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A UTILIZACAO DO ELETROENCEFALOGRAMA COMO BIOMARCADOR DE
CLASSIFICACAO NA COVID LONGA

Resumo :

O objetivo geral deste estudo foi caracterizar o padrao da atividade cortical, através do EEG de
repouso, de pacientes com Covid Longa e comprara a atividade eletroencefalografica com os
correlatos clinicos envolvidos nesta condigdo. Foi realizado um estudo observacional com um
grupo com 19 individuos com Covid Longa e um grupo controle com 15 individuos saudaveis
pareados pela idade e sexo. Os pacientes com Covid Longa foram caracterizados pelo aumento
do poder espectral de teta temporal (0.60 pV? [£0.17] vs. 0.43 puV? [£0.14]; ES=1.1), beta
frontal(0.73 uV?2 [£0.16] vs. 0.47 pV? [£0.18]; ES=1.5), alfa central (0.74 uV? [£0.64] vs. 0.53
V2 [£0.24]; ES=0.4) e beta temporoparietal (0.86 uV? [£0.13] vs. 0.55 uV? [£0.18]; ES=2.0)
na condi¢@o olhos abertos quando comparados com individuos saudaveis pareados por sexo e
idade. Além disso, a banda de frequéncia alfa das regides frontal e central se correlacionaram
o desfecho de fadiga. A condicao olhos fechados, ao contrério, foi marcada pela reducao da
atividade cortical evidenciada por valore significantemente alfa frontal (0.22 pV? [£0.16] vs.
0.64 uV? [+£0.23]; ES=2.1), beta frontal (0.32 pV? [0.19 — 0.45] vs. 0.48 uV? [0.36 — 0.64];
ES=0.7), alfa central (0.19 pV? [£0.14] vs. 0.69 pV? [£0.23]; ES=2.6). beta temporoparietal
(0.31 uV?2 [0.16 — 0.38] vs. 0.49 pV? [0.41 — 0.69]; ES=0.8). Alteragdes significativas foram
observadas na dinamica temporal dos microestados do EEG com redug¢do da duracio,
ocorréncia e cobertura dos microestados C e D. Portanto, os resultados da presente dissertacao
sugerem o potencial uso do EEG como biomarcador de classificagao e monitoramento da Covid

Longa.

Palavras-chaves: Covid Longa, Fadiga, Eletroencefalograma.



THE USE OF ELECTROENCEPHALOGRAM AS A CLASSIFICATION
BIOMARKER IN LONG COVID

Abstract:

The overall aim of this study was to characterize the pattern of cortical activity, through resting
EEG, in patients with this clinical condition and to compare electroencephalographical activity
to clinical correlates. An observational study was conducted with a group of 15 individuals with
Long Covid and a control group of 15 healthy individuals matched by age and sex. Patients
with Long Covid were characterized by increased temporal theta spectral power (0.60 puV?
[£0.17] vs. 0.43 pV? [£0.14]; ES=1.1), frontal beta (0.73 pV? [£0.16] vs. 0.47 pV? [£0.18];
ES=1.5), central alfa (0.74 pV? [£0.64] vs. 0.53 uV? [£0.24]; ES=0.4) e temporoparietal beta
(0.86 pV? [£0.13] vs. 0.55 puV? [£0.18]; ES=2.0) power in the eyes-open condition when
compared to healthy individuals matched by sex and age. Additionally, alpha frequency band
in frontal and central regions correlated with the outcome of fatigue. The eyes-closed condition,
on the contrary, was marked by reduced cortical activity evidenced by significantly lower
frontal alpha (0.22 pV? [£0.16] vs. 0.64 puV? [£0.23]; ES=2.1), frontal beta (0.32 uV? [0.19 —
0.45] vs. 0.48 pV2 [0.36 — 0.64]; ES=0.7), central alfa (0.19 uV? [£0.14] vs. 0.69 uV? [£0.23];
ES=2.6). temporoparietal beta (0.31 pV? [0.16 — 0.38] vs. 0.49 uV? [0.41 — 0.69];
ES=0.8)..Significant alterations were observed in the temporal dynamics of EEG microstate
with reduction in duration, occurrence, and coverage of microstates C and D. Therefore, the
results of this dissertation suggest the potential use of EEG as a biomarker for classification and

monitoring of Long Covid.

Keywords: Long Covid, Fatigue, Electroencephalogram.
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1 INTRODUCAO

A nova doenga coronavirus (COVID-19) ¢ uma doenga infecciosa causada pelo virus da
sindrome respiratoria aguda grave 2 (SARS-CoV2). Seu quadro clinico varia desde formas
assintomaticas, afec¢ao das vias respiratorias superiores (com ou sem febre), at¢ pneumonia

com necessidade de hospitalizagdo (CORTINOVIS; PERICO; REMUZZI, 2021).

Investigagdes recentes tém relatado que a COVID-19 nao se trata de uma doenga
limitada temporalmente. De fato, os pacientes infectados pela SARS-CoV2 frequentemente
apresentam persisténcia dos sintomas ou desenvolvem novos sintomas entre trés semanas até
seis meses apds o inicio da infec¢do (CARES-MARAMBIO, 2021; MUNBLIT, 2021). Esta
condi¢cdo ¢ conhecida como Covid Longa (PASC — do inglés Post-acute sequelae of Sars-
CoV-2 infection), e € caracterizada pelo acomentimento de diversos sistemas: respiratorio,
cardiovascular, musculo-esquelético, tegumentar, gastrointestinal, enddcrino e neuroldgico

(WHO, 2023).

De acordo com uma revisdo sistematica com metanalise composta por estudos que
incluiam pacientes com Covid Longa, mais de 55 efeitos, sintomas, sinais e parametros
laboratoriais podem ser identificados nesta populacdo (LOPEZ-LEON et al., 2021). De acordo
com os autores, a maioria dos sintomas sdo semelhantes a sintomatologia desenvolvida durante
a fase aguda da COVID-19, sendo a fadiga (58%), cefaléia (44%), disturbios atencionais (27%),
alopécia (25%) e dispnéia (24%) os cinco sintomas mais comuns (LOPEZ-LEON et al., 2021).
No entanto, a compreensdo dos mecanismos adjacentes a cada sintoma e a interag@o entre eles

necessita de investigagdes mais robustas (LOPEZ-LEON et al., 2021).

Cerca de 58% dos pacientes acometidos pela Covid Longa tém um empobrecimento da
qualidade de vida. Os sintomas persistentes ou recorrentes podem afetar varias areas da vida
cotidiana como a capacidade de realizar atividades diarias e laborais, exercitar-se, cuidar da
familia ou socializar. Isso pode levar maior dependéncia de terceiros e sensagao de perda de
autonomia. Além disso, sintomas como ansiedade, depressdo, estresse e irritabilidade sdo
comuns, afetando o bem-estar emocional e a saide mental desses pacientes. E notério que esta
condi¢do apresenta-se como um desafio para os pacientes, as equipes de assisténcia e gestao

em saude (MALIK et al., 2022).
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Diante deste cenario, ¢ fundamental que as pessoas com Covid Longa recebam apoio
médico e multidisciplinar para gerenciar seus sintomas, melhorar a qualidade de vida e lidar
com os desafios fisicos e emocionais que enfrentam. Nesta perspectiva, se baseando na
neurofisiopatologia da SARS-Cov 2 e nos seus sintomas, diversas medidas terapéuticas vém
sendo investigadas na tentativa de minimizar o impacto desta condi¢do sobre aspectos
estruturais, funcionais e na participacao destes pacientes nos diversos contextos (ANDRADE

et al., 2023; FUGAZZARO et al., 2022; SANTANA et al., 2023).

Ja esta bem estabelecido na literatura que as manifestdes tardias na COVID-19 nao sao
limitadas ao sistema respiratorio. Estudos em neuroimagem tém demonstrado que a persisténcia
dos sintomas da COVID-19 pode vir acompanhada de modificagdes cerebrais estruturais e
funcionais importantes (DOUAUD et al., 2022; RUDROFF; WORKMAN; PONTO, 2021;
SILVA et al., 2021). LesOes corticais e subcorticais, anormalidades na perfusdo e do
metabolismo cerebral sdo frequentemente encontradas nesta populacio (HUANG et al., 2022;
KREMER et al., 2020; LAMBRECQ et al.,, 2021; NIGUET et al., 2021; RUDROFF;
WORKMAN; PONTO, 2021). Além disso, alteragdes da microestutura cerebral também
podem ser observadas nos individuos sem manifestagdes neurologicas especificas ou lesdes

evidentes ao exame de ressondncia magnética, apds trés meses da fase aguda da doenca

(MAHAJAN; MASON, 2021).

A Covid Longa tem uma apresentacdo clinica altamente variavel e sintomas
incapacitantes, mesmo na auséncia de dados de imagem associados (NIGUET et al., 2021).
Esse paradoxo clinico-radioldgico tem motivado investigacdes com ateng¢do particular as redes
neurais de estado de repouso. Nesta perspectiva, o eletroencefalograma (EEG) tém sido
utilizado como instrumento de investigacao eletrofisioldgica interessante permitindo a analise
de redes neurais com alta resolugdo temporal, de baixo custo e acessivel (GELISSE et al., 2020).
Esta ferramenta de avaliacdo possui alta resolug¢ao temporal quando comparada a outros exames
de neuroimagem como a ressonancia magnética (RM) e a tomografia computadorizada (TC)
(CECCHETTI et al., 2022). Dos estudos que registraram o EEG em pacientes com COVID-19,
alguns mostraram altera¢des nas suas redes neurais, principalmente das redes frontais, além da
presenca de descargas periddicas e falta de reatividade. Esses achados podem determinar
desfechos clinicos desfavoraveis (ex. encefalopatia ligada 8 COVID-19) ou nao de pacientes
criticos (ANTONY; HANEEF, 2020; GELISSE et al., 2020; NIGUET et al., 2021;
PETRESCU; TAUSSIG; BOUILLERET, 2020; ROBERTO et al., 2020).
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Importante ressaltar que, diversas analises do sinal do EEG tém sido evocadas para
quantificar e evidenciar diferentes caracteristicas da atividade oscilatdria cortical e as fungdes
que elas desempenham. Uma abordagem analitica comum ¢ a consideracdo do sinal
eletroencefalografico como um sistema que pode ser descrito em termos de seu estado e da sua
dindmica (KHANNA et al., 2015). A analise dos microestados do EEG (EEG-MS) tem essa
proposta. Durante o repouso, o EEG exibe flutuagdes topograficas, entre as quais periodos
metaestaveis de algumas dezenas de milissegundos (80—120 ms) podem ser detectados quando
uma abordagem de agrupamento topografico ¢ usada. (KHANNA et al., 2015; MICHEL;
KOENIG, 2018).

