regiao
do 6rgédo de representacdo da sua exposicéo, assumindo a exposi¢ao de corpo inteiro
(VALENTIN, 2007).
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Todavia, em casos de exposi¢cdes acidentais as Rl a dosimetria fisica é algo
gue nao pode ser diretamente realizada para estimar as doses recebidas no passado.
Assim, através da biodosimetria, é possivel estimar as doses de radiacdo que um
individuo recebeu no passado através de medicdes feitas em seu material biolégico
(AMARAL; FERNANDES; CAVALCANTI, 2008).

Os biomarcadores devem ser altamente sensiveis e especificos a radiacéo. E
um requisito fundamental que afira alteracao fisica ou biol6gica proporcionalmente a
energia absorvida ao longo do tempo e especificos para diferentes tipos de RI, como:
alfa, beta, gama. Sendo assim, podem permitir a estimativa razoavelmente precisa
das décadas de dose absorvida apés a exposicdo (SIMON; BOUVILLE;
KLEINERMAN, 2010).

Muitos dos métodos tém sido aplicados para a estimagédo da dose recebida,
como a dosimetria citogenética, ressonancia paramagnética eletronica, dentre outros.
A dosimetria citogenética € um dos principais métodos de biodosimetria, é possivel
utilizar técnicas como: cromossomos dicéntricos, hibridizacdo fluorescente in situ
(fluorescence in situ hybridization - FISH), condensacéo prematura de cromossomo
(Premature chromosome condensation — PCC) (SIMON; BOUVILLE; KLEINERMAN,
2010).

A técnica de cromossomos dicéntricos tem sido utilizada por muitas décadas
para estimar a dose absorvida em acidentes nucleares. Neste método é possivel
identificar os linfécitos em metafase analisando a presenca de cromossomos
fragmentos acéntricos. Com base nas curvas de calibracdo produzida a partir de
exposicdes in vitro, uma estimativa da dose pode ser feita de acordo com o nimero
de anéis e dicéntricos presente na célula. Este método é bem aceito como método
especifico e sensivel para determinacéo de doses recentes, em um intervalo de dias
a cerca de seis meses. Uma desvantagem da técnica de cromossomos dicéntricos €
gue o dano é instavel e pode ser eliminado dos linfocitos presentes no sangue
periférico. AberragBes estaveis podem ser mensuradas através da técnica de FISH
(PINKEI et al., 1988), onde o DNA dos cromossomos é marcado com técnicas de

fluorescéncia especificas.

Atualmente existe um grande interesse em técnicas de biodosimetria que

possam ser Uteis imediatamente apos eventos de exposicdo de massa (ALEXANDER
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et al., 2007). Além do mais foi reportado na literatura que a atividade elétrica cortical
pode ser um indicativo de exposicéo as radiacdes (LOGANOVSKY; YURYEYV, 2001).

Diante disso, faz-se necessario uma breve revisdo sobre o sistema nervoso.

2.3Sistema Nervoso

O Sistema nervoso é um conjunto de 6rgaos responsaveis pela transmissao
de sinais para as diferentes partes do corpo. Estes sinais sdo responsaveis pelo
controle das atividades corporais, tais como a secrecao de hormoénios, contracao de
musculos esqueléticos e lisos (ABOITIZ, 1999; DOUGLAS; MARTIN, 2004).

O Sistema Nervoso pode ser dividido em Sistema Nervoso Central (SNC) e em
Sistema Nervoso Periférico (SNP). O SNC inclui o encéfalo e a medula espinal.
Enquanto que SNP é constituido pelos nervos e ganglios que fornecem ao SNC
informacgdes dos Orgaos receptores através de vias sensorias aferentes e executam
0os comandos enviados pelo SNC através das vias eferentes ou motoras (LENT,

2003). Notar na Figura 2 o sistema nervoso humano.

Encéfalo

Sistema
nervoso

central Medula

espinhal

Nervos

Sistema
nervoso
periférico

Figura 2. Divisdo do sistema nervoso humano (Fonte: LENT, 2003, p.8).

Frequentemente, a medula espinhal é vista apenas como uma via de sinais
oriundo do encéfalo para a periferia do corpo ou no sentido oposto, da periferia do

corpo para o encéfalo. Muito além de ser apenas uma via; a medula assume muitas
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funcdes altamente organizadas. Por exemplo, 0s circuitos neuronais intrinsecos da
medula podem ser responsaveis por movimentos de marcha; reflexos que afastam
parte do corpo de objetos que causam dor; reflexos que enrijecem as pernas para
gue sustentem o corpo contra a gravidade; além disso, reflexos que controlam os
vasos sanguineos locais, movimentos gastrointestinais ou excrecao urinaria
(GUYTON; HALL, 2006).

As areas subcorticais incluem a medula oblonga, ponte, mesencéfalo,
hipotalamo, talamo, cerebelo e ganglios da base. Essas areas controlam a maior parte
das atividades subconscientes do corpo. As outras funcdes a serem executadas sao
controladas pelo cértex cerebral (MACHADO, 2000).

7

O cértex € uma regido que sempre esta associada com as estruturas
subcorticais do SNC. O cortex recebe os impulsos elétricos vindos de todas as vias
de sensibilidade, interpretando e tornando-os consciente. Do cértex também saem os
impulsos responsaveis pelos movimentos voluntarios, além de estar relacionado com
os fenbmenos psiquicos (DOUGLAS; MARTIN, 2004).

A unidade fundamental do sistema nervoso € o neurénio (Figura 3). Ele garante
gue o sistema nervoso seja um centro de integracao entre as diversas partes do
organismo. Esta caracteristica se deve a sua alta excitabilidade e a capacidade de
conduzir e interpretar os impulsos elétricos provenientes de todas as regifes do
organismo (LENT, 2003).

O numero estimado de neurénios no cérebro humano é na ordem de 10! e o
numero de sinapses é da ordem de 10%*. Isso faz do sistema nervoso uma rede muito
complexa de células especializadas no constante envio e recepgdo de sinais. Assim,
esta rede é dividida anatomicamente em sistema nervoso central (SNC) e sistema
nervoso periférico (SNP) (LENT, 2003).
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fl Bainha de
mielina

Figura 3. Imagem representativa de neurdnios com diversos tipos morfolégicos, localizados
em diferentes regides do sistema nervoso: pseudounipolar (A), estrelado (B), de Purkinje (C), unipolar
(D) e piramindal (E). (Fonte: LENT, 2003, p. 17).

Em uma sinapse, a membrana plasmatica do neurbnio pré-sinaptico esta
conectada com a membrana da célula pés-sinaptica. Entre as duas membranas
existem formas distintas para a transmissao de um sinal. Assim, as sinapses podem
ser classificadas em quimicas e elétricas. Na sinapse quimica (Figura 4), o neurdnio
pré-sinaptico libera um neurotransmissor que se liga a receptores localizados na
célula pos-sindptica. Ja na sinapse elétrica, as membranas pré-sinapticas e pos-
sinpticas estdo ligadas por canais, que sdo capazes de passar corrente elétrica,
portanto, variacdes de voltagem na célula pré-singptica podem induzir alteracées de
voltagem na célula pdés-sinaptica. O tipo de sinapse mais frequente € a quimica,

apesar de nio serem téo rapidas como as elétricas (SUDHOF, 2012).

Na sinapse elétrica, as membranas pré-sinapticas e pos-singpticas sao
conectadas por gap junctions, que sdo conexfes formadas por conexinas. Estas
conexinas funcionam como um canal de conducéo da corrente elétrica, tornando a
transmissao do sinal mais rapida (SAEZ et al., 2003). Além disso, 0 espaco entre as
membranas na sinapse elétrica € menor, com cerca de 3,5 nm de distancia; enquanto
gue na sinapse quimica é de 20-40 nm (HORMUZDI et al., 2004).
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Figura 4. Representacdo de uma sinapse quimica. (A) Apds a chegada do potencial de acéo
(PA), o neurotransmissor liberado na fenda sinaptica difunde-se até os receptores situados na
membrana pos-sinéptica. (B) A reacdo do neurotransmissor com 0s receptores provoca a abertura dos
canais ibnicos e a entrada de cations, resultando em um potencial pés-sinaptico (PPS) (Fonte: LENT,
2003, p.128).

Durante o processo de comunicagao celular, os neurdnicos produzem uma
multiplicidade de sinais elétricos que codificam e transferem informacdes
(BRESSLER; KELSO, 2001). Essa capacidade de gerar e produzir impulsos elétricos

se expressa em um potencial de acdo (DAVID et al., 2008).

O potencial de agao corresponde a uma inverséao do potencial de repouso que
percorre a membrana de uma célula. O potencial de repouso é resultado da
separacao de cargas idnicas através da membrana. A separacao de cargas gera uma
diferenca de voltagem, denominada de potencial de repouso (Vm), que em neurbnios
€ em neurdnios é cerca de —60 a =70 mV (KANDEL, 2000).