Apesar do nimero crescente de investigagdes com pacientes com COVID-19, as
evidéncias sobre o uso do EEG em pacientes com Covid Longa ainda permanecem escassas.
No entanto, gracas as similitudes das suas caracteristicas com outras condi¢des clinicas,
equivaléncias clinicas podem ser hipotetizadas na tentativa de compreender os mecanismos
adjacentes aos sintomas envolvidos nesta condi¢@o clinica (WONG; WEITZER, 2021). Nesta
logica, a analise de EEG-MS com pacientes com que tém a fadiga como principal sintoma tém
sido explorada, evidenciando estes pacientes podem apresentar as duragdes dos microestados
A e B alteradas, com significativo poder preditivo da severidade de sintomas depressivos e da
fadiga cognitiva (GSCHWIND et al.,, 2016). Considerando seu baixo custo, o uso de
microestados de EEG para examinar as redes neurais em repouso apresenta-se como um avango
importante na capacidade de usar essas informag¢des como marcadores biologicos em um

ambiente clinico.
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2 OBJETIVOS
OBJETIVO GERAL

Caracterizar o padrao da atividade cortical, por meio do EEG de repouso, de pacientes

com Covid Longa através da comparagao com controles saudaveis
OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analisar as possiveis correlagcdes entre o poder espectral das bandas de frequéncia de
interesse (teta, alfa e beta) das regides temporal, central, frontal e frontotemporal com a
fadiga pos COVID-19 nas condicdes olhos abertos e olhos fechados.

e Identificar flutuagdes temporais topograticas do EEG em repouso de pacientes com
Covid Longa , por meio da analise de microestados, através da comparagdo com
controles saudaveis

e Analisar as correlacdes entre os pardmetros dos microestados e a fadiga presente na

Covid Longa.
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3 JUSTIFICATIVA

A Covid Longa representa um desafio clinico significativo, uma vez que os pacientes
podem apresentar sintomas diversos com impacto na funcionalidade e qualidade de vida. A
compreensdo dos mecanismos subjacentes a esses sintomas ¢ essencial para orientar
intervengdes terapéuticas e de reabilitacdo adequadas. No entanto, at¢é o momento, as

informagdes sobre esses mecanismos mantém-se limitadas.

As atuais evidéncias disponiveis sobre os mecanismos implicitos que regem os sintomas
da Covid Longa se repousam em estudos de neuroimagem (ex. ressonincia magnética
funcional, tomografia computadorizada e tomografia por emissdo de positrons) evidenciando
modificagdes estruturais. Esses achados sugerem que essas alteragdes estruturais sejam
refletidas, igualmente, a nivel sinaptico. No entanto, os onerosos custos aliados a necessidade
de recursos especializados de diagndsticos tradicionais, de profissionais capacitados e o restrito
acesso dos clinicos e da populagdo a este tipo de tecnologia limitam a realizacdo de
investigacoes. Nesse contexto, 0 EEG surge como uma ferramenta diagnostica interessante, de
baixo custo, de facil aplicagdo, capaz de identificar padrdes fisiologicos especificos, com um
importante poder de classificacdo e predigdo a longo prazo. Nesta perspectiva, nota-se uma
preméncia da identificagdo de padrdes especificos correlacionados com a incapacidade e os
sintomas persistentes da COVID-19, através de estudos observacionais robustos e rigorosos
com analise de microestados de EEG. Embora existam investigacdes sobre alteracdes
eletroencefalograficas em pacientes com Covid Longa, as atuais evidéncias disponiveis sao
preliminares e ndo abrangem, aspectos clinicos e correlatos importantes, tais como fadiga,

ansiedade, depressdo e qualidade de vida.

Na tentativa de responder a estas questdes clinicas, o tema central desta dissertagdo sera
a utilizacdo do EEG como neurobiomarcador de classificagdo em pacientes com Covid Longa.
Neste cendrio, a robustez desenvolvida neste estudo trara como prerrogativa o auxilio na tomada

de decisdo clinica no manejo de pacientes com Covid Longa.
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4 HIPOTESES

Considerando os achados de estudos prévios em individuos com condi¢des clinicas
similares a COVID-19, que relataram alteragdes eletroencefalograficas caracterizadas pela
reducdo do poder espectral da bandas de frequéncia alfa e beta, além do do aumento da
densidade da corrente na banda de frequéncia delta (BALDINI et al., 2022; FOONG et al.,
2020; ZINN et al., 2018), espera-se observar :

e Reducdo do poder espectral nas bandas de frequéncia alfa, e beta nas regides frontal e
central entre os individuos com Covid Longa e controles saudaveis (BALDINI et al.,
2022);

e Reducgao da duracgdo, ocorréncia e cobertura relacionadas aos microestados C e D no
grupo Covid Longa quando com os controles saudaveis (BALDINI et al., 2022);

e Presenca de correlagdo positiva entre o microestado D e o escore da fadiga

(GSCHWIND et al., 2016).

Essas observagdes evidenciardo assim o potencial uso do EEG como biomarcador auxiliando a

pratica clinica.
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5 REVISAO DA LITERATURA
SARS-CoV2 -

Ao longo do més de dezembro de 2019 na cidade de Wuhan (Provincia de Hubei),
autoridades de saude chinesas identificaram um aglomerado de casos de pneumonia de etiologia
desconhecida. Apos diversos diagndsticos como: nova zoonose ou sindrome respiratoria aguda
grave (SARS), serem evocados, um novo coronavirus, SARS-CoV-2 ou COVID-19
(anteriormente 2019-nCoV) foi identificado. Este ¢ causado pelo novo beta-coronavirus que
compartilha 79% da sequéncia genética com o SARS-CoV, virus que causou um grande surto

nos anos 2002 ¢ 2003 (WALSH et al., 2020).

No final de 2019, os primeiros relatos de casos de Wuhan, cidade da provincia de Hubei
(na China) foram confirmados e casos comegaram a ser relatados em todos os continentes.
Globalmente, até o final de 2022 mais de 600 milhdes de casos confirmados de COVID-19
foram detectados e cerca de 6,5 milhdes de mortes foram relatadas. Os dados epidemiologicos
sao subestimados, pois aqueles registrados frequentemente referem-se as infec¢cdes agudas com
necessidade de hospitalizagdo. Pesquisas americanas e européias de soroprevaléncia sugerem
que a taxa de exposi¢cdo prévia ao SARS-CoV-2, refletida pela soropositividade, excede a

incidéncia de casos relatados em aproximadamente 10 vezes ou mais (MCINTOSH, 2023).

Para a maioria dos virus respiratdrios, as células epiteliais do trato respiratorio sdo as
primeiras células a serem atingidas. Além disso, as infec¢des sdo limitadas e o virus ¢ eliminado
pelo sistema imune. Em individuos mais vulneraveis, o virus pode atingir as vias respiratorias
inferiores causando doengas mais graves, como bronquite, pneumonia, exarcebagao de asma ou
doenca pulmonar obstrutiva cronica (DPOC) (DESFORGES et al., 2019). No entanto, outros
virus como a SARS e MERS-CoV e a SARS-COV2 apresentam agentes etiologicos com agdes
para além do trato respiratorio (ex. miocardite, diarréia, meningite, etc) atingindo até mesmo o
sistema nervoso central (SNC) . Esses achados parecem estar associados a entrada do virus via
hematogénica ou a neuronal retrograda (WALSH et al., 2020). Investigagdes em neurofisiologia
tém demonstrado que a invasao celular ocorre pela ligacdo da proteina spike, presente no virus
da SARS-COV2, aos receptores da enzima conversa de angiotensina 2 (ACE2), que ¢
responsavel pela mediacao neuroinflamatéria, pela neurodegeneragao e pela neurotoxicidade
do SNC. Além disso, a invasao celular pode ocorrer por endocitose mediada por receptores de
membrana ou pela fusdo de microvesiculas. Apos a entrada do virus inicia-se uma resposta
imune levando a producdo de citocinas pro-inflamatorias (TNF alfa, interleucinas,

catecolaminas e estimulacao beta-adrenérgica) via sistema nervoso simpatico € uma resposta
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anti-inflamatorias (via sistema nervoso parassimpatico). Importante ressaltar que, a infeccao
pela SARS-COV2 ¢ caracterizada pela reagdo exacerbada do sistema imune com uma
inflamagdo sistémica que aumenta a concentragdo de radicais livres. Como consequéncia,
podemos observar sofrimento respiratério e faléncia de multiplos 6rgaos (BAPTISTA et al.,
2020; ROBERTO et al., 2020). Os sintomas clinicos associados a infec¢ao pela SARS-CoV-2
sdo diversos em sua tipologia e severidade. Alguns pacientes podem ser assintomaticos ou
apresentar sintomalogia grave como a sindrome da insuficiéncia respiratdria aguda, disfun¢des

na coagula¢do ou até mesmo morte.

No que tange as sequelas pos-infecgdo, os individuos que foram infectados pela doenca,
em especial aqueles que desenvolveram a forma grave, apresentam frequentes repercursdes
apos a alta hospitalar. Persisténcia de alteragdes tanto da condicdo fisica (ex. dor, fadiga)
(ROBERTO et al.,, 2020; RUDROFF et al., 2020) quanto complicagdes neuroldgicas sao
comumente observadas na fase tardia da doenga (CORTINOVIS; PERICO; REMUZZI, 2021,
HAMPSHIRE et al., 2021; JAYWANT et al., 2021; ROBERTO et al., 2020).

Covid Longa
De acordo com a Organizagdo Mundial da Satde (OMS) , cerca de 10-20% das pessoas

que foram infectadas pelo virus da SARS-CoV-2 podem desenvolver sintomas que podem ser
diagnosticados como Covid Longa ou Sindrome p6s-COVID ou, ainda, as Sequelas pos-
infeccao aguda por SARS-CoV-2 (WHO, 2023). Esta, ¢ definida como uma gama de sinais e
sintomas que ndo podem ser explicados por outros diagnosticos que duram mais de 12 semanas
apos a fase inicial da COVID-19 (PERRIN et al., 2020; VENKATESAN, 2021). Essas
alteragdes sdo mais frequentes (80%) nos pacientes que tiveram a forma grave da doenga, mas
pacientes que tiveram quadro infeccioso leve sem a necessidade de hospitalizacdo também
podem apresentar os mesmos sintomas (10-35%), o que torna essa condi¢do um desafio para os
pacientes, bem como quanto as equipes de satde e gestdo. (MALIK et al., 2022; TOWNSEND
et al., 2021).

Um estudo coorte, desenvolvido por SUBRANIAN et al. (2022), acompanhou 384,137
pacientes, infectados com SARS-COV-2, durante 12 meses identificando diversos fatores
clinicos e sociodemograficos associados a incidéncia da Covid Longa. Os autores sugerem que
mulheres, pessoas acima de 30 anos, fumantes, individuos com condi¢dao socio-econdmica

desfavoravel, pessoas com historico de DPOC, com fibromialgia, esclerose multipla e/ou
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depressao possuem maior risco para desenvolvimento da Covid Longa. Além disso, a presenca
de cinco ou mais sintomas na fase aguda da doenga ¢ associada com maior risco para a

persisténcia dos sintomas na fase tardia (SUBRAMANIAN et al., 2022).

Os mecanismos fisiopatologicos envolvidos nesta condicdo ainda ndo estdo bem
estabelecidos sendo uma area atual de investigagdo. Acredita-se que sua patogénese seja
multifatorial, envolvendo mecanismos de disfuncdo do sistema nervoso, dano endotelial,
tromboembolismo e a persisténcia de processos inflamatérios. (MALTEZOU; PAVLI;
TSAKRIS, 2021a; PERUMAL et al., 2023; VAN KESSEL et al., 2022). Perumal et al. (2023)
sugerem que a compreensao da patogénese e a evolucao da Covid Longa deva seguir uma
abordagem dindmica, modular e em nivel de sistemas, interceptando conexdes multinodais
entre a infeccdo aguda por SARS-CoV-2 e seus fenotipos clinicos através da incorporagao dos
fatores de risco envolvidos. Nesta perspectiva, os pacientes podem apresentar fenotipos
distintos e facilmente identificaveis ou fenotipos sobrepostos/multissistémicos, com evolug¢ao

dos fenotipos clinicos ao longo do tempo (PERUMAL et al., 2023).

Ainda sobre a fisiopatologia da Covid Longa, pacientes infectados pelo SARS-CoV2
podem apresentar a persisténcia de antigenos virais, RNA viral e presenc¢a do virus inteiro no
cérebro, seios da face, glandulas adrenais, rins, intestino, ganglios linfaticos, bago, pulmdes e
coragdo. Como consequéncia, pode-se observar a prolongacao ou desenvolvimento de sintomas
através de: efeitos citopaticos virais diretos; inflamagao regional; aumento da resposta imune
causando um estado elevado e prolongado de inflamacdo (PERUMAL et al., 2023). Neste
sentido, a associacdo entre os sintomas da Covid Longa e a presenga de marcadores
inflamatdrios como citocinas, particularmente as interleucinas 4, 6, 8 (IL-4; IL-6; IL-8) ¢ TNF
alfa vém sendo demonstrada, indicando que estes podem penetrar a barreira hematoencefalica
gerando uma neuroinflamagdo do SNC (MALTEZOU; PAVLI; TSAKRIS, 2021b; VAN
KESSEL et al., 2022).

Acredita-se que a COVID-19 seja uma doenga associada a uma inflamacao sistémica
que pode comprometer o sistema hematoencefalico barreira e desencadear uma resposta
neuroinflamatéria maciga, manifestada por astrogliose reativa e ativagao microglial. Esta
hipdtese ¢ sustentada pela acdo do sistema nervoso simpatico promover respostas pro-
inflamatorias, via liberagdo de catecolaminas e estimulagdo beta-adrenérgica. A persisténcia da
reagdo glial inflamatdria , com ou sem uma resposta autoimune direcionada ao SNC, poderia

contribuir para os efeitos gerais do SNC com sintomas como fadiga, dores de cabeca e prejuizos
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cognitivos (ex. perda de memoria, falta de concentragdo e névoa cerebral) (DING et al., 2004;

“Perumal et al. - 2023 - Long COVID a review and proposed visualization of.pdf”, [s.d.]).

A ampla diversidade dos sintomas envolvidos na Covid Longa tém sido bem
documentados (LOPEZ-LEON et al.,, 2021). A severidade dos déficits parecem estar
relacionados a gravidade dos sintomas na fase inicial da doenca (HAMPSHIRE et al., 2021;
JAYWANT et al., 2021). A fadiga ¢ o sintoma mais comum (17-52%) seguido pela dispnéia
(37%), dor toracica (16%), tosse (14%), além de dor de cabeca, distirbios do sono. Sintomas
neuropsiquiatricos (ex. dor de cabega, alteracdes do sono , déficitis de atencdo e memoria,
ansiedade e depressdo) também sdo relatados por esses pacientes (CARES-MARAMBIO et al.,
2021; LOPEZ-LEON et al., 2021; MALIK et al., 2022).

Fadiga pos-Covid

O termo fadiga pode ser utilizado para definir uma sensagao subjetiva de cansago mental
ou fisico causado por um esfor¢o (mental ou fisico), atividade sustentada, privacdo de sono ou
por alguma condi¢ao de satde. Outro uso do termo “fadiga” refere-se a incapacidade de realizar
tarefas fisica ou mentais devido ao esgotamento dos recursos mentais ou fisicos. A fadiga, pode
ainda, ser empregada para expressar uma angustia resultante da exposi¢ao prolongada a um

conjunto aversivo de circunstancias (MICHIE; WEST; HARVEY, 2020; PHILLIPS, 2015).

A fadiga ¢ o sintoma mais frequente (17-52%) entre as sequelas persistentes da Covid
Longa (DOMINGO et al., 2021; SCHOU et al., 2021; TOWNSEND et al., 2021). Apesar do
consenso na literatura sobre a alta prevaléncia, a sua conceitualizacdo assim como oS
mecanismos fisiopatoldgicos subjacentes permanecem inconclusivos. No entanto, a fadiga pos-
Covid apresenta similaridades com outras condi¢des clinicas como a esclerose multipla e a
sindrome da fadiga cronica (CFS, do inglés chronic fatigue syndrome) ou encefalomielite
(WONG; WEITZER, 2021) permitindo fazer conjecturas clinicas. A revisdo sistematica
conduzida por Wong e Weitzer indica um elevado grau de similaridades entre a fadiga pos
Covid e a fadiga encontrada na CFS no que tange os sintomas (fadiga, redugdo das atividades
de vida diaria e mal estar pos esfor¢o) e o manejo das mesmas (WONG; WEITZER, 2021). A
CFS ¢ uma condicao clinica caracterizada por uma sensa¢do de cansago persistente € nao
justificada e seus sintomas incluem : cansago grave e incapacitante, dor musculo-esquelética,
altera¢do do sono, dor de cabega e déficits atencional e mnésico. O termo encefalomielite (do
inglés — “myalgic encephalomyelitis” (ME), também ¢ frequentemente usado para designar a

mesma condicao (TANAKA; ISHII; WATANABE, 2013). Ainda ndo esta bem estabelecido
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se os pacientes com Covid Longa apresentam maior predisposi¢ao a desenvolverem CFS devido

a limitagao dos estudo com PASC em relacao a duragdo da doenga.

De acordo com Rudroff et al., a fadiga relacionada a Covid Longa ¢ caracterizada como
“uma redugdo da performance fisica e/ou mental” (RUDROFF et al., 2020). Alguns estudos
indicam que esta condi¢ao pode ser o resultado de diversos fatores incluindo modificagdes nos
aspectos centrais, periféricos (ex. fraqueza da musculatura respiratéria, descondicionamento)
e/ou psicologicos devido a infecgao pelo SARS-COV-2 (ALHUMAYN et al., 2022;
RUDROFF et al., 2020). Os aspectos centrais parecem ser associados ao fator neuroinvasivo
da COVID-19 que podem desencadear alteracdes nos: niveis de neurotransmissores (ex.
dopamina, serotonina); na excitabilidade neuronal intrinseca; podendo gerar processos
inflamatoérios, desmielinizagdo, entre outros. Ela também pode ocorrer em decorréncia dos
fatores periféricos envolvidos na infec¢ao devido a sua capacidade de infectar os mais diversos
tecidos como os musculos esqueléticos. Este acometimento ocorre devido a sua vulnerabilidade
ao virus via ACE2. Observa-se que, a invasdo viral pulmonar ativa diversos leucocitos que
liberaram uma cascada de citocinas como a IL-6 que favorecem a perda do equilibrio
homeostatico muscular favorecendo a perda de massa e consequemente a fadiga. Além disso,
esta pode ser influenciada pelos fatores psicoldgicos. De fato, muitas pessoas que se queixam
de fadiga estdo inseridas em ambientes onde o estresse, a ansiedade, a depressdo e o medo se

fazem presentes em permanéncia (RUDROFF et al., 2020).

Este contexto evidencia que esta condi¢do faz referéncia a uma sensacdo de cansaco,
exaustdo ou falta de energia, que pode ser fisica, cognitiva ou emocional, com intensidade e
duracdo variaveis, afetando negativamente a sensacdo de bem-estar ¢ qualidade de vida do
individuo; o que elucida a necessidade de de cuidados especificos (ALHUMAYN et al., 2022;
HERRERA et al., 2021). Esses achados podem ser confirmados por mudancas anatomo-
funcionais. Estudos preliminares tém demonstrado que pacientes com fadiga, pds infec¢ao pelo
SARS-CoV2, apresentam anormalidades na excitabilidade neurofisioldgica cortical (ORTELLI
et al., 2021, 2022).

Alteracdes corticais associadas a Covid Longa

Alteragdes estruturais e funcionais sdo observadas nesta populacdo nos meses que
sucedem a fase aguda da doenca (BISPO et al., 2022; KREMER et al., 2020; LAMBRECQ et
al., 2021; NIGUET et al., 2021; RUDROFF et al., 2020). Um estudo longitudinal observou
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mudancas microestruturais na substancia branca em pacientes com 97 dias de pos-infecc¢ao por
COVID-19. Em comparagdo com o grupo controle, os individuos infectados pela Covid
apresentavam reduc¢do da densidade de fibras de tratos de regides de associagdo, projecao,
comissurais, mas nenhuma mudanca significativa na substancia cinzenta (espessura cortical ou
volumes subcorticais e limbicos) (BISPO et al., 2022). Os pesquisadores encontraram, ainda,
correlacdo entre as mudangas micro-estutrurais cerebrais com a severidade da fadiga e testes de
memoria visual em uma amostra predominantemente nao hospitalizada. Esses achados
fornecem evidéncias para possiveis substratos cerebrais subjacentes aos sintomas causados pelo

SARS-CoV-2 durante a recuperacao de médio a longo prazo.

Outros instrumentos de avaliagdo tém sido sugeridos na tentativa de compreender as
mudancas cerebrais fisiopatologicas em pacientes em fase tardia da COVID-19. Fontana et al.
(2020) propoe a utilizagdo da tomografia por emissao de positrons (TEP) (FONTANA et al.,
2020). Através do rastreio de radiomarcadores, como o [18F]fluorodeoxyglucose (**F-FDG), a
TEP ¢ capaz de identicar regides cerebrais afetadas, presenca de células especificas e mudangas
metabolicas cerebrais. Pacientes com sintomas e queixas funcionais persistentes demonstram
hipometabolismo continuo de '®F-FDG-PET em diversas regides do cérebro, principalmente
em areas fronto-centro-parietais associadas com alteragdes: cognitivas, de sono e vigilia, de
olfato ¢ memodria (RUDROFF; WORKMAN; PONTO, 2021). No entanto, esses achados
divergem entre os estudos. O estudo de Benedetti et al. (2021) identificou uma associagao entre
a severidade de sintomas psicopatoldgicos como a ansiedade e a depressao com modificagdes
do volume da substancia cinzenta nas regides do cortex cingular anterior e nas areas BA, 24 ¢
32 de Broadmann e da Insula. Os autores sugerem ainda, que a conectividade em repouso de
regides fronto-parietais estariam associadas com a presenga de marcadores inflamatorios e das
alteracdes mencionas anteriormente (BENEDETTI et al., 2021). Esses achados sao
confirmados por outros estudos que observaram a presenca de lesdes cerebrovasculares,
anormalidades na perfusdo cerebral, lesdes citotoxicas e da substdncia branca em regides
frontotemporais (KREMER et al., 2020; NIGUET et al., 2021; RUDROFF; WORKMAN;
PONTO, 2021) e ganglios da base (LAMBRECQ et al., 2021).

As evidéncias supracitadas ndo corroboram com os achados de Cecchetti e et al.. Estes,
ndo identificaram nenhuma diferenca estatisticamente significante em relacdo ao volume
cerebral total, ou da massa branca ou cinzena ao comparar individuos com Covid Longa com
sujeitos saudaveis (CECCHETTI et al., 2022). Mesmo diante da preservagdo “estrutural”, estes
pacientes podem apresentar alteragdes da atividade cerebral (NIGUET et al., 2021). Ao avaliar
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90 pacientes com sintomas tardios da Covid-19, Furlanis e et al. (2023) observou que 65% dos
pacientes apresentava anormalidades do EEG caracterizadas pela desaceleragao da atividade
elétrica cerebral, mesmo diante da auséncia de anormalidades ao exame de ressonancia
magnética (FURLANIS et al., 2023). Na tentativa de identificar estes déficits, o EEG tém sido

utilizado como ferramenta de investigagao.