O potencial de acao tem duracdo de poucos milissegundos, neste periodo é
possivel observar uma fase ascendente, uma fase descendente e, ainda, uma curva
de tenséo elétrica inferior a do potencial de repouso de membrana (KRUEGER-BECK
et al., 2011).

A fase ascendente é denominada de despolarizacao. Ocorre pela entrada de
ions de sodio para o interior da membrana. No potencial de repouso € possivel
observar que varios canais de sodio, dependente de voltagem, estédo fechados. Com
um estimulo, os canais de sodio, dependente de voltagem, comecam a se abrir e

aumentar a permeabilidade de so6dio conduzindo o potencial de membrana para cerca
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de 60 mV. A elevacao do potencial de membrana estimula ainda mais a abertura de
canais de sodio (KRUEGER-BECK et al., 2011).

Assim, durante o pico do potencial de acdo, a permeabilidade do sédio é
méaxima. Neste momento o potencial de membrana j& encontra-se invertido. A
voltagem elevada provoca uma lenta inativagcdo dos canais de sodio reduzindo a
permeabilidade da membrana ao sédio em relacdo ao potassio e conduzindo o
potencial da membrana de volta ao potencial de repouso. Ao mesmo tempo, a tensao
elevada abre o0s canais de potassio sensiveis a voltagem, aumentando a
permeabilidade da membrana ao ion potassio. Este conjunto de alteracbes na
permeabilidade do Na* e K* fazem com que o potencial de membrana volte ao

potencial de repouso, sendo denominado de repolarizagdo (KANDEL, 2000).

Cada potencial de acdo é seguido por um periodo refratario, que pode ser
dividido em absoluto e refratario. O periodo refratario absoluto ocorre quando é
impossivel evocar um outro potencial de acdo e logo em seguida vem o periodo
refratario, quando € necesséario um estimulo mais forte do que o usual para evocar
um outro potencial de acdo. Estes dois periodos refratarios sdo oriundos de
mudancas dos estados dos canais de sddio e potassio. Logo apds o potencial de acao
dos canais de potassio estao inativados, devido a repolarizacdo, e ndo podem mudar
de estado independentemente do potencial de membrana, dando origem ao periodo
refratario absoluto (KRUEGER-BECK et al., 2011).

2.4Génese do EEG
Utilizando eletrodos de superficie posicionados sobre o couro cabeludo é
possivel captar os potencias elétricos gerados pelas células nervosas intracranialdo

SNC. Assim é possivel registar as mudancas de voltagem destes potenciais através
do EEG.

Um dos primeiros estudos que comprovaram a geracao de atividade elétrica
do cérebro foi feito por Hans Berger. Berger (1929) fazia registros com eletrodos
colocados sobre o couro cabeludo e conectados a um galvanémetro, que ampliava a
amplitude do sinal em milhares de vezes. Apés alguns anos de observagbes
percebeu-se que a atividade era ciclica e prop6s que o EEG poderia ser reconstruido
a partir do somatorio de varias ondas senoidais (TUDOR; TUDOR; TUDOR, 2005).

Esta hipétese deu origem a divisdo do EEG em bandas de frequéncia, definidas como
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delta (0,5 — 4 Hz), teta (4 — 8 Hz), alfa (8 — 13 Hz) e beta (13 — 35 Hz), conhecidas
também como os ritmos do EEG, ou ondas cerebrais. Estas frequéncias clinicamente
relevantes encontra-se entre 0,5 e 70 Hz (BUZSAKI, 2006).

O ritmo delta € o mais lento dentre os citados, podem ocorrer no cortex ou no
talamo. No cortex o nucleo supraquiasmatico é o responsavel pela geracao das ondas
deltas, uma vez que resultados tem mostrado que perturbacgdes nas atividades destas
ondas foram encontradas quando provocadas lesdes nesta area. Além do mais existe
uma dominéncia de ondas deltas no hemisfério direito durante o sono (HOBSON;
PACE-SCHOTT, 2002).

O ritmo teta pode tanto ser registrado em eletrodos de superficie como de
potenciais de campo. Um dos principais geradores do ritmo teta é o hipocampo. O
ritmo teta hipocampal depende criticamente de projecGes da area septal medial, que
por sua vez, recebe entrada do hipotalamo e varias areas do tronco cerebral. Em
morcegos, as ondas teta aparecem em rajadas associadas a ecolocalizacdo. Em
seres humanos e outros primatas, o ritmo teta do hipocampo é dificil de ser observado
(BUZSAKI, 2006).

A funcéo do ritmo teta hipocampal ndo esta claramente entendida. Um dos
primeiros grandes estudos deste fendmeno foi identificar que o teta hipocampal
normalmente ocorre junto com EEG dessincronizado no neocértex, sendo proposto
gue deve estar relacionado com a excitabilidade desta regido (GREEN; ARDUINI,
1954). Outros trabalhos mostram uma forte relacdo entre a onda teta e o
comportamento motor, estando relacionada com o processamento sensorio-motor
(VANDERWOLF, 1969). Outros grupos de pesquisadores sugerem que teta € parte
do mecanismo que animais usam para manter o controle de sua localizacdo dentro
do ambiente (HASSELMO; EICHENBAUM, 2005). As teorias mais populares, no
entanto, vinculam o ritmo teta aos mecanismos de aprendizagem e memodria
(VERTES, 2005).

Ritmos teta corticais observados no EEG no couro cabeludo humano sédo um
fenbmeno diferente, sem relacdo clara com o hipocampo. Em estudos de EEG
humanos, o ritmo teta refere-se a componentes de frequéncia na faixa de 4-7 Hz
independentemente da sua fonte. O teta cortical € observado com frequéncia em

criangas pequenas. Em criangcas mais velhas e adultos, tende a aparecer durante
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estados meditativos, sonolentos ou dormindo, mas ndo durante os estagios mais
profundos do sono. Vérias enfermidades cerebrais podem dar origem a ondas teta

corticais anormalmente fortes ou persistentes (BUZSAKI, 2006).

E possivel encontrar o ritmo alfa em trés estados distintos no ciclo sono-vigilia.
O estado mais comum € encontrado em maior intensidade em pessoas normais sem
realizar nenhuma atividade e com os olhos fechados. Esta atividade é facilmente
localizada no lobo occipital e sugere-se que tenha origem nesta regido, contudo
existem trabalhos que sugerem que tenha origem talamica (DOMINO et al., 2009).

A segunda forma de atividade, da onda alfa, ocorre durante o sono REM (rapid
eye moviment). A atividade € localizada na parte frontal do cérebro e sua ocorréncia
ndo é bem compreendida (JENSEN; KAISER; LACHAUX, 2007).

A terceira ocorréncia de atividade de ondas alfa é o alfa-delta ou estado de
ondas lentas (slow-waves - SWS). Esta atividade se espalha por todo o cérebro em
um gradiente antero-posterior (PIVIK; HARMAN, 1995).

O ritmo beta pode ser melhor visualizado nas regides frontal e parietal. Sao
divididas em dois grupos beta | (14 a 17 Hz) e beta Il (18 a 30 Hz). A beta | séo inibidas
pelo esforco mental e atencéo, ja as ondas beta Il sdo ativas durante um estado de
tensdo (BROVELLI et al., 2004).

2.5Complexidade & Cérebro

O cérebro € um sistema fisico-quimico que opera simultaneamente em varios
niveis (SKARDA; FREEMAN, 1990). Desde o pioneiro trabalho de Ramoén y Cajal
(1991) os neurdnios sdo considerados as estruturas constituintes fundamentais do
cérebro. E desde entdo pesquisadores acreditavam que podiam entender o
funcionamento do cérebro a partir do monitoramento de neurdnios individuais. Assim
existiu uma tentativa de correlacionar o registro de potencias de acdo de células

unitarias com determinados comportamentos (BARLOW, 1972).

A dindmica neural € decorrente de uma grande rede de neurénios, altamente
complexa, que é responsavel pela dinamica da atividade fisiolégica, e assim muitas
regides cerebrais distintas, podem estar envolvidas em uma rede funcional. Essas
redes sdo formadas para proporcionar a base fisiologica do processamento de

informacdes e representacées mentais (BUZSAKI, 2006).
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A dinamica dos sistemas neuronais pode ser vista como uma sucessao de
padrdes espaco-temporais transitérios que medeiam a integracao entre os sistemas
de percepcao e sensitivos. Tal integracdo € moldada pela infraestrutura anatémica
cerebral formadas por variadas conexdes, que ao longo do tempo foram
selecionadas, adaptativamente, para garantir a dinamica que se seguem. As medidas
de atividade cerebral so séo significativos quando especificado ao longo de periodos
de tempo (FRISTON, 2001).