Mudangas eletrofisiologicas associadas a Covid Longa

Diante da divergéncia dos achados em neuroimagem, diversas investigagdes tém
direcionado sua atengdo a andlise eletrofisioldgica de pacientes que foram infectados pela
COVID-19. Neste sentido, o EEG parece ser uma ferramenta vantajosa com alta sensibilidade,
excelente resolucao temporal, segura e eficaz comparada a outros exames de neuroimagem
como a RM e a TC (GELISSE et al., 2020). Sua utilizagdo se estende do diagnéstico ao
prognostico e a sua eficacia vém sendo reportada no manejo de diversas condi¢des clinicas

(CECCHETTTI et al., 2022; COSTA et al., 2023; DAUWELS et al., 2010; FINNERTY, [s.d.]).

O sinal eletroencefalografico reflete o somatdrio da atividade sincrona de milhares ou
milhdes de neurbnios que tém orientacdo espacial semelhante. Mais especificamente, a
atividade das ondas captadas no EEG ¢ causada pelo fluxo de corrente resultante das mudangas
lentas no potencial de membrana neuronal que sdo ocasionadas pelos potenciais pos-sindptico
excitatorio (EPSP) e pos-sinaptico inibitério (IPSP) durante o potencial de acdo (GOMES,
2015). No EEG convencional, o registro ¢ obtido colocando eletrodos (geralmente de cloreto
de prata) no couro cabeludo (preparado com uma leve abrasao para reduzir a impedancia criada
pela pele) com um gel ou pasta condutora. A assembleia geral da Federagao Internacional de
Neurofisiologia Clinica recomenda o uso do Sistema Internacional 10-20 para realizacdo de
EEG, que utiliza intervalos padronizados de 10% ou 20% para o posicionamento dos eletrodos
(Figura 1A). Os sinais sao medidos usando um amplificador diferencial para ampliar a
diferenca entre as voltagens em dois eletrodos. Muitas vezes esse sinal ndo tem origem cerebral
podendo advir de outros tecidos bioldgicos ou ndo bioldgicos. Esses sinais sdo chamados de
artefatos e devem ser considerados e excluidos da interpretacao dos dados. Atividade do EEG
demonstra oscilagdes expressas em forga/poténcia em bandas de frequéncias (delta, teta, alfa,
beta e gama) (Figura 2B) de uma rede de neuronios (FEYISSA; TATUM, 2019;
MACDONALD, 2015; MAYO Covid LongaINIC COLLEGE OF MEDICINE, ROCHESTER,
MINNESOTA et al., 2016).
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Figura 1A. Sistema Internacional 10-20 de localizagdo e aplicagdo de eletrodos. B. Bandas de
frequéncia do obtidas durante a aquisicao dos dados eletroencefalograficos

Fonte: Adaptado de Feyissa e Tatum (2019)

Importante enfatizar, que nem todas as bandas de frequéncias desempenham a mesma
funcdo. Por exemplo, oscilagdes delta podem ser normais durante um sono, mas ser um
marcador patoldgico na condicdo de vigilia. Assim, sendo a analise das bandas de frequéncias
e seus correlatos clinicos devem considerar a condi¢ao na qual o individuos est4d submetido e a

localizagdo cortical de interesse (FREEMAN; QUIROGA, 2013).

Ritmo delta (<3.5 Hz) :

Ritmo caracteristico dos estagios de sono profundo. Dependendo da sua morfologia,
localizagdo e ritmicidade, oscilagdes de delta podem ser consideradas normais (ex. sono de
ondas lentas) ou patoldgicos (ex. tumores cerebrais) (FEYISSA; TATUM, 2019; MAYO
CLINIC COLLEGE OF MEDICINE, ROCHESTER, MINNESOTA et al., 2016).

Ritmo teta (4-7.5 Hz) :

Banda de frequéncia tipicamente presente durante o sono profundo. Na condicdo de
vigilia, a elevada atividade de teta ¢ considerada anormal e prejuizos cerebrais como epilepsia
devem ser considerados (FEYISSA; TATUM, 2019; MAYO CLINIC COLLEGE OF
MEDICINE, ROCHESTER, MINNESOTA et al., 2016).

Banda de frequéncia alfa (8-13 Hz) :

26



Banda de frequéncia geralmente presente na regido occipital, também conhecido como
ritmo posterior dominante, quando o individuos est4 de olhos fechados na condi¢do de vigilia
relaxada e auséncia de atividade mental. ritmo alfa ¢é reativo, atenuando-se em amplitude e
frequéncia, sendo geralmente abolido na condig¢ao olhos abertos. Observa-se uma reducao da
amplitude de alfa anteriormente onde predomina a atividade beta de baixa voltagem (FEYISSA;
TATUM, 2019; MAYO CLINIC COLLEGE OF MEDICINE, ROCHESTER, MINNESOTA
et al., 2016).

Ritmo beta (14-30 Hz) :

Ritmo nado reativo caracterizado pela sua baixa amplitude. Presente na condigdo de
vigilia, podendo persistir ou aumentar no estagio de sonoléncia, ¢ diminuir no sono profundo.
Apresenta distribuicdo fronto-centro-temporal, sendo associada a fun¢des do cortex sensorio-
motor. Este ritmo pode ser evidenciado, em amplitude, sob condi¢des que envolvem calculo
mental ou expectativa. Além disso, o uso de drogas como benzodiazepinicos, também pode
gerar o aumento da amplitude de ritmo beta (FEYISSA; TATUM, 2019; MAYO CLINIC
COLLEGE OF MEDICINE, ROCHESTER, MINNESOTA et al., 2016).

No que concerne a COVID-19, estudos precedentes indicam que pacientes em fase
aguda da COVID-19 apresentam elevado indice de anormalidades nos achados
eletroencefalograficos (ANTONY; HANEEF, 2020; CHOUGAR et al., 2020), sendo que a
severidade destas alteragdes parece estar associada a saturagdo de oxigénio na admissdo
hospitalar (ANTONY; HANEEF, 2020; CECCHETTI et al., 2022); a condi¢do neurolédgica
prévia e a necessidade de ventilagdo mecanica durante a internagcdo (PETRESCU; TAUSSIG;
BOUILLERET, 2020). A maioria das alteragdes sdo de ordem focal, se concentram na regido
frontal (ANTONY; HANEEF, 2020; CANHAM et al., 2020; NIGUET et al., 2021) ¢ sao
caracterizadas pela presenca de ondas delta ritmicas periodicas (difusas ou locais) (NIGUET et
al., 2021). Acredita-se que esta predilecdo localizacional esteja relacionada com o mecanismo
neuroinvasivo da COVID-19 que ascende o SNC invadindo preferencialmente o bulbo olfativo

e regides orbito-frontais pela facilitacdo do receptor ACE-2 (ANTONY; HANEEEF, 2020).

Alguns estudos sugerem que o SARS-Cov2 predisporia o desenvolvimento de uma
encefalopatia difusa. Esta afirmagdo seria embasada pela presenga de anormalidades
eletroencefalograficas (GELISSE et al., 2020; PETRESCU; TAUSSIG; BOUILLERET, 2020)
como: lentificagdo difusa no baseline, presenca de descargas periddicas e de descargas

epilépticoformes, convulsdes e estados epilépticos (ANTONY; HANEEF, 2020). Antony e
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Haneef (2020) sugerem que esses achados evidenciam ndo sé a inespecificidade da
encefalopatia como a existéncia de uma irritabilidade cortical. Outros estudos corroboram com
esses achados (CANHAM et al., 2020; PETRESCU; TAUSSIG; BOUILLERET, 2020) porém,
diferentes interpretacdes sao encontradas para tal. Enquanto alguns autores associam estas
anormalidades a presenca de uma encefalite difusa causada pela COVID-19 (ANTONY;
HANEEF, 2020) outros pesquisadores defendem que eles estejam associados ao padrao
predominante em pacientes comatosos, ou aos efeitos de hipdxia, sepsis, convulsdes prévias ou
desasjustes metabolicos (CANHAM et al., 2020; NIGUET et al., 2021). Estas divergéncias
podem estar associadas as condigdes clinicas sob as quais os pacientes sdo avaliados. De fato,
fatores como nivel de consciéncia, existéncia de doencas neurologicas prévias, administracao

de sedativos podem infuenciar na interpretacdo dos dados neurofisiologicos.

Os atuais dados eletroencefalograficos de pacientes com Covid Longa sdao limitados e
oriundos principalmente de estudos com pacientes em fase aguda, dificultando a compreensao
dos mecanismos subjacentes a fase tardia da doenca. Um estudo reportou a presenca de
comprometimento no desempenho executivo, reducdo na qualidade de vida fisica e sintomas
de transtorno de estresse poés-traumdtico 12 meses apds a alta hospitalar em pessoas
previamente admitidas no hospital por infec¢gdo por COVID-19. De acordo com os achados, os
pacientes com Covid Longa seriam caracterizados por modificagdo dos geradores corticais de
fusos do sono em comparagdo com o grupo de controle controle. Essas observagdes tem
importante relevancia, considerando que esses gerador sdo considerados como importantes
biomarcadores cognitivos (RUBEGA et al., 2022). De fato, as evidéncias, disponiveis na
literatura, sugerem que esses pacientes com Covid Longa, em especial aqueles que apresentam
déficits cognitivos, apresentam: aumento na densidade de corrente na banda de frequéncia delta
nas regides frontal e centro-parietal bilateralmente; reducao dos indices de conectividade entre
as regioes frontal e parieto-occipital esquerda, frontal e centro-temporal direita e entre as
regides frontal direita e centro-temporal esquerda. Uma analise exploratéria longitudinal,
observou que a densidade da fonte para a banda delta era significativamente superior no grupo
Covid Longa nas regioes frontal direita e esquerda, e centro-temporal direita e esquerda apds
dois meses de alta hospitalar quando comparados com sujeitos saudaveis (CECCHETTI et al.,

2022).

Na tentativa de superar esta lacuna do conhecimento e gragas as semelhancas de
caracteristicas da Covid Longa com outras condi¢des clinicas (ex. CFS, esclerose multipla)

correspondéncias eletrofisiologicas podem ser conjecturadas (WONG; WEITZER, 2021;
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WOSTYN, 2021). Em investigagdes com pacientes com CFS, Zinn e et al. (2019) observaram
: redugdo do poder espectral da banda alfa na regido parietal bilateralmente e no lobo temporal
posterior quando os pacientes foram comparados com individuos saudaveis. Além disso, os
autores identificaram hipoativagdo global do sistema nervoso central, caracterizada pelo
aumento da densidade de corrente na banda de frequéncia delta e redugcdo da banda de
frequéncia beta em areas cerebrais frontais. Estes achado foram associado com medidas fadiga

auto-relatada (ZINN et al., 2018; ZINN; ZINN; JASON, 2016).

Observagdes semelhantes sao encontradas em estudos eletrofisioldgicos com pacientes
com esclerose multipla e em investigagdes que comparam esta populacdo com individuos
saudaveis. Ao comparar a atividade cortical de dois fenotipos da esclerose multipla com
individuos saudaveis, Babiloni e et al. (2016) observaram uma reducdao generalizada da
densidade de poténcia alfa, elevadas amplitudes no espectro de poténcia de delta nas regides
frontais e reducdo das bandas de frequéncias de frequéncia mais elevadas (beta) nas regides
temporo-parietais. Nenhuma correlagdo foi encontrada entre os instrumentos clinicos de
avaliacdo da fadiga e os achados eletrofisiologicos (BABILONI et al., 2016) contradizendo os
achados de Buyukturkoglu e et al. (2016) que testemunharam correlagdo positiva entre os niveis

de fadiga e conectividade funcional em repouso. (BUYUKTURKOGLU et al., 2017).