Assim as analises de seéries temporais bioldgicas representam a dinamica
destes sistemas tipicamente complexos. Varios recursos tém sido propostos para
detectar propriedades dinamicas dos fendémenos fisiologicos, principalmente
utilizando ferramentas no EEG (ANDRZEJAK et al., 2001).

A complexidade do cérebro parte desde sua unidade morfolégica-funcional, o
neurdnio. Assim a estrutura deste 6rgdo é altamente complexa, pois é formado de
uma rede de neurdnios que interagem tantos com vizinhos préximos como remotos.
Assim o EEG tem sido utilizado para registar a atividade elétrica dos neurénios. Ele é
constituido pelos somatérios de varios potencias locais de campos (LFP, do inglés
local potential field), que sdo captados pelos eletrodos inseridos no escalpo
(BEDARD; KROGER; DESTEXHE, 2004).

O EEG tem servido como método para avaliar as propriedades néo lineares do
cérebro. Muitos estudos sdo reportados na literatura, mostrando que técnicas de
dinAmica nao linear foram aplicados a diferentes tipos de estudos em EEG, inclusive
em humanos tais como: registro da atividade de voluntarios saudaveis (JEONG; KIM;
KIM, 1999; STAM, 2005), sono (FELL; ROSCHKE; SCHAFFNER, 1996), anestésico
(AGUIAR; PESSOA; NOGUEIRA, 2014; WIDMAN et al., 2000), ou a partir de
pacientes com doencas como a doenca de Alzheimer (JEONG, 2004; JEONG et al.,
2001), depressao (HOSSEINIFARD; MORADI; ROSTAMI, 2013; OLBRICH et al.,
2014), esquizofrenia (CHEN et al., 2013).

Atualmente as pesquisas sobre sistemas neurais e funcdes superiores do
cérebro estdo sendo realizados, cada vez mais, pela combinacdo da neurociéncia
classica (as vezes chamado reducionista) com a ciéncia nao-linear (KORN; FAURE,

2003). As primeiras aplicagfes de analise néo linear ao EEG datam de 1985, quando
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Rapp e colaboradores descreveram seus resultados da andlise cadtica da atividade

neuronal espontanea no cortex motor de macaco (RAPP et al., 1985).

A sincronizacdo de sistemas dindmicos é uma das ferramentas mais
importante para a analise ndo-linear do EEG (VAN STRAATEN; STAM, 2013). Este
fendmeno foi identificado por Huyens quando observou que dois reldgios pendurados
no mesmo muro tendiam a sincronizar o movimento de seus péndulos exatamente
em fase (ZHIROV; SHEPELYANSKY, 2006), surgindo os primeiros estudos de

dindmica nao-linear.

Henri Poincaré estudou a estabilidade do Universo utilizando um modelo de
atracao gravitacional entre trés corpos, que identificou que diferencas minimas nas
condi¢des iniciais produzem grandes diferencas no final (BAHRI; RABINOWITZ,
1991).

Somente em 1963 os trabalhos de Lorenz foram marcantes para caracterizar
a sensibilidade as condi¢des iniciais em um sistema. Seus estudos foram marcantes
para entender que em um sistema deterministico, como problemas atmosféricos,
podem se tornar imprevisiveis pela impossibilidade de se ter uma total compreenséo
das condicdes iniciais (SAVI, 2005).

O caos como uma ciéncia moderna que estuda o comportamento estocastico
de sistemas deterministicos. Os sistemas caoticos sdo caracterizados por possuirem
sensibilidade as condi¢des iniciais, logo o comportamento do sistema pode ser

drasticamente alterado com pequenas perturbacdes (SAVI, 2005).

Os primeiros estudos que aplicavam ferramentas ndo lineares ao EEG
procuravam identificar a dindmica cadtica em distintos tipos de sinais do EEG, tendo
muitos resultados sido contestado apoés a introducdo de métodos surrogate test para
verificar a validade dos dados (STAM, 2005). Assim a analise nao linear do EEG
redirecionou seu foco em duas direcdes: a primeira € a deteccdo, caracterizacao e
modelagem de dindmica; a segunda, ao desenvolvimento de novos métodos nao-
lineares, capazes de serem aplicados, adequadamente, em séries temporais ruidosas
e ndo estacionarias, como o EEG. Assim novos horizontes foram tracados para
compreensao do EEG. Varios métodos de dinamica nao linear foram propostos para
descrever a dinamica do EEG, tais como, a dimenséo de correlagdo, o expoente de
Lyapunov, Entropia aproximada, Complexidade de Lempel-Ziv e DFA (ANDRZEJAK
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et al., 2001; HUANG et al., 2014; LIANG et al., 2014a, 2014b; STAM, 2005; YEH et
al., 2013).

2.6Radiacdo & Cérebro

As células nervosas maduras possuem um estado pos-mitético fixo e séo
altamente especializadas; portanto, de acordo com a lei da radiossensibilidade de
Bergonie e Tribondeau (1906) essas células séo resistentes a radiacao ionizante
(NYAGU e LOGANOVSKY, 1998). Doses de 10 a 40 Gy podem iniciar injarias no
tecido nervoso. Ja doses elevadas de 50 a 300 Gy induzem a necrose do tecido, onde
sinais dos danos ja aparecem nos primeiros dias ou mesmo horas (GRIGORJEV,
1963; GUSKOVA et al., 1987).

Exposi¢cdes com doses de 15 a 30 Gy provocam necrose no sistema nervoso
central, especificamente em regides de substancia cinzenta. Doses de 4 a 6 Gy ainda
provocam graves danos ao cérebro, ocorrendo a desmielinizacdo, principalmente no
tronco e na medula, proliferacdo anormal de astrdcitos e glias, além da degeneracéo
de oligodendrocitos (PORTUGALOQV, 1954).

Doses inferiores a 2Gy sao consideradas seguras para 0 sistema nervoso
central (SNC), em dose Unica ou fracionada. (VAN DER KOGEL, 1986; 1991). No
tratamento de radioterapia, considera-se toleravel na regido da cabeca doses de 55
Gy fracionada por 5,5 semanas e 65 Gy durante 6,5 semanas. Na medula espinhal
as doses variam entre 35 Gy em 4 semanas e 50 Gy por 5 semanas nas regides
cervical e lombar, além de 45 Gy para 4,5 semanas na regido toracica. A
probabilidade de ocorrerem danos devido a radiacdo aumenta quando o valor da
fracao é elevado, pois 0 organismo tem menos tempo para se recuperar (BADMAJEV
e SMIRNOVA, 1982; SCHULTHEISS et al., 1995).

O SNC se desenvolve rapidamente desde o nascimento da crianca até os 6
anos de idade. Durante o processo de desenvolvimento, o tecido cerebral é mais
sensivel a radiacao ionizante, assim, um possivel tratamento radioterapico durante a
infancia pode influenciar o desenvolvimento do SNC em maior grau (FITZGERALD et
al., 2006). Recentemente, foram encontradas redugbes da neurogénese no
hipocampo apds a irradiacdo. Esta diminuicdo é resultante da morte de células tronco

por apoptose, uma vez que estas células sdo altamente sensiveis a radiacdo(MONJE;
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PALMER, 2003). A RI também pode desenvolver deficiéncias cognitivas devido a
danos em populacdes de células existentes na zona subgranular do hipocampo
(ANDRES-MACH; ROLA; FIKE, 2008).

Um fator limitante durante as sec6es de radioterapia, no cérebro, sdo as lesées
teciduais que podem ocorrer, quando este 6rgdo € exposto a grandes doses. Para
evitar uma grande exposicdo a radiacdo € usado o protocolo de fracionar doses,
evitando, assim, reacdes adversas em termos de declinio cognitivo apds baixas
doses. Relatos mostram a presenca de déficit de memdria em seres humanos, ao
receberem doses de radiacbes ionizantes, principalmente, quando associados a
estresses ambientais (MEYERS; BROWN, 2006).

Alguns casos de amnésia retrograda aguda foram relatados por pessoas que
sobreviveram a bomba de Hiroshima (BOGO, 1984). Cinco anos depois da bomba
foram observados déficits de memoria e da capacidade intelectual em individuos que
tiveram sindrome da radiacdo. Estes dados sdo consistentes com outros estudos,
relatando déficits de memadria em pacientes humanos que haviam sido submetidos a
radioterapia (OBENAUS; MICKLEY, 2012).

Enquanto alteragbes macroscopicas (mielopatia devido a radiacdo) sao
facilmente observaveis somente ap0s exposicdes a altas doses de radioterapia
(acima de 60 Gy no fracionamento convencional), doses mais baixas podem, no
entanto, levar a disfuncéo cognitiva sem induzir alteracdes morfologicas significativas
(LOGANOVSKY; LOGANOVSKAJA, 2013). Tais alteracdes, muitas vezes, podem
estar relacionadas com déficits nas funcdes dependentes do hipocampo, como:
aprendizagem, memoria e processamento de informacfes espaciais (MEYERS;
BROWN, 2006; MIZUMATSU et al., 2003; RABER, 2010; RABER et al., 2004). Alguns
estudos sugerem que a disfuncao cognitiva, incluindo deméncia, pode ser observado
em 20-50% dos sobreviventes de tumores cerebrais, com idade superior a 50 anos,
tratados por radioterapia por um longo periodo (OBENAUS et al., 2012). Os déficits
neurolégicos de doses elevadas sédo prejudiciais em longo prazo e devem estar
associados a desmielinizacdo, perda neural e deficiéncias cognitivas. Alguns desses
defeitos cognitivos tém sido observados como consequéncia da alteracdo da

neurogénese apos a exposicao ao Rl (LOWE et al., 2009).
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Estudos mostram que individuos que trabalharam na contencéo da radiacao
durante o acidente de Chernobyl apresentaram alteracdo na atividade nas ondas beta
e delta, além de comecarem a apresentar indicio de esquizofrenia, sugerindo que
essas alteracbes foram causadas pela exposi¢cdo a radiacdo ionizante. Portanto, a
radiacdo ionizante pode ser a causa de distirbios neuropsicofisiolégicos
(LOGANOVSKY; YURYEV, 2001).

Segundo Loganovsky e Yuryev (2001), a alteracdo da onda alfa pode ser um
biomarcador da exposicdo a radiacdo ionizante, especialmente em casos de
acidentes nucleares. Contudo, neste contexto, um dos casos de grande duvida seria
a possivel alteracdo da dinamica das ondas cerebrais em funcdo de um trauma
psicolégico sofrido ao sofrer um acidente nuclear e ndo devido aos efeitos da radia¢do

no sistema nervoso.
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3. OBJETIVOS

3.10bjetivo geral

Avaliar o efeito da exposicao de ratos adultos a 18 Gy de radiacdo gama sobre

a atividade elétrica cortical utilizando métodos de dindmica linear e nao-linear.

3.20bjetivos especificos

1. Registrar a atividade elétrica cortical de ratos com um dia e com noventa dias

apos a exposicao a radiacdo gama;

2. Expor os animais a uma dose de 18Gy, que é uma dose equivalente a dose
utilizada para pacientes que passam por tratamento radioterapico de cabeca-

Pescoco;

3. Utilizar métodos matematicos e computacionais para analisar padrbes

eletroencefalograficos de ratos expostos a radiacao ionizante;

4. ldentificar possiveis biomarcadoresde exposicao cerebral a radiacéo ionizante

com base em métodos linear e nao linear.
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RESUMO

Compreender os efeitos da radiacdo e sua possivel influéncia sobre o sistema nervoso sdo de
grande interesse clinico. No entanto, ainda sdo poucos os estudos eletrofisiologicos da atividade
cerebral, ap6s exposicdo a radiacdes ionizantes. Uma abordagem metodoldgica para avaliar 0s
possiveis efeitos da radiacao sobre a atividade do cérebro é o uso de métodos matematicos lineares
e nao lineares na andlise de séries temporais complexas oriundas das oscilacbes cerebrais,
registradas em eletrocorticogramas (ECoG). Este trabalho tem como objetivo utilizar métodos
matematicos lineares e ndo lineares como biomarcadores de radiacdo gama sobre a atividade
elétrica cortical. Os animais foram divididos em trés grupos: um controle e dois irradiados,
avaliados 24 horas (IR24) e 90 dias (IR90) ap6s exposicdo a 18 Gy de radiacdo gama a partir de
uma fonte de cobalto-60, a mesma utilizada na radioterapia. O ECoG foi analisado pelo método
do espectro de potencia através do calculo da energia do ritmo Foram usados como parametros a
poténcia para as ondas delta, teta alfa e beta do ECoG e pelos a-expoentes da Anélise de Flutuacéo
Destendenciada (DFA). Ambos os métodos matematicos foram capazes de identificar alteraces
no ECoG, e foram capazes de identificar mudancas significativas no padrdo do registro de 24 h
apos a irradiacdo. Algumas dessas mudancas foram persistentes 90 dias ap0s a exposicdo a
radiacdo ionizante. Em particular, a onda teta, em ambos 0os métodos, mostrou-se mais sensiveis
em relacdo as outras ondas, 0 que sugere a sua escolha como um possivel biomarcador de

exposicao a radiacdo ionizante.



INTRODUCAO

Os possiveis efeitos da radiacdo ionizante (R1) no sistema nervoso séo de grande interesse
clinico, uma vez que esta tecnologia é largamente aplicada em imagiologia cerebral, bem como no
tratamento de tumores cerebrais (1). No entanto, os dados disponiveis sobre os danos provocados
pela RI, em animais, nas estruturas morfoldgicas, funcGes neurofisioldgicas e em suas repercussoes
comportamentais ainda ndo sdo conclusivos (2). Em exposicOes acidentais em seres humanos,
como no caso de Chernobyl, foi identificado um aumento da incidéncia de esquizofrenia.
Hipdteses sugerem que a radiacdo ionizante pode ser um gatilho para as pessoas que tém uma
predisposicdo a esquizofrenia (3). No entanto, as bases neurofisiolégicas ndo sdo bem
compreendidas (1).

Desde as primeiras experiéncias radiobiologicas a sensibilidade do cérebro humano a
radiacdo tem sido um ponto de debate (4). Evidencias mostram alteracdes neurofisioldgicas,
significativas, as exposi¢cdes a radiacGes ionizantes, tais como mudanca nos padrdes do
eletroencefalograma (EEG), presenca de ondas epileptiformes e distdrbios neuropsiquiatricos
(5,6).

As exposicdes de doses entre 15 a 30 Gy provoca necrose no sistema nervoso central,
especialmente em regides de substancia cinzenta. No entanto, doses mais baixas, de 4 a 6 Gy, séo
suficientes para causar danos cerebrais graves, tais como desmielinizacdo, que ocorrem
principalmente no tronco e na medula espinal, proliferacdo anormal de células da glia e
degeneracdo dos astrocitos e oligodendrocitos (7).

A lei de BergoniéTribondeau (7) propbs que existem células que sdo mais (maior taxa
proliferativa e indiferenciadas) e menos (menor taxa proliferativa e diferenciadas) sensivel a
radiacdo. O tecido nervoso é composto de células diferenciadas e que ndo se dividem, permanecem
em GO, em sua grande maioria. Estas células, juntamente com as células musculares estéo entre as
células mais radioresistentes do corpo humano, enquanto que o0 mais sensiveis sdo 0S
espermagbnios e eritroblastos, as células estaminais epidérmicas, células estaminais
gastrointestinais. A reducao da neurogénese no hipocampo foi observada apoés irradiacdo devido a
morte celular por apoptose, mostrando que estas células sdo altamente sensiveis a radiacao (8).
Outro estudo, da zona proliferativa (camada neuroblastica) da retina de ratos em desenvolvimento,

mostraram também que a radiagdo gama induz a apoptose (9).



O cérebro é uma rede altamente complexa e ndo linear (10) e o registro mais simples e
usual de sua atividade na pratica clinica rotineira é o0 EEG, que é uma importante ferramenta na
compreensdo do cérebro em estados normais e patologicos (11). Hans Berg (12), associou a
existéncia de uma relacdo entre especificas faixas de frequéncias do EEGa distintos
comportamentos. Entdo, pesquisas tém procurados associagdes de faixas, de frequéncia,
especificas do EEG a distintos estados cerebrais (16), por exemplo, a faixa entre 8-13 Hz esta
associada com a vigilia tranquila e alteracdes desse ritmo pode ser associado a processos
fisiopatoldgicos (13).

Para identificar e quantificar as diferentes oscilagdes cerebrais é necessério realizar a
decomposicdo espectral deste sinal. Um método, linear, bastante utilizado para a decomposicéo
espectral ¢é a transformada de Fourier (FT). Este método permite a caracterizacdo do EEG através
das suas frequéncias componentes (11). Muitos estudos tém mostrado que os métodos de andlise
ndo linear, aplicados ao EEG, foram eficientes para identificar processos patoldgicos (14,15).
Sokimbi (16), ao utilizar métodos ndo lineares de entropia amostral e o expoente de Hurst em
sinais cerebrais, obtidos em ressonancia magnética funcional (fMRI), em pacientes
esquizofrénicos observaram uma maior complexidade do que em individuos saudaveis. Alguns
métodos ndo-lineares foram utilizados para a previsao de crises epilépticas, tal como o expoente
de Lyapunov, indice de similaridade e dimensao de correlacdo (17). A Complexidade de Lempel-
Ziv (CLZ) quando aplicada em magnetoencefalogramas cerebrais teve boa precisdo na
identificacdo da doenca de Alzheimer (18) e para identificacdo de sedacdo em ratos (19). Manilo
& Volkova utilizando a entropia aproximada foram capazes de quantificar a anestesia profunda
(20). Um problema importante na analise do EEG ¢é que a maioria dos métodos foram
desenvolvidos para séries estacionarias, isto €, que possuem propriedades estatisticas que ndo
variam ao longo do tempo (24), logo sdo inadequadas para analise de séries temporais nao-
estacionaria, tal como o EEG. Um método eficiente para o tratamento de séries ndo estacionarias
é a Analise de Flutuacdo Destendenciada (Detrended Fluctuation Analysis - DFA), que tem sido
amplamente utilizada para descrever a correlagdo temporal de longo alcance (LRTC) no EEG.