Apesar das divergéncias nos achados acima, os dados supracitados ilustram a vasta
utilizacdo do EEG como ferramenta de diagnostico. Embora ele apresente algumas limitagdes,
como a dificuldade em interpretar as informagdes espaciais e a varia¢ao individual na atividade
cerebral, ele se apresenta como um potencial biomarcador de diagndstico e de predicao do
prognoéstico terapéutico em diversas condigdes clinicas, como acidente vascular cerebral
(AVC), epilepsia , traumatismo craniano e esclerose multipla (CHEN; MING, [s.d.]; FOONG
et al., 2020; LEOCANI et al., 2001). Por exemplo, o EEG tem sido usado para prever o risco
de convulsdes e a probabilidade de recuperacao funcional de pacientes com AVC ap0s a terapia

trombolitica (AJCEVIC et al., 2021)

Embora o EEG seja amplamente usado, até o momento, os dados na literatura sobre sua
utilizacao no estudo dos sintomas prolongados da Covid-19 e informacgdes sobre os correlatos
neurofisioldgicos envolvidos na doenga permanecem limitadas. E importante ressaltar, que esta
¢ uma condicdo multifacetada e desafiadora devido a complexidade e diversidade de seus
efeitos a médio e longo prazo, o que pode sobrecarregar o sistema de saude em todos os seus
niveis de atencdo. Assim sendo, considerar os aspectos individuais e pessoais do paciente
através da identificagdo e do estabelecimento de marcadores neurofisiologicos confidveis e
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econOmicos € uma estratégia imperiosa com repercussdes importantes considerando as

perspectivas clinicas, psicossociais e politicas de protecdo a saude.

O EEG ¢ a representacdo em 2D do volume de conducgao (realidade 3D). Presente na
distribuicdo especifica de campos elétricos no cortex cerebral, o EEG ¢ resultado da atividade
sincrona de uma populacdo de grandes neurdnios piramidais verticalmente orientados.
(MACDONALD, 2015). Alteragdes na distribui¢do do potencial da superficie do couro
cabeludo podem ser registradas e usadas para avaliar a dindmica espacial e temporal da
atividade eletrofisiolégica cerebral através de uma andlise complementar do sinal

eletroencefalografico conhecida como anélise de EEG-MS.

EEG Microestados e analise da dinidmica cerebral

O EEG ¢ um potente método de avaliagao neurofisiologica com alta resolucao temporal.
Diversas abordagens analiticas t€ém sido propostas para quantificar e evidenciar diferentes
caracteristicas da atividade oscilatoria cortical assim como os papéis funcionais que elas
desempenham (ESPOSITO; BORTOLETTO; MINIUSSI, 2020; ZINN et al., 2018). O desvio
ou oscilagdo da voltagem tem relagdo com a ativacao de uma rede neural que esta sendo ativada
naquele momento (COLON; HOMMES; DE WEERD, 1981; MANTINI et al., 2007). E, a
andlise de microestados permite a identificagdo desses padrdes através da andlise do sinal

eletroencefalografico.

A atividade cerebral global pode ser descrita pela poténcia de campo global (GFP), que
¢ a raiz da média das diferengas de potencial ao quadrado em todos os eletrodos K (ou seja, Vi
(1)) da média dos potenciais instantaneos entre os eletrodos (ou seja, Vmean( t)). (Lehmann e

Skrandies, 1980)

K
GFP= J (Z(I', () — Vinean (U)E) /K

1

O GFP representa a for¢a do campo elétrico sobre o cérebro a cada instante e, portanto,
¢ frequentemente usado para medir a resposta global do cérebro a um evento ou para
caracterizar as rapidas mudangas na atividade cerebral. Os méaximos locais da curva GFP

representam os momentos de intensidade de campo mais forte e a maior relagao sinal-ruido
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topografica. Na andlise de microestado, as topografias do campo elétrico nos maximos locais
da curva GFP sdo consideradas estados discretos do EEG, e a evolugao do sinal ¢ considerada

como uma série desses estados.

O conceito de microestados no EEG foi introduzido pela primeira vez pelo pesquisador
suico Werner K. H. Schmidt em 1937. Em seu trabalho, ele observou que o EEG apresenta
periodos de atividade elétrica cerebral organizada, que ele chamou de "paroxismos de onda
curta". Esses paroxismos foram posteriormente reconhecidos como os primeiros relatos dos

EEG-MS.

Microestados (EEG-MS) sdo topografias de potenciais elétricos registrados em uma
matriz multicanal, que permanecem estaveis por 80-120 ms, periodo que antecede a transi¢ao
rapida para uma topografia diferente. Os mapas topograficos ndo se transformam gradualmente
um no outro ou se sobrepdem no tempo. Um unico mapa permanece dominante antes de fazer
a transicdo abrupta para outra topografia (LEHMANN; OZAKI; PAL, 1987). Apesar dos
estudos iniciais de microestados se repousarem sobre a banda de frequéncia alfa, atualmente a
maioria dos estudos sdo baseados em larguras de banda maiores, como 2-20 Hz ou 1-40 Hz

(KOENIG et al., 2002; VAN DE VILLE; BRITZ; MICHEL, 2010).

Embora exista a possibilidade de identificagdo de um grande ntiimero de mapas,
geralmente 70% da varidncia topografica total pode ser representada por apenas quatro
microestados arquetipicos rotulados em “A”, “B”, “C” e “D”, que se correlacionam com a
ativacdo sincrona de redes neurais distintas (LEHMANN; PASCUAL-MARQUI; MICHEL,
2009). Esses quatro mapas tém, respectivamente, as seguintes topografias: frontal direita
esquerda-posterior, frontal-esquerda direita-posterior, frontal-occipital mediana e frontal
mediana (Figura 2) (KHANNA et al., 2015). Dados de neuroimagem funcional ¢ EEG em
repouso, com individuos saudaveis, evidenciam uma correspondéncia entre os quatro
microestados e a predominancia da ativacao de redes neurais em cada um deles (BRITZ; VAN

DE VILLE; MICHEL, 2010; MANTINI et al., 2007).
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Figura 2. Conjunto dos quatro microestados arquétipos e suas topografias. Mapa A :
topografia frontal direita esquerda-posterior; Mapa B : topografia frontal-esquerda direita-
posterior; Mapa C : topografia frontal-occipital mediana; Mapa D : topografia frontal mediana.

Fonte: Adaptado de Khanna et al. (2015)

Descobertas recentes identificaram os EEG-MS como correlatos eletrofisiologicos de
redes de estado de repouso de ressonancia magnética funcional (BRITZ; VAN DE VILLE;
MICHEL, 2010) evidenciando a presenca de uma rica e complexa fun¢do neural endégena que
nao ¢ evocada por estimulo ou tarefa. Esses achados sugerem, ainda, que este estado de repouso
ou tarefa negativa seria caracterizado pela correlacdo temporal da atividade neuronal em areas
distintas, denominada “conectividade funcional” (AERTSEN et al., 1989). Regides cerebrais
que exibem conectividade funcional parecem estar organizadas em redes discretas associadas a
funcdes distintas; entre elas estd uma série das chamadas redes de estado de repouso. Essas,
representam regides espacialmente separadas que apresentamflutuagdes espontaneas sincronas
de sinal, ou seja, mesma frequéncia de funcionamento, porém ativas no estado de repouso. Tais
flutuagdes espontaneas sao de baixa frequéncia no intervalo de flutuagdes funcionais comuns,

entre 0,01 ¢ 0,1 Hz (FRISTON et al., 1993).

Na tentativa de avaliar a relagdo entre a rapida flutuacdo dos microestados e a lenta
oscilagdo presente no estado de repouso definido pela ressonancia magnética funcional, Britz
et al. (2010) analisaram a atividade cortical de individuos saudaveis durante no estado de
repouso. A convolugdo do curso temporal dos mapas com a resposta hemodindmica funcional
permitiu a criagdo de um modelo linear que revelou a distribuicdo de quatro redes neurais

distintas. (BRITZ; VAN DE VILLE; MICHEL, 2010).

Nesta perspectiva o microestado A foi correlacionado com a ativagdo de areas temporais
(regides associadas ao processamento fonoldgico ou rede auditiva). O microestado B foi
correlacionado com d&reas visuais extra-estriadas bilateralmente. J4 para o microestado C,
houve correlagdo com o cortex cingulado anterior dorsal e com o cortex frontal inferior
bilateralmente, assim como a Insula anterior direita. Finalmente, o microestado D foi
correlacionado com areas dorsais e ventrais dos cortices frontal e parietal. A comparagdo entre
os microestados e os 15 componentes definidos pela analise tradicional de componentes
independentes (ICA) da ressondncia magnética funcional revela que cada mapa se correlaciona
preferencialmente com uma rede distinta, atribuida da seguinte forma na literatura de

neuroimagem : rede auditiva (microestado A), rede visual (microestado B), rede de saliéncia
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(microestado C), rede de atencao (microestado D). (BRITZ; VAN DE VILLE; MICHEL, 2010;
MICHEL; KOENIG, 2018).

A ressondncia magnética funcional ¢ o método convencionalmente utilizado na
avaliagdo da conectividade funcional e na identificacdao das redes cerebrais de repouso, sendo
baseado no contraste BOLD (GREICIUS et al., 2003, 2009). Apesar de todas as suas vantagens,
a ressonancia apresenta limitacdes. A comecar pela necessidade de um equipamento oneroso o
que reduz o acesso ao exame. Além disso, o fato do dispositivo ser de grandes dimensdes e
intimidante, pode ser desconfortavel para alguns participantes. Ademais, sua resolugdo
temporal ¢ limitada, o que significa que ele ndo seja capaz de capturar mudancas rapidas na
atividade cerebral. Operando em uma escala de segundos, a ressonancia magnética torna--se
inadequada para estudar processos neurais que ocorrem em milissegundos. Embora a
ressonancia magnética funcional tenha uma resolucdo espacial razoavel, ela ndo ¢ capaz de
detectar a atividade cerebral em escala de neurdnios individuais. Isso pode limitar a precisdo na
localizacdo de regides especificas do cérebro envolvidas em fun¢des complexas. Observa-se,
ainda, uma falta de especifidade do sinal, que reflete mudangas no fluxo sanguineo cerebral,
nao da atividade neuronal direta. Essa relacdo ndo ¢ linear, ¢ outras varidveis, como o
metabolismo cerebral, podem afetar a aquisicao e interpretagdo do sinal. A complexidade da
analise dos dados também ¢ considerada como uma limitagdo, pois requer expertise em
estatistica e neurociéncia. Além disso, erros na analise podem levar a interpretagdes incorretas

dos resultados (HUETTEL; SONG; MCCARTHY, 2004; LOGOTHETIS, 2008).