O DFA é um dos métodos mais utilizados para a identificacdo de correlagdo de longo
alcance, em séries temporais, especialmente por ser capaz de quantificar LRCT em séries ndo

estaciondrias, como EEG (22). Tem sido eficiente para identificar mudancas nos padroes de EEG



de doencas neurodegenerativas, como a doenca de Alzheimer (15). Outros autores identificaram
LRTC no EEG de seres humanos ¢ caracterizou os expoentes a-DFA para detectar doencas tais
como a depresséo e epilepsia (23). LRCT estdo presentes no hipocampo com atividade epiléptica
(21) e também em pacientes esquizofrénicos (24). Abasolo (14) avaliou a combinacdo de anélise
espectral com o DFA sugerido que a aplicagdo da correlagéo de longo alcance para investigar os
envelopes das amplitudes das oscilacGes é mais viavel para identificar alteragdes degenerativas
atraves do EEG, tal como no modelo de doenca de Alzheimer. Além disso, a sensibilidade dos
expoentes a-DFA, para identificar alteracdes no perfil de EEG, variam de acordo com a frequéncia
da onda e da regido analisada (24,25).

Portanto, o cérebro foi caracterizado como um tecido sensivel a radiacdo ionizante e
poderia ser utilizado como um biomarcador de exposicdo. Talvez seja um método mais rapido para
avaliar doses agudas recentes (3 meses) quando comparado com o método tradicional bem
estabelecido de dosimetria citogenética, que € baseado na quantificacdo de aberracGes
cromossomicas em linfécitos periféricos, onde este método de biodosimetria gasta um certo tempo,
apesar de ter uma boa especificidade (22). Este trabalho tem como objetivo a utilizacdo de métodos
lineares, espectro de poténcia (Power Spetrum-PS), junto com métodos ndo lineares, como o0 DFA,
para identificar possiveis variacdes eletrofisioldgicas em ratos ap0s a exposic¢do a radiacdo gama,
procurando identificar possiveis biomarcadores de exposicdo cerebral a radiacdo ionizante com

base nos métodos propostos.

MATERIAL E METODOS
ANIMAIS E DESENHO EXPERIMENTAL

Quinze ratos adultos, com 120 dias de idade, da variedade Wistar, (Rattus norvegicus)
foram obtidos do biotério do Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal da Universidade
Federal Rural de Pernambuco (UFRPE). Os animais foram alojados em gaiolas e mantidos no ciclo
claro/escuro de 12 h luz e tiveram livre acesso a agua e racdo comercial LABINA® (Purina —
Paulinia, Brasil) e. O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Pesquisa Animal e Etica
da UFRPE (Protocolo: 010/2012), de acordo com 0s principios basicos para animais de pesquisa.

Os animais foram divididos em trés grupos: um controle (n = 5) e dois grupos irradiados; um



avaliado 24 horas (IR24) (n = 5) e os outros 90 dias (IR90) (n = 5) ap06s a exposi¢do a radiacao

ionizante.

EXPOSICAO A RADIACAO

A irradiacdo foi realizada nos animais anestesiados com xilazina (10mg/kg) e quetamina
(75mg/kg) aplicadas por via intraperitoneal. Os animais anestesiados foram expostos a radiacao
no Instituto de Radioterapia Waldemir Miranda (IRWAN). Foram aplicados 9 Gy de radiacao
gama de °Co na parte superior da cabeca e em seguida mais 9 Gy na parte inferior da cabeca,
totalizando 18 Gy. A fonte de aplicacdo da RI foi a mesma utilizada nos processos de radioterapia,
com meia-vida fisica de 5,3 anos e radiagdes gama em cascata de 1,17 e 1,33 MeV. A distancia
focal foi de 80 cm da fonte de irradiacdo. A taxa de dose da fonte foi de 123,4cGy/min. e o tempo

de exposicdo de 15,27 min.

REGISTRO DO ECoG

O eletrocorticograma (ECoG) é uma metodologia de registro da atividade elétrica do cortex
cerebral através de eletrodos fixados diretamente na superficie exposta do cortex. O ECoG possuli
uma resolucdo maior que o EEG. Isto ocorre devido no EEG existirem atenuagfes dos potenciais
poOs-sindpticos pelo cranio que possui baixa condutancia (31).

Para o registro do ECoG os animais foram anestesiados com xilazina (10mg/kg) e
quetamina (75mg/kg) via intraperitoneal. A temperatura retal foi mantida em torno de 37,5 + 1°C
com aquecedor elétrico posicionado sob o animal. Depois, 0s animais tiveram suas cabecas fixadas
em um estereotaxico e uma incisao foi realizada de forma a expor o periosteo, que foi removido
em seguida. Em seguida, um orificio circular de cerca de 3 mm de didmetro foi trepanado no
hemisfério esquerdo do osso parietal, expondo o cortex. Neste orificio foi inserido um eléctrodo
do tipo Ag-AgCl foi colocado sobre o cértex cerebral e um outro eletrodo, do mesmo tipo, foi
colocado sobre 0 0sso nasal.

Registrou-se 30 minutos da atividade cerebral com um aparelho EMG 410C (EMG System,
Brasil) utilizando uma taxa de amostragem de 750 Hz. A Figura 1 mostra a gravacdo de ECoG



para controle, IR24 e IR90. Apo6s o registro ECoG, os animais foram sacrificados com

aprofundamento anestésico.
PROCESSAMENTO DO SINAL

Os registros dos ECoG’s foram segmentados em janelas de dois minutos. Nestes segmentos
do ECoG foram utilizados para o calculo do espectro de poténcia, a fim de aproximar a uma
condicdo estacionaria.Os segmentos foram importados para o software OriginPro 9.0 (OriginLab,
Northampton, MA, USA) e filtrados com um filtro passa banda do tipo FFT (Fast Fourirer
Transform). Em seguida os envelopes correspondentes aos ritmos: delta (0-4 Hz), teta (4-8 Hz),
alfa (8-16 Hz) e beta (16-32 Hz) foram extraidos pela transformada de Hilbert.

O quadrado Transformada de Fourier da ECoG gera seu espectro de poténcia. A poténcia
média obtida no espectro permite estimar a contribuicdo dos diferentes ritmos cerebrais no sinal

ECoG. Formalmente, o espectro de poténcia para um registro do ECoG pode ser calculado como

o .f\\/’ef(v)|2dv
E.=— (1)

Ve
dv
Vs

segue (equacado 1):

Onde f(v)é a Transformada de Fourier do sinal f (t) ,aqui representado pelo ECoG. O Ew

é 0 espectro de poténcia normalizado por um determinado intervalo de frequéncia @ =[v,, Vv,],

aqui representado pelos diferentes ritmos.

O célculo da poténcia média de cada ritmo foi obtido utilizando uma rotina baseada no
método de Welch (26) e implementado no software MATLAB (The Mathworks, Natick, MA,
EUA).

O DFA é um método ndo-linear com base em andlise de flutuacbes dos dados apos a
remocao de tendéncias em uma série temporal integrada (27).

O processo para integrar a série temporal € mostrado através na equacao 2:



y(k) = Z(y(i) -M)

Onde M é o valor médio de y (i) comi=1, 2, ..., N e k é um nimero inteiro.

A integracdo acima transforma a série original em um processo sem limites. A serie y (k) é
dividida em intervalos de comprimento n. Cada intervalo é definido usando funcdes polinomiais,
representando a tendéncia em cada intervalo. A funcdo que caracteriza o comprimento das
flutuacdes para um comprimento de n intervalos utilizados para remover a tendéncia é mostrado

pela equacéo 3:

F= a0y F g

O calculo é repetido em varios comprimentos de intervalo n para determinar a relacao entre
as flutuacdes (F (n)) e o comprimento do intervalo n. Para processos fractais (auto-similar), F (n)

aumenta com n seguindo uma lei de poténcia, conforme mostrado na equagéo 4:

F(n)=n* (g
A auto-similaridade do expoente o pode ser calculada usando a inclina¢do obtida por
regressao linear de grafico log F(n) versus log n.
Se a = 0,5 a série é dita descorrelacionada; a > 0,5 indica correlagdes de longo alcance
persistentes; a < 0,5, mostra uma correlagdo de longo alcance anti-persistentes . Os outros valores
que podem ser encontrados séo: o = 1 correspondente ao ruido 1/ f; o > 1 existe correlagdo no

sinal, contudo esta ndo segue a forma de uma lei de poténcia; a = 1,5 - ruido marrom (27).
ANALISE ESTATISTICA

Todos os dados sdo descritos como mediana e intervalo interquartil. O teste néo-
paramétrico de Kruskal-Wallis foi utilizado para comparacédo entre as amostras, quando necessario

foi utilizado post hoc de Dunn. p < 0,05 foi considerado estatisticamente significativo.