E importante destacar que, apesar dessas limitagdes, a ressondncia magnética funcional
continua sendo uma ferramenta relevante. No entanto, suas limitagdes devem ser consideradas
bem como a reflexdo sobre o uso de outras ferramentas mais vantajosas. Nesta perspectiva, a
utilizacdo de um método quantitativo ndo invasivo, de baixo custo, como o EEG-MS, que
permite o estudo da funcionalidade cerebral se torna de de grande relevancia cientifica e clinica.
A série temporal dos microestados tem uma sintaxe rica em informagdes. Pardmetros como :
duracao média, frequéncia, cobertura, forma topografica, amplitude, variancia explicada global
e probabilidades de transicdo apresentam de potencial relevancia neurofisiologica e serdo

explanados a seguir :

® Duragcdo média ou tempo de vida: tempo médio que um determinado microestado

permanece estavel sempre que aparece.
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® [requéncia de ocorréncia : nuimero medio de vezes por segundo que o microestado se

torna dominante durante o periodo de registro.
e (Cobertura : fragao do tempo total de gravacdo em que o microestado ¢ dominante.

e Forma topogrdfica : refere-se aos quatro mapas de microestado (A, B, C e D)

frequentemente comparada entre grupos e estados comportamentais.
o Amplitude : GFP médio durante a dominancia do microestado.

® Variancia global explicada :@ porcentagem da variancia total explicada por um

determinado microestado.

® Probabilidades de transi¢do : consideracao de que as chances de um microestado mudar
para qualquer outro ndo sdo aleatoérias, e a sequéncia de transi¢des entre os microestados

¢ potencialmente significativa.

Esses aspectos podem fornecer informagdes importantes sobre o estado e as mudangas
corticais capazes de gerar microestados em diferentes estados cognitivos € emocionais, em
individuos saudaveis e em diferentes condigdes clinicas (KHANNA et al., 2015; LEHMANN;
OZAKI; PAL, 1987). A exemplo desta premissa, € possivel observar um aumento da ocorréncia
e da cobertura do microestado B na comparagao entre as condi¢des olhos fechados e olhos
abertos em individuos saudéaveis. Outro exemplo, ¢ o aumento da ocorréncia do microestado C
durante a atividade de imagética ou meditagdo e a redugdo tanto da sua ocorréncia quanto das
suas cobertura e duragdo durante uma tarefa cognitiva. A presenca da tarefa cognitiva, ao
contrario do microestado C, implica na observac¢ao de um aumento da ocorréncia e duracao do
microestado D. Essas observagdes, provavelmente salientam a existéncia da predominancia de
operagdes cognitivas distintas em cada microestado. Neste sentido, o microestado C poderia
refletir na atencdo interna guiada, o pensamento auto-referencial ou a recuperagdo da memoria
episodica, ao passo que o microestado D estaria associado a mudanga de foco ou atencao

reflexiva (LEHMANN; PASCUAL-MARQUI; MICHEL, 2009; ZANESCO et al., 2019).

Alteragdes consistentes dos parametros dos EEG-MS tém sido encontradas em
diferentes condigdes clinicas (BALDINI et al., 2022; COSTA et al., 2023; KINDLER et al.,
2011). Um estudo com EEG-MS demonstrou que pacientes com doenga de Parkinson
apresentam redu¢do da duracdo do microestado C quando comparados com controles
saudaveis. Os autores observaram ainda, que a cobertura dos microestados B, C e D

apresentaram correlagdes de forte magnitude com desfechos ndo motores como desempenho

34



cognitivo, qualidade de vida e dose didria equivalente de levodopa (COSTA et al., 2023). Em
outro estudo, Baldini et al. (2023) avaliaram a dindmica temporal das redes neurais de repouso
em pacientes com esclerose multipla sem alteracdes cognitivas comparando com sujeitos
saudaveis na tentativa de identificar microestados especificos em cada populagdo. Os quatro
microestados canonicos foram encontrados nos dois grupos. No grupo com pacientes com
esclerose multipla observou-se um dualismo entre um padrdo sensorial aumentado e um padrao
cognitivo reduzido. Os pesquisadores observaram, ainda, que os pacientes com fadiga
apresentavam as caracteristicas temporais de dois dos quatro microestados candnicos alteradas.
Além disso, os dados dos microestados foram preditivos de parametros clinicos dos pacientes,
como duragdo e remissdo da doenca, bem como os escores neuropsicologicos de depressao
autoavaliada e fadiga cognitiva (BALDINI et al., 2022). Em outra perspectiva, Wang e et al.
(2022), ao avaliarem pacientes que sofreram AVC submetidos a reabilitagdo, observaram
correlagcdo entre a duragao do microestado A com o escore de membros inferiores da escala
Fugl-Meyer, sendo que esta correlacdo foi significantemente influenciada pela idade (WANG
et al., 2022). Esses achados evidenciam a relevancia da utilizacdo dos EEG-MS nao sé pelo seu

potencial diagnostico como auxilia na individualizagdo do tratamento.
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6 METODO

A presente dissertacdo trata-se de um estudo piloto, de cardter exploratorio,
observacional, transversal, descritivo e comparativo, envolvendo pacientes com Covid Longa
comparados a um grupo de participantes saudaveis (grupo controle - GC). Seu desenvolvimento
foi baseado na iniciativa STROBE (Padrdes Consolidados para Relatar Estudos
Observacionais. A investigacao foi conduzida de acordo com a Declaracdo de Helsinki e
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Secretaria Estadual de Satde, vinculada ao
Governo do Estado da Paraiba (nimero do parecer: 4.486.792;CAAE: 40994720.6.0000.5186).
Todos os participantes selecionados participaram de forma voluntaria e assinaram o Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE — Anexo I).

A selegdo dos participantes e coleta dos dados teve inicio entre a metade da terceira

onda epidemiologica (janeiro de 2022) e fim em outubro de 2023.
Participantes:

A amostra foi composta por 15 pacientes com idade, entre 29-74 anos, de ambos os
sexos, com diagnostico de COVID-19 confirmado pelo exame PCR (reagdao em cadeia da
polimerase) para SARS-COV-2 ou teste antigeno. O grupo controle foi composto por 15

individuos saudaveis que foram pareados por idade e sexo com o grupo controle.

Critérios de Inclusdo:
e 32412 meses de diagnostico;
e presenca de fadiga associada a infeccdo pela COVID-19 confirmada pela Escala

Modificada de Impacto da Fadiga Brasileira (MFIS-BR) (FISK et al., 1994)
Critéerios de Exclusdo :

e presenca de depressdo severa (escore superior & 30 no Inventario de Depressdo de Beck)
(SHAHID et al., 2011);

e historico de etilismo ou outra dependéncia quimica;

e presenca de doengas neurologicas prévias (ex. traumatismo craniano, acidente vascular

cerebral, epilepsia, etc)
A comparacdo dos achados eletrofisiologicos e clinicos foi realizada com 15 participantes
saudaveis, sem historicos de fadiga pos-COVID-19 ou de doencas neurologicas ou

psiquiatricas, pareados pela idade e pelo sexo.
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Medidas de rastreio

Os participantes foram submetidos a uma avaliacdo inicial de rastreio, realizada em um
unico dia, composta pelos dados sociodemogréficos (ex. sexo, idade) e clinicos sobre as fases
aguda (ex. necessidade de internagdo e/ou suporte de oxigénio) e cronica da COVID-19 (ex.
tempo de diagndstico; tipo de esquema vacinal no momento da avaliagdo). Além disso, os dados
sobre os sintomas de ansiedade, depressao e qualidade de vida foram, igualmente, coletados. A
ansiedade foi quantificada através da escala para Ansiedade de Hamilton (HAM) que ¢
composta de 14 perguntas, com um escore para cada uma delas que varia de 0 a 4, (total de 0-
56 pontos). Escore maiores refletem maior grau de ansiedade do paciente. Ela permite tanto a
quantificagdo da intensidade da experiéncia ansiosa, como a avaliacdo das respostas aos
tratamentos propostos (MAIER et al., 1988). Os sintomas de depressdo forma avaliados pelo
Inventario de Beck. Este instrumento trata-se de um questiondrio de autorrelato para avaliar a
gravidade dos sintomas de depressao em adultos e adolescentes. Ele ¢ composto por 21
perguntas acompanhadas por quatro declaragdes de sintomas, classificadas por intensidade. A
pontuacao total reflete a gravidade da depressdo, variando de 0 a 63 (SHAHID et al., 2011). E
finalmente, a qualidade de vida foi mensurada da versdo em portugués abreviada da escala
World Health Organization Quality of Life (WHOQOL), composta por 26 questdes que buscam
avaliar: a qualidade de vida de modo geral, a satisfagdo com a propria saude; além da satisfagdo
nos dominios fisico, psicologico, das relagdes sociais e meio ambiente. Este instrumento que ¢
utilizado tanto para populagdes saudaveis como para populagdes acometidas por agravos e

doencas cronicas (THE WHOQOL GROUP, 1998)

Desfecho Primario

A andlise do poder espectral foi considerada como desfecho priméario. O poder espectral
(mV?) foi calculada para as seguintes bandas de frequéncia : teta (4-8 Hz), alfa (813 Hz), beta
(13,5-30 Hz). Os eletrodos situados nas regides frontal (Fpl, Fp2, F3, F4, F7, F8), temporal
(T3, T4, TS5, T6), central (C3, C4, Cz), and parieto-occipital (P3, P4, P7, P8, O1, O2) foram
considerados. Utilizando como referéncia investigagdes precedentes, as regides frontal, central,
temporal e temporoparietal foram consideradas como regides de interesse a serem investigadas
devido sua relacgdo com os niveis de fadiga em diversas condi¢cdes clinicas

(BUYUKTURKOGLU et al., 2017; KOPANSKA et al., 2021; LEOCANI et al., 2001).

Coleta e analise dos dados eletrofisiologicos em repouso
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Aquisi¢do e registro do EEG

A atividade elétrica cortical foi mensurada através do aparelho de EEG Emotiv EPOC
Flex. Este, trata-se de um dispositivo multicanal, de alta resolu¢do, sem fio, composto de 32
eletrodos ativos de Ag/AgCl, que foram posicionados no escalpo de acordo com o Sistema
Internacional 10-20, tendo os canais TP9 e TP10 como eletrodos de referéncia. A fixagao dos
eletrodos ocorreu por meio de uma touca ajustavel e de gel eletrocondutor a fim de otimizar o
contato com o couro cabeludo. Foi utilizada uma taxa de amostragem de 1024 Hz e a
impendancia foi mantida abaixo de 25kQ durante o registro. Considerando que a populagdo
estudada frequentemente apresenta sintomas de fadiga, a coleta teve duracdo de 4 minutos ao
total nas condigdes olhos abertos (dois munutos) e olhos fechados (dois munutos), em ambiente
com controle sonoro ¢ luminoso, com o participante sentado com os pés apoiados. Todos os
participantes foram orientados a se abster de substancias psicoativas ou com cafeina por pelo

menos quatro horas antes da coleta.
Processamento e andlise dos dados do EEG quantitativo

O registro e o armazenamento dos dados foram realizados com o EmotivPro Analyzer
(versao 1.8.1), que possui pré-processamento de dados de EEG embutido, incluindo um filtro
passa-alta de 0,2 Hz e um filtro passa-baixa de 45 Hz, digitaliza¢ao a 1.024 Hz e filtragem
usando um filtro sinc digital de quinta ordem e downsampling para 128 Hz. Este pré-
processamento consiste nas seguintes etapas : aplicagdo dos filtros passa-alta e passa-baixa;
remogao de artefatos biologicos e ndo bioldgicos e segmentacdo em segmentos de tamanho
igual a 10 segundos sem sobreposicao; Transformada Répida de Fourier (méaxima resolugao,

saida do sinal em decibéis (10*log10; poténcia espectral por Hertz) e janela de Hanning.