RESULTADOS

A Figura 1 mostra segmentos de ECoG para os grupos: Controle, IR24 e IR90.Para cada
grupo experimental foi construido o espectro de poténcia para cada segmento do ECoG e calculada
a energia para diferentes intervalos de frequéncia, correspondentes aos diferentes ritmos, como

mostrado na Figura 2.

I VAT sl W

0250 L
0.5s

Figura 1. Segmentos de cinco segundos representativos do ECoG dos grupos:
Controle (A); IR24 (B) e IR90 (C).
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Figura 2. Espectros de poténcias do ECoG para o grupo controle (preto),
IR24 (vermelho) e IR90 (azul).

A Figura 3 mostra os ritmos filtrados de ECoG utilizando um filtro FFT para o grupo

controle. Nesta figura pode ser observada as frequéncias: delta (3), teta (0), alfa (o) e beta (B).
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Figura 3. Representa as frequéncias delta (), teta (0), alfa (o) e beta (B),
obtidas por filtros do tipo FFT de um ECoG.

A poténcia média e intervalo interquartil (em pV-2Hz') das ondas delta, teta, alfa e beta
do ECoG pode ser observado na Figura 2. Os grupos IR24 e IR90 mostraram uma reducdo
significativa da poténcia média para o ritmo delta, em comparacdo com o controle. O ritmo teta,
para os dois grupos irradiados, teve um aumento significativo em relacdo ao controle (p <0,01).
As poténcias médias das ondas alfa e beta ndo diferiram em relacdo ao controle. No entanto, as

poténcias médias para os dois grupos irradiados diferiram para os ritmos alfa (p <0,05).
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Figura 4. Graficos de caixas (mediana, 1° e 3° quartil, maximo e minimo),
mostrando os valores de energia dos grupos: controle, IR24 e IR90 para as
ondas delta (A), teta (B), alfa (C) e beta (D). *P < 0.05, (Teste néo-

paremétrico de Kruskal-Wallis).

Os valores médios e intervalo interquartil do a-DFA dos ritmos delta, teta, alfa, beta e todo
o registro da ECoG sdo apresentados na Figura 5. O expoente a-DFA para a onda delta ndo variou
significativamente entre 0s grupos, enquanto que para teta e beta houve uma diferenca significativa
apenas entre o controle e IR24. O ritmo alfa diferiu significativamente somente entre IR90 e de
controle. Na analise de todo registro doECoG, ambos os grupos irradiados tiveram o expoente da
a-DFA significativamente diferentes do controle.
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Figura 5. Graficos de caixas (mediana, 1° e 3° quartinho, maximo e minimo),
mostrando os valores doa-DFA dos grupos: controle, IR24 e IR90 para as ondas
delta (A), teta (B), alfa (C), beta (D) e todo o registro do ECoG. *P < 0.05, (Teste
ndo-paremétrico de Kruskal-Wallis).
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DISCUSSAO

O enfoque deste trabalho foi investigar a sensibilidade do espectro de poténcia e DFA para
identificar mudancas no perfil ECoG tanto 24 h (grupo IR24) como trés meses (grupo IR90) apos
a exposicdo RI, tentando estabelecer uma assinatura de exposicao do cérebro a radiacéo ionizante,
visando sugerir a constituicdo de um biomarcador.

Com o espectro de poténcia do ECoG foi possivel identificar que os ritmos teta e alfa, do
grupo RI124 aumentam em relacdo ao controle, sendo estas alteracfes persistentes dado que 0s
valores ainda continuaram alterados 90 dias ap0s a exposicao a radiacdo (R190). As ondas delta e
beta ndo foram alterados por radiacdo quando comparadas com o grupo controle. Efeitos da RI
sobre a atividade cortical em ratos ndo foram encontrados na literatura, mas em humanos
Loganovsky & Yuryev (6), estudando sobrevivente de Chernobyl, mostraram que a atividade das
ondas beta e delta aumentaram e ocorreu a diminuicdo das ondas alfa e teta. Yaar et al. (28)
trabalhando com os seres humanos expostos a doses baixas (1,21 a 1,39 Gy), também mostrou um
aumento na onda beta no espectro de poténcia de atividade EEG, mas ndo observou significantes
mudancas em outros ritmos. A despeito de diferencas entre 0 ECoG em ratos e humanos, o espectro
de poténcia e o a-expoente do DFA podem ser usados com um biomarcador de exposicao de
radiacdo ionizante, considerando cada especificidade animal.

O DFA identificou reducéo da correlacdo de longo alcance no registro ECoG, ambos por
24 horas e 90 dias ap0s a irradiacdo. Este método, quando aplicado ao componente teta do ECoG
mostra que para os grupos irradiados a LRCT aumentou significativamente em comparagdo com
0 controle para os dois grupos irradiados (R124 e RI90). Para o componente alfa, um aumento
significativo foi observado apenas em 90 dias depois da irradiacdo, quando comparada com o
controle. Para os componentes delta e beta doECoGndo foi observada nenhuma alteracdo na
correlagdo de longo alcance em relagédo ao controle.

O ritmo teta no grupo RI24 foi mais sensivel para identificar mudancgas nos padrbes de
ECoG. Para este ritmo foi identificado uma correlagdo de longo alcance anti-persistente igual a
0,07, enquanto que para os outros ritmos do coeficiente a-DFA foi de aproximadamente ~ 1,5
corresponde ao ruido browniano. Quando aplicado a todo o ECoG, um valor dea-DFA ~ 1,5
correspondente ao ruido Browniano. Os grandes valores de a-DFA pode ser fruto de uma anestesia
profunda (35).
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Animais expostos experimentalmente & 5 ou 10 Gy, de raio X, tiveram reducdo da
neurogénese e déficits cognitivos induzidos 3 meses mais tarde (29), sugerindo que a irradiacao
craniana pode induzir deficits de memdria dependente do hipocampo. A neurogénese é responsavel
pelas atividades de aprendizagem, memoria e orientacdo espacial (30) e modulagdo do ritmo teta
(31). Portanto, mudangas no ritmo teta neste trabalho podem estar relacionadas com os danos que
a Rl induz neste gerador teta, sendo fortemente evidenciada pela presenca de LRCT no grupo IR24
e aumento da poténcia nos ritmos teta dos grupos IR24 e IR90 em comparacdo com o animal
controle.

Os modelos de computacionais mostraram que as correlacées temporais de longo alcance
sdo dependentes das amplitudes de oscilacdo dos potenciais gerados por redes neurais (32). A
propagacao da atividade elétrica € dependente do sistema de membrana e neurotransmissores (30)
e alguns trabalhos recentes demonstraram que os diferentes tipos e fontes de radiacdo ionizante
provocam mudancas no potencial pds-sindptico no hipocampo, tornando esta regido
hiperexcitavel (33-35). Registros intracelulares dos neurénios mostraram que as propriedades da
membrana, tais como a resisténcia, a constante de tempo, o limite de duracdo do potencial de acao
e adaptacdo a frequéncia de estimulos ndo foram significativamente alteradas em relagdo a 1 a 3
meses apoOs a exposicdo (33). Por outro lado, Obenaus et al (1) sugerem que estas alteracoes
neurofisioldgicos tém relagcbes com vias celulares comuns, provavelmente, com o aumento dos
neurotransmissores excitatérios e com a diminuicao da atividade dos neurdnios inibidores.