A extracdo do processamento geral de EEG off-line, a identificagdo e limpeza de outliers

foram realizado usando o EmotivPro Analyzer e o Python, respectivamente.
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Desfechos Secundarios

Os desfechos secundarios foram compostos pelo nivel de fadiga e pela analise dos EEG-

MS.
Fadiga :

A fadiga foi avaliada através da Escala Modificada de Impacto da Fadiga Brasileira
(MFIS-BR) (FISK et al., 1994). Desenvolvida por Fisk e et al., esta escala ¢ baseada em
entrevistas com pacientes com esclerose multipla sobre o impacto da fadiga em suas vidas
(FISK et al., 1994). Ela é composta por 21 itens, estratificados em trés dominios: dominio fisico
(10 itens), dominio cognitivo (9 itens), e dominio psicossocial (2 itens) (PAVAN et al., 2007).
O participante deve pontuar cada item de 0-4 (O=jamais e 4= quase sempre) tendo como base
as ultimas 4 semanas. O escore total varia de 0 a 84, sendo que as subscalas fisica, cognitiva e

psicossocial variam, respectivamente entre : 0-36; 0-40 e 0-8.
Microestados do EEG

O processamento dos dados do EEG foi realizado no software EmotivPro Analyzer
(versdo 1.8.1) de acordo com as seguintes etapas e parametros: (1) reducdo da taxa de
amostragem para 256 Hz; (2) filtragem com passa alta de 2 Hz e passa baixa 20 Hz; (3) inspecao
e exclusdo manual dos artefatos; (4) corre¢do de movimento ocular utilizando a analise de
componentes independentes; (5) segmentacdao em trechos de dois segundos de duragao com
sobreposi¢ao de 10% (KINDLER et al., 2011; KOENIG et al., 2002; MICHEL; KOENIG,
2018; MILZ et al., 2016).

A andlise dos EEG-MS foi realizada através do software EmotivPro Analyzer
(KOENIG et al., 2002). Os dados foram foram submetidos aos seguintes processamentos: (1)
determinagdo da poténcia global (global field power, GFP); (2) clusterizacdo utilizando k-
médias dos mapas topograficos dos picos do GFP; (3) determinagdao do nimero 6timo de mapas
topograficos utilizando um critério pré-determinado dos quatro mapas “classicos” (A, B, C e
D); (4) aplicacdo dos mapas topograficos definidos ao sinal do EEG por meio de correlagao
espacial; (5) classificacdo do dado continuo do EEG de acordo com o mapa topografico com o
qual determinado trecho apresenta maior correlagdo. Para cada um dos quatro mapas
topograficos foram calculados e extraidos os seguintes parametros: variancia global explicada,
cobertura (percentual do tempo total de registro em que o microestado ¢ dominante), a

ocorréncia (nimero médio de vezes por segundo que o microestado se torna dominante durante
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o periodo de registro), e a duragdo (tempo médio que um microestado permanece estavel em

milissegundos). Esses dados foram utilizados como medidas de desfecho para as analises.
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Analise Estatistica:

Todas as anélises foram realizadas com o GraphPad Prism software versao 8.0 para Mac
(GraphPad Software, San Diego, CA, USA). A aceitacio de HI1 e refutacdo de HO foi
considerada quando considerado p<0,05, sugerindo significAncia estatistica. Esta foi

determinada apos a aplicacdo da correcdo pelo método de Bonferroni.

O teste de Shapiro-Wilk foi utilizado para avaliar a normalidade quanto a distribuicao
dos dados. Foi utilizada estatistica descritiva para a descricdo das caracteristicas clinicas e
sociodemograficas, sendo apresentadas em frequéncias e porcentagens para variaveis
categoricas e em médias e desvios-padrao foram calculados para as varidveis continuas. A
comparacao das caracteristicas entre grupos foi executada usando o teste Chi-quadrado para as

variaveis categoricas e teste t independente para as variaveis continuas.

A utilizagdo dos testes paramétricos foi condicionada a distribui¢cdo normal dos dados.
A comparacao do poder espectral entre grupos foi realizada utilizando a média dos eletrodos
que compoe cada regido. Nesta perspectiva na condicao olhos abertos, a comparagao do poder
espectral entre grupos foi realizada através de Mann-Whitney para as bandas de frequéncia teta
e alfa, respectivamente, nas regides temporal e central, ao passo que o teste t independente foi
aplicado para analise das bandas de frequéncia alfa e beta das regides frontal e temporo-parietal.
Ja na condic¢ao olhos fechados, foi utilizado o teste de Mann-Whitney apenas na comparagao
entre grupos do poder espectral da banda de frequéncia teta e alfa, respectivamente das regides

temporal e central.

A comparagao entre grupos para o escore total e os subdominios da fadiga foi realizada

através do teste t independente.

A analise da correlacdo entre as caracteristicas do EEG e o escore total ¢ seus
subdominios da MFIS dos pacientes com CL, foi conduzida pela andlise de correlagdo de

Pearson ou de Spearman a depender da normalidade dos dados.

O tamanho de efeito foi calculado como a divisao da diferenga das médias entre grupos
pela raiz quadrada de ASD? (diferenga do desvio padrio entre grupos ao quadrdo), sendo a
média obtida ao realizar o teste de Mann Whitney ou test t a depender da normalidade do dados.
O tamanho da amostra do estudo. O tamanho de efeito (ES) foi interpretado como sendo
pequeno se d for de 0,20 — 0,49, médio se for de 0,50 — 0,79 e grande se for de 0.80 — 1.19 ¢
muito grande se for superior a 1.20 (ELLIS, P.D., 2009).
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Uma andlise preliminar de correlacdo foi realizada entre os parametros de cada
microestados na tentativa de minimizar as multiplas comparagdes. Nesta perspectiva, observou-
se uma correlagdo significativa de moderada a forte entre os parametros dos microestados sendo
optado por utilizar a ocorréncia dos microestados A, B, C e D; e a duragao do microestado D

na analise correlagdo com os desfechos clinicos de fadiga em ambas as condigdes .
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7 RESULTADOS

A amostra do presente estudo foi composta pelo grupo Covid Longa e pelo grupo
controle. Quinze participantes (dois homens e 13 mulheres) com idade média de 41.87 £8.98
anos, compuseram o grupo Covid Longa. O grupo controle foi composto, igualmente, por 15
individuos e com idade média de 46.53 +15.43 anos, sendo pareados com o grupo Covid Longa
em sexo ¢ idade. As caracteristicas clinicas e sociodemograficas dos participantes sao

apresentadas na Tabela 1.

No que se refere as caracteristicas clinicas, o grupo Covid Longa apresentou prejuizos
clinicos significantemente superiores quando comparado ao grupo controle. Neste sentido, os
pacientes com Covid Longa foram caracterizados pela presenca de fadiga; ansiedade moderada,
depressdo leve e um empobrecimento da qualidade de vida. No momento da avaliagdo os
pacientes tinham 71 (45-273) dias de tempo de doenca, 86.7% estavam vacinados com pelo
menos uma dose da vacina contra COVID-19 e 93.33% nao necessitaram de internagdo na fase

aguda da doenga.

43



Tabela 1. Caracteristicas sociodemograficas e clinicas dos participantes.

Grupo
Covid Longa Controle
(n=15) (n=15)
Media [DP]
Media [DP] p-valor
Caracteristicas Sociodemograficas Mediana [IC]
‘Idade® , a. 41,87 [8,98] 46,53 [15,43] 0,32
Mulheres®, No. [%] 13 [86,67] 13 [86,67] 0,99
Caracteristicas Clinicas
MFIS Total 58,53 [11,02] 25,67 [13,73] 0,0001*
MFIS Cognitivo 27,93 [5,77] 9,73 [6,89] 0,0001*
6,00 [2,00 —
MFIS Fisico 24,80 [6,41] 17,00] 0,0001*
MFIS Psicossocial 5,80 [1,70] 3,00 [1,00-10,00] 0,336
HAM 25,20 [9,01] 10,13 [7,47] 0,0001*
Inventario de Beck 18,27 [7,04] 9,26 [6,31] 0,0010%
WhoQoL-Bref 79,67 [6,55] 90,80 [10,15] 0,0016*

* Estatisticamente significante

a = anos; DP = desvio padrio; No. Ou n = nimero de participantes; MFIS = Escala de Fadiga
Modificada; HAM = Escala de Ansiedade de Hamilton; WhoQoL = versdo abreviada da escala

World Health Organization Quality of Life.
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Analise do poder espectral

A analise do poder espectral dos grupos Covid Longa e controle nas condi¢des olhos
abertos e fechados estd representada na Figura 3 e sumarizada no Apendice 1. Na condicao
olhos abertos, os pacientes com Covid Longa foram caracterizados por um poder espectral
significantemente superior em todas as regioes avaliadas quando comparados ao grupo controle.
Para regido temporal a banda de frequéncia teta apresentou valores maiores que o grupo
controle (0.60 pV? [£0.17] vs. 0.43 uV? [+0.14]; ES=1.1). Diferencas superiormente
significativas também foram observadas na regido frontal para a banda de beta (0.73 pV?
[£0.16] vs. 0.47 uV? [£0.18]; ES=1.5) e central para a banda de frequéncia alfa (0.74 pV?
[£0.64] vs. 0.53 uV? [+£0.24]; ES=0.4) e temporo-parietal para a banda de frequéncia beta (0.86
V2 [£0.13] vs. 0.55 pV? [£0.18]; ES=2.0). Resultados distintos foram observados na condigio
olhos fechados. Nesta condicdo o grupo controle apresentou valores significantemente
superiores foram evidenciados quando comparados ao grupo Covid Longa em todas as regides
e bandas de frequéncia avaliadas exceto para banda de frequéncia teta na regido temporal. Na
regido frontal para a banda alfa (0.22 pV? [£0.16] vs. 0.64 uV? [+£0.23]; ES=2.1) e para a banda
beta (0.32 pV2[0.19 —0.45] vs. 0.48 uV?2[0.36 — 0.64]; ES=0.7). Similarmente, na regidio central
observamos para a banda de frequéncia alfa (0.19 pV? [£0.14] vs. 0.69 pV? [£0.23]; ES=2.6).
E, para a banda de frequéncia beta da regido temporoparietal (0.31 pV? [0.16 — 0.38] vs. 0.49
uV2[0.41 - 0.69]; ES=0.8).
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Figura 3. Analise do poder espectral das regides frontal (A e B), central (C), temporoparietal
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(D) e temporal (E) para as bandas de frequéncia alfa; beta e teta, nas condi¢des olhos abertos e
olhos fechados entre os grupos de pacientes com Covid Longa e controles saudaveis. Os valores
de p referem a andlise de comparagdo entre grupos (correcdo de Bonferroni para multiplas

comparagdes) Covid Longa e o grupo controle. OA = olhos abertos; OF = olhos fechados.
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Analise dos microestados

As topografias dos microestados dos grupos Covid Longa e controle na condi¢gdo de
olhos abertos e fechados estdo representadas na Figura 4. Na condi¢do olhos abertos, a
variancia global explicada do EEG-MS dospacientes com Covid Longa significantemente
superior que a dos individuos controles (37.26% +4.26 vs. 31.52 £2.86; p= 0,0002). Porém, a
significancia ndo foi observada na condi¢@o de olhos fechados (34.34% =+ 4.34 vs. 35.64% +
5.70; p=0.49).