Em resumo, o espectro de poténcia e o DFA foram sensiveis para identificar alteraces no
ECoG e mostrar as alteracbes no padrdo de ECoG24 horas ap6s a irradiacdo ionizante e sua
persisténcia apds 90 dias. As aplicacbes destes métodos podem, no futuro, serem utilizadas para
identificar os niveis de radiacéo e assim ser um usado como um novo biomarcador de exposi¢do a

radiacdo ionizante cérebro.
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Abstract

Understanding the effects of radiation and its possible influence on the nervous system are of great
clinical interest. However, there have been few electrophysiological studies on brain activity after
exposure to ionizing radiation (IR). A new methodological approach regarding the assessment of
the possible effects of IR on brain activity is the use of linear and nonlinear mathematical methods
in the analysis of complex time series, such as brain oscillations measured using the
electrocorticogram (ECoG). The objective of this study was to use linear and nonlinear
mathematical methods as biomarkers of gamma radiation regarding cortical electrical activity. The
animals were divided into 3 groups: 1 control and 2 irradiated groups, evaluated at 24 h (IR24)
and 90 days (IR90) after exposure to 18 Gy of gamma radiation from a cobalt-60 radiotherapy
source. The ECoG was analyzed using power spectrum methods for the calculation of the power

of delta, theta, alpha and beta rhythms and by means of the a-exponent of the detrended fluctuation



analysis (DFA). Using both mathematical methods it was possible to identify changes in the ECoG,
and to identify significant changes in the pattern of the recording at 24 h after irradiation. Some of
these changes were persistent at 90 days after exposure to IR. In particular, the theta wave using
the two methods showed higher sensitivity than other waves, suggesting that it is a possible

biomarker of exposure to IR.

Correspondence: R.A. Nogueira: <ran.pe@terra.com.br>,

Received . Accepted . First published online .

Authors: L.A.A. Aguiar et al.

Running title: Bioindicators of brain exposure to ionizing radiation

Key words: Power spectrum; Detrended fluctuation analysis; Electrocorticogram; Brain

irradiation; lonizing radiation

Introduction

The possible effects of ionizing radiation (IR) on the nervous system are of great clinical
interest, because this technology is widely applied in brain imaging as well as in the treatment of
brain tumors (1). However, the available data on structural damage to the brain and to
neurophysiological functions caused by IR and the repercussions for animal behavior are not yet

conclusive (2). After accidental exposure to IR in humans, as in the case of Chernobyl, an increased



incidence of schizophrenia was identified. Hypotheses suggest that IR can be a trigger for people
who have a predisposition to schizophrenia, or can even cause schizophrenia (3). However, the
neurophysiological basis for this is poorly understood (1).

Since the first radiobiological experiments, the sensitivity of the human brain to radiation
has been a point of discussion (4). Evidence has accumulated indicating significant
neurophysiological alterations as a result of exposure to ionizing radiation, such as changes in
electroencephalogram (EEG) patterns, the presence of epileptiform waves and neuropsychiatric
disorders (5,6).

The law of Bergonié and Tribondeau (7) determines which cells are most (dividing and
undifferentiated) and least (non-dividing and differentiated) sensitive to IR. Nerve tissue is
constituted of differentiated cells; these cells are non-dividing and in the GO stage of the cell cycle.
Together with muscle cells these differentiated cells are among the most radioresistant in the
human body, while the most sensitive cells are spermatogonia and erythroblasts, epidermal stem
cells and gastrointestinal stem cells. After irradiation a reduction in neurogenesis was noted in the
hippocampus as a result of cellular death by apoptosis, showing that these cells are highly sensitive
to IR (8). Another study, involving the proliferative zone of the developing rat retina, has also
shown that gamma radiation induces apoptosis (9).

The brain is a highly complex and nonlinear network (10). The most simple and usual
record of its activity in routine clinical practice is obtained using an EEG, which is an important
tool for understanding the behavior of the brain in normal and disease states (11). Berger (12)
showed the existence of a relationship between brain states and a specific range of frequencies of
the EEG. In addition, some research has associated different behaviors with specific EEG

frequency bands, for example, the frequency range of 8-13 Hz is associated with quiet wakefulness



and alterations of this rhythm can be associated with pathophysiological processes (13).

To identify and quantify the different brain oscillations the spectral decomposition of this
signal should be realized. A linear method used in this decomposition is the Fourier transform
(FT). This method allows the characterization of the EEG through its component frequencies (11).
Many studies have shown that nonlinear analysis methods, when applied to the EEG, were also
efficient in identifying pathological processes (14,15). Sokunbi et al. (16), using the sample
entropy and Hurst exponent methods analyzed the brain functional magnetic resonance imaging
signals in individual schizophrenics and observed a higher complexity than in healthy individuals.
Some non-linear methods have been used for seizure prediction, such as the Lyapunov exponent,
similarity index and correlation dimension (17). Lempel-Ziv complexity applied in brain
magnetoencephalograms has been reported to have good accuracy in identifying Alzheimer
disease (18) and for the identification of sedation in rats (19). Manilo and Volkova, using the
approximated entropy, were able to quantify deep anesthesia (20). One important problem in
analyzing the EEG is that most methods designed for stationary time series, i.e. having statistical
properties such as mean and variance that do not vary with time (21), are inadequate for the
analysis of non-stationary time series such as the EEG. An efficient approach for handling non-
stationary series is the detrended fluctuation analysis (DFA), which has been widely used to
describe the long-range temporal correlation (LRTC) in the EEG.

The DFA is one of the most widely used methods for the identification of LRTC in time
series especially in being able to quantify scales in non-stationary series such as the EEG (22).
Studies have successfully used it to identify changes in EEG patterns regarding neurodegenerative
diseases such as Alzheimer disease (15). Other authors have identified long-range temporal

correlations in the EEG of humans and characterized the exponent a-DFA to detect diseases such



as depression and epilepsy (23). LRTC are also present in the hippocampus of epileptic (21) and
schizophrenic patients (24). Abasolo et al. (14) evaluated the combination of spectral analysis with
DFA. They suggested that the application of the LRTC regarding the investigation of the amplitude
envelopes of the oscillations is more feasible in identifying degenerative changes through the EEG,
such as in the Alzheimer disease model. Furthermore, the sensitivity of the a-DFA exponents, in
identifying changes in the EEG profile vary according to the frequency of the wave and the region
recorded (24,25).

Consequently, the brain has been characterized as a sensitive tissue to ionizing radiation
and could be used as a biomarker of exposure. Perhaps it could be a faster method for evaluating
human acute and recent (3 months) exposures when compared with the traditional well-established
method of cytogenetic dosimetry, which is based on the quantification of chromosome aberrations
in peripheral lymphocytes; it is also a laborious and time consuming method of biodosimetry,
despite its good specificity. The objective of the present study was to use the power spectrum and
DFA to identify possible variations in the cortical electrical activity of rats after gamma-ray
exposure, and attempt to identify new biomarkers of brain exposure to IR based on the methods

proposed here.

Material and Methods

Animals and experimental design
Fifteen adult male Wistar rats (Rattus norvegicus) were obtained from the vivarium of the
Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal, Universidade Federal Rural de Pernambuco

(UFRPE). The animals were housed using a 12-h light/dark cycle and had free access to food and



water. The experimental protocol was approved by the Committee on Animal Research and Ethics
of the UFRPE (#010/2012), according to the basic principles for research using animals. The
animals were divided into three groups: a control (n=5) and two irradiated groups; one was

evaluated at 24 h (IR24; n=5) and the other at 90 days (IR90; n=5) after exposure to IR.

Radiation exposure

The irradiation was carried out with the animals anesthetized with 10 mg/kg xylazine and
75 mg/kg ketamine administered intraperitoneally. The anesthetized animals were irradiated at the
Instituto de Radioterapia Waldemir Miranda. The absorbed dose using ®°Co gamma radiation was
9 Gy to the top of the head followed by 9 Gy to the bottom of the head, to a total dose of 18 Gy.
The gamma source was one that was used for patient radiotherapy, with a physical half-life of 5.3
years and a gamma ray range of 1.17 to 1.33 MeV. The focal length was 80 cm from the radiation

source. The dose rate of the source was 123.4 cGy/min and the exposure time was 15.27 min.

Electrocorticogram recording

The electrocorticogram (ECoG) is a methodology used to record the electrical activity of
the cerebral cortex by introducing electrodes directly on to the exposed surface of the cortex. ECoG
has higher resolution than EEG because of the attenuation of postsynaptic potentials by the skull
that has a low conductance (26).

To record the ECoG, animals were anesthetized with 10 mg/kg xylazine and 75 mg/kg
ketamine administered intraperitoneally. Rectal temperature was maintained at around 37.5+1°C
with an electric heater placed under the animal. Thereafter, the head was fixed to a stereotactic

base in which an incision on the top of the head exposed the periosteum, which was subsequently



removed. Then, a circular hole of approximately 3 mm in diameter was trepanned on to the left
hemisphere of the parietal bone, exposing the cortex. In this hole a single Ag-AgCl electrode was
placed on the cerebral cortex and an identical electrode was placed on the nasal bone to perform
the ECoG.

Twenty minutes after the anesthesia the ECoG was registered (over a period of 30 min)
using an EMG device 410C (EMG Systems, Brazil) and a sampling rate of 750 Hz. Figure 1 shows
the ECoG recording for the control, IR24 and IR90 groups. After the ECoG recording, the animals

were euthanized using deep anesthesia.

Signal processing

The ECoG recordings were segmented using windows of 2 min in duration. These ECoG
segments were used for power spectrum calculus to approximate to a stationary condition. The
segments were imported into OriginPro 9.0 (OriginLab, USA) and filtered using a bandpass filter
of the fast FT type. Then, the delta (0-4 Hz), theta (4-8 Hz), alpha (8-16 Hz), beta (16-32 Hz) and
envelopes of the frequency intervals corresponding rhythms were obtained using the Hilbert
transform.

The FT square of the ECoG originates its power spectrum. The mean power obtained in
the power spectrum allows the estimation of the contribution of the different brain rhythms in the
ECoG signal. Formally, the power spectrum for an ECoG record can be calculated as follows

(Equation 1):
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where f(v) is the FT of the f(t) signal, here represented by the ECoG. The Ew is the power

spectrum normalized by a determined frequency interval o = [vs, ve], here represented by the

different rhythms.

The calculus of the mean power for each rhythm was obtained using a routine based on
Welch's method (27) and implemented in the software MATLAB (Mathworks, USA).

The DFA is a non-linear method based on fluctuation analysis of the data after removal of
trends in an integrated time series (28).

The procedure to obtain the integrated time series is shown in Equation 2:

S : )
y(k) = Z(Y(l) -M)

where M is the mean value of y (i) withi=1, 2, ..., N and k is a integer number.

The integration above transforms the original series into an unbounded process. The series
y (k) is divided into intervals of length n. Each interval is set by using polynomial functions,
representing the trend in each interval. The function that characterizes the length of the fluctuations

for a length n of the intervals used to remove the trend is shown by Equation 3:



o : ®)
F(n) = W;[y(k)— Yo (k)]

The calculation is repeated at various interval lengths n to determine the relationship
between fluctuations F(n) and the length of interval n. For fractal processes (self-similar), F(n)

increases with n by the power law, as shown in Equation 4:

F(n) =n“ ()

The self-similarity exponent a can be calculated by using the slope obtained by linear
regression of graph log F(n) versus log n.

If 0=0.5, the series was the result of a random event; «>0.5 indicated the persistent long-
range correlations. The other values were: a=1 corresponding to 1/f noise (very rough landscape);
the o>1: correlations existed but ceased to be of a power-law form or a random walk-like

fluctuation; and finally, o=1.5: brown noise; the integration of white noise (very smooth landscape)

(28).

Statistical analysis
All statistical data are described as the median and interquartile range. The non-parametric
Kruskal-Wallis test for significance was used; for comparison between samples the Dunn's post

hoc was used when required. A P value <0.05 was considered to be statistically significant.
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Results

Figure 1 shows a segment of the ECoG for the control, IR24 and IR90 groups. For each
experimental group, the power spectrum from each segment of the ECoG was constructed and the
power calculated for different frequency intervals corresponding to the different rhythms (Figure
2).

Figure 3 shows the cortical rhythms filtered from ECoG segments using a FT filter for the
control group. In this figure, changes can be noted in the delta, theta and alpha rhythms. However,
the beta rhythm was not modified.

The mean power and interquartile interval (in pV2/Hz) for the delta, theta, alpha and beta
rhythms regarding the ECoG's can be seen in Figure 4. The IR24 and IR90 groups showed a
significant reduction in the mean power for the delta rhythms relative to the control group. Theta
rhythms for the two irradiated groups increased their potencies significantly as compared with the
control group (P<0.01). The mean powers of alpha and beta rhythms did not differ from the control.
However, the mean power for the two irradiated groups differed for the alpha rhythms (P<0.05).

Mean values and the interquartile interval of the a-DFA regarding the delta, theta, alpha
and beta rhythms, and the entire record of the ECoG are shown in Figure 5. The a-DFA exponent
for the delta wave did not vary significantly between the groups, while for theta and beta there was
only a significant difference between the control and IR24 groups. The alpha rhythm only differed
significantly between the IR90 and the control groups. In the analysis of the entire record of the

ECoG, the exponent of the a-DFA in both irradiated groups differed significantly from the control.

Discussion
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The focus of this study was on the investigation of the sensitivity of the power spectrum
and DFA to identify changes in the ECoG profile at 24 h after IR exposure (IR24 group) and 3
months after IR exposure (group IR90). The purpose was to establish a biomarker signature of
brain exposure to IR.

The power spectrum of the ECoG showed that for the IR24 group, the ECoG activity
regarding theta and alpha rhythms increased relative to the control, and were consistently elevated
even at 90 days after IR exposure (group IR90). The delta and beta waves were not altered by IR
when compared with the control. The effects of IR on brain cortical activity in rats has not been
previously reported in the literature, but Loganovsky and Yuryev (6) in a study involving survivors
of Chernobyl showed that the power spectrum of the EEG increased the activities of beta and delta
waves and decreased alpha and theta wave activity. Yaar et al. (29) working with humans exposed
to low doses of IR (1.21-1.39 Gy), also showed an increase in beta wave activity in the power
spectrum of the EEG, but no significant change was observed in other rhythms. Despite the
difference between the ECoG in rats and humans, the power spectrum and the alpha coefficient of
DFA can be used as a biomarker of exposure to IR, taking into consideration the specificity of
each animal.

The DFA identified a reduction in the LRTC in the ECoG record, both at 24 h and 90 days
after irradiation. This method when applied to the theta component of the ECoG showed that for
irradiated groups the LRTC for theta rhythm activity increased significantly relative to the control
group at both 24 h and 90 days after irradiation. For the alpha component, a significant increase
was observed only at 90 days after irradiation when compared with the control group. For the delta

and beta components of the ECoG no change was observed in the LRTC in relation to the control
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group.

The theta rhythm in the R124 group was more sensitive in identifying changes in ECoG
patterns. For this rhythm a correlation was shown for long-range anti-persistent rhythms and was
equal to 0.07, while for the other rhythms the a-DFA coefficient was approximately 1.5,
corresponding to Brownian noise. When applied to the entire ECoG, a value of a-DFA~1.5
corresponding to Brownian noise was found. The large values of a-DFA may result from deep
anesthesia (30).

In experimental animals, X-irradiation with 5 or 10 Gy reduced hippocampal neurogenesis
and induced cognitive deficits at 3 months after irradiation (31), suggesting that cranial irradiation
may induce hippocampal-dependent memory deficits. Active neurogenesis is responsible for
learning activities, memory and spatial orientation (32) and modulation of theta rhythm (33).
Therefore, changes in the theta rhythm in the present study can be related to the damage that IR
induced in this theta generator; this was strongly supported by the presence of a long-range
correlation in the IR24 group and an increase in the power of the theta rhythms in the IR24 and
IR90 groups as compared with the control group.

Computer models have shown that the temporal long-range correlations are dependent on
the oscillation amplitudes of the potentials generated by neural networks (34). The spread of
electrical activity is dependent on the membrane system and neurotransmitters (32). Some recent
studies have demonstrated that different types and sources of IR cause changes in the postsynaptic
potential in the hippocampus, making this region hyperexcitable (35-37). The intracellular
recordings of neurons showed that membrane properties such as resistance, the time constant,
duration of the threshold of action potential and spike frequency adaptation were not significantly

changed from 1 to 3 months after exposure to IR (35). Obenaus et al. (1) suggested that these
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neurophysiological changes have relationships with common cellular pathways, probably with an
increase in excitatory neurotransmitters and a decrease in inhibitory ones.

In summary, power spectrum and detrended fluctuation analysis were sensitive in
identifying changes in ECoG and showed changes in the pattern of ECoG at 24 h after irradiation;
these persisted after 90 days. Applications of these methods could be used in future to identify

radiation levels as a new biomarker of brain exposure to IR.
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Figure 1. Electrocorticogram segment of 5 s duration for the following groups: control (A); IR24

(B) and IR90 (C).
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Figure 2. Power spectrum of the electrocorticogram for the following groups: control (black),

irradiation for 24 h (IR24; red) and irradiation for 90 days (IR90; blue).
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Figure 3. Frequency of delta (3), theta (0), alpha (a) and beta () brain rhythms filtered from the

electrocorticogram.
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Figure 4. Box plot (median, 1st and 3rd quartiles, maximum and minimum) showing the results of
the energy values for the control, irradiation for 24 h (IR24) and for 90 days (IR90) groups for the

delta (A), theta (B), alpha (C) and beta (D) waves. *P<0.05 (Kruskal-Wallis nonparametric test).
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Figure 5. Box plot (median, 1st and 3rd quartiles, maximum and minimum) showing the results of

the a-DFA for the control, irradiation for 24 h (IR24) and for 90 days (IR90) groups for the delta

(A), theta (B), alpha (C) and beta (D) waves, and all electrocorticogram recordings (E). *P<0.05

(Kruskal-Wallis nonparametric test).