Microestado A Microestado B Microestado C Microestado D

@f‘)/

OACL

@

e

Microestado A Microestado B Microestado C Microestado D

BE

Figura 4. Modelos de topografias como resultado do processo de segmentagao individual e do

OFCL

DI®

grupo. OA = condi¢ao olhos abertos; OF = condi¢ao olhos fechados; CL = Grupo covid longa;
GC = Grupo Controle.

A Figura 5 sumariza os parametros dos quatro microestados candnicos (andlise
detalhada no Apendice 2). Na condicao olhos fechados, observamos diferencas significativas
entre os grupos. No que tange ao microestado C, o grupo com Covid Longa apresentou a
duracdo (36.53 ms [32.79 — 40.34] vs. 44.15 [42.44 — 50.48]; ES=1.4); ocorréncia C (3.71
[£1.08] vs. 5.37 [£1.18]; ES = 1.8 ) e cobertura C (13.18% [£3.44] vs. 24.42% [+4.67]; ES =

2.7) significantemente inferiores quando comparados com o grupo controle. Similarmente, para
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o microestado D, a duragdo (37.55 ms [34.60 — 40.98] vs. 43.94 [40.85 —48-75]; ES=1.1),a
ocorréncia (4.47 [£1.25] vs. 6.21 [£1.17]; ES=1.2), e a cobertura (16.64% [+4.56] vs. 27.27%
[£4.09]; ES = 2.5) dos individuos Covid Longa foram significantemente inferiores quando
comparadas aos parametros dos controles saudaveis. Nenhuma diferenga signicativa foi

observada na condic¢ao olhos abertos.
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Figura 5. Gréaficos de comparacdo das medianas da duracdo, ocorréncia e cobertura dos
microestados A, B, C e D para as condi¢des olhos abertos olhos fechados. OACovid Longa =
grupo Covid Longa na condi¢ao olhos abertos; OAGC = grupo controle na condi¢ao olhos

abertos; OFCovid Longa = grupo Covid Longa na condi¢ao olhos fechados; OFGC = grupo

controle na condi¢ao olhos fechados.
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Correlacgoes Clinicas

Os detalhes das correlagdes do poder espectral na condig¢do olhos abertos com os dados
da fadiga sdo sumarizados na Tabela 2. Na condi¢ado olhos abertos, para a regido frontal, houve
uma correlagdo negativa entre a banda de frequéncia alfa e o dominio cognitivo da MFIS (r= -
.53). Também foi evidenciado, para a regido central, que a banda de frequéncia alfa se
correlacionou negativamente com o escore total da MFIS (r= -.53) e com o seu dominio
cognitivo (r=-.73). Na regido temporal, observou-se correlacao negativa da banda de frequéncia

teta com o dominio cognitivo da MFIS (r=-.53). Finalmente, na regiao temporoparietal a banda

de frequéncia beta se correlacionou negativalente com o dominio psicossocial da MFIS (r=

62).

Tabela 2. Correlagdes do poder espectral na condicao de olhos abertos com dados/desfechos
clinicos de fadiga

CL GC
(n=15) (n=15)
MFIS MFIS MFIS MFIS MFIS MFIS MFIS MFIS
r (p) Cognitivo Fisico Psicossocial r (p) Cognitivo Fisico Psicossocial
r (p) r (p) r (p) r (p) r(p) r (p)
Banda de frequéncia
/Regido
b
o 0,451 0,534 0,237¢ 0213 04550 0,617° 03420 (Ebégg]
[0,09] [0,02]* [0,39] [0,45] [0,30] [0,14] [0,45] ’
Teta Temporal
OF 0,299° 0,122 0,274* 0,489° 0,294° 0,117° -0,095° 0,518 [0,05]*
0,28] [0,66] [0,32] [0,06] [0,29] [0,68] [0,74]
b
o4 -0,383¢ -0,534* -0,143° -0,128* -0,038* 0,016* -0,076° ?(’)lé);]
[0,16] [0,04]* [0,61] [0,65] [0,93] [0,97] [0,87] ’
Alfa Frontal 0,154
OF 0,603 * 0,340 0,600 0,490 0,045 -0,049* -0,001* [(’) 58]
[0,02]* [0,22] [0,02]* [0,64] [0,87] [0,86] [0,99] >
b
o4 -0,531* -0,764* -0,225° -0,007* -0,096* -0,031* -0,132° ([)()Oég]
[0,04]* [0,001]* [0,42] [0,98] [0,83] [0,95] [0,78] ?
Alfa Central 0317¢
OF 0,519* 0,175 0,592 0,539 -0,087* -0,192* -0,215¢ [b 25]
[0,05]* [0,53] [0,02]* [0,04] [0,76] [0,49] [0,44] >
b
o4 -0,225¢ -0,275¢ -0,019° -0,455¢ 0,587 0,536* 0,637° (ﬁf;g]
[0,42] [0,32] [0,95] [0,89] [0,17] [0,21] [0,12] ’
Beta Frontal 0.556°
OF -0,06° -0,054° -0,166° -0,06° 0,183 0,387 0,385 -|0’03|*
[0,82] [0,84] [0,55] [0,83] [0,51] [0,15] [0,16] ’
o4 -0,449* -0,276* -0,358* -0,625* 0,173 0,131 0,234 0,067°
Beta [0,93] [0,32] [0,19] [0,01]* [0,71] [0,78] [0,61] [0,89]
Temporoparietal OF 0,118° 0,202° 0,002° -0,017° 0,050 0,298 0,281* -I?)’ggT*
[0,67] [0,47] [0,99] [0,95] [0,86] [0,28] [0,31] ’

4 Correlagao de Pearson

®Correlagio de Spearman

* Estatisticamente significante n= numero de participantes; MFIS = Escala de Fadiga
Modificada; r = coeficiente de correlagdo de postos de Pearson; CL= Grupo Covid Longa; GC
= Grupo controle; OA = condicao olhos abertos; OF = condicao olhos fechados.
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A condicdo olhos fechados foi caracterizada por achados diferenciados. Foram
observadas correlacdes significativas, no grupo Covid Longa, apenas para as regides frontal e
central somente para a banda de frequéncia alfa . Alfa frontal se correlacionou positivamente
com o escore total da MFIS (r= .60) e com o dominio fisico (r= .60). Correlacdes positivas
signitifcativas também foram observadas na regido central entre a banda de frequéncia alfa e o
escore total da MFIS (r=.52) e seus dominios fisico (r=.59) e psicossocial (= .54). Nenhuma
correlagdo foi observada entre bandas de frequéncia de interesse e a escala de fadiga utilizada

para o grupo controle na condic¢do olhos fechados.

No que tange aos microestados, nenhuma correlagdo foi observada no grupo Covid
Longa na condi¢ao olhos abertos ou olhos fechados. (Tabela 3)
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Tabela 3. Correlagdes dos microestados, dos pacientes com Covid Longa, com desfechos clinicos de fadiga nas condi¢des olhos abertos e olhos

fechados.

OF
MFIS MFIS MFIS MFIS MFIS MFIS MFIS MFIS
r () Cognitivo Fisico Psicossocial r () Cognitivo Fisico Psicossocial
r(p) r (p) r(p) r(p) r () r(p)
Duracio (ms)
D 0,08 [0,78] 0,17 [0,55] -0,04 [0,88] 0,08 [0,78] 0,00 [0,99] 0,14 [0,61] -0,11 [0,69] -0,03 [0,91]
Ocorréncia (/s)
A 0,27 [0,32] -0,02 [0,93] 0,43 10,11] 0,24 10,39] -0,05 [0,86] -0,08 [0,78] 0,19 [0,49] -0,14 [0,62]
B -0,00 [0,99] -0,02 [0,95] -0,00[0,99] 0,04 [0,88] -0,26 -0,32 [0,24] -0,05 [0,86] -0,40[0,0,14]
[0,35]

C 0,06 [0,82] -0,03 [0,90] 0,04 [0,89] -0,38 [0,16] 0,43 10,11] 0,27 [0,33] 0,40 [0,14] 0,33 [0,23]
D 0,33 [0,23] 0,04 [0,89] 0,48 [0,07] 0,19 [0,49] -0,09 [0,75] -0,11 [0,69] -0,07 [0,81] 0,06 [0,84]

OA = condic¢ao olhos abertos; OF = condicio olhos fechados;MFIS = Escala de Fadiga Modificada; r = coeficiente de correlacao de postos

de Pearson
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8 DISCUSSAO

O objetivo deste estudo foi caracterizar o padrao da atividade cortical, através do EEG
de repouso, de pacientes com Covid Longa. Além disso, investigamos as flutuagdes temporais
topograficas através da analise de microestados do EEG e as possiveis correlagdes clinicas entre
os aspectos clinicos especificos da Covid Longa e o poder espectral ¢ os EEG-MS. Nossos
dados sugerem que os pacientes com Covid Longa s3o caracterizados por um maior poder
espectral das bandas de frequéncia teta, alfa e beta nas regides temporal, central, frontal e
temporoparietal na condigdo olhos abertos quando comparados com individuos saudaveis
pareados por sexo e idade. Vale ressaltar que, esses achados se invertem na condi¢ao olhos
fechados, onde o grupo controle apresenta valores significantemente superiores para as bandas

de frequéncia e regides supracitadas.

Até o presente momento, este ¢ o primeiro estudo que investiga a atividade cortical de
pacientes com Covid Longa nas condi¢des olhos abertos e olhos fechados, especificamente
aqueles que desenvolveram fadiga na fase tardia da doenca. Esses pacientes apresentam reducao
do poder espectral de bandas de baixas e altas frequéncias das regides frontal, central, temporal
e parietal quando comparadas com a populacdo saudavel evidenciada na condi¢do olhos
fechados. A complexidade das sequelas neuroldgicas associadas a COVID-19 tem sido
evidenciada por meio de alteracdes nas frequéncias cerebrais medidas pelo EEG, revelando um
impacto prolongado nesta populagdo. A hipoativagdo da regido frontal, observada pela
diferenca significativa da poténcia média das bandas de frequéncia alfa e beta na condig@o olhos
fechados, pode estar associada ao mecanismo neuroinvasivo da COVID-19, que ascende o SNC
pelo bulbo olfativo alterando a excitabilidade cortical e gerando prejuizos a nivel sinaptico
(ANTONY; HANEEF, 2020). Neste sentido, nossos achados sugerem que pacientes com Covid
Longa apresentam um prejuizo nos mecanismos de sincronizacdo alfa, que em condic¢des
normais parece ter um papel importante na manutencdo do mecanismo inibitorio ativo e
adaptativo durante a supressdo perceptiva das informagdes visuais (IPPOLITO et al., 2022).
Nossos achados corroboram com estudos em neuroimagem que demonstram que esta populagao
apresenta um hipometabolismo na regido frontal (GRACH et al.,, 2022; RUDROFF;
WORKMAN; PONTO, 2021). Clinicamente, as modifica¢des eletroencefalograficas podem
refletir alteragdes cognitivas e psiquiatricas como ansiedade e depressao e fadiga (BENEDETTI
et al., 2021; CECCHETTI et al., 2022) . Uma revisao sistematica conduzida por Heitmann et
al. (2023) indica que pacientes com fadiga apresentam reducao do poder espectral de alfa

quando comparados com controles saudaveis (HEITMANN et al., 2023).
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Adicionalmente, a supressao da dominancia da banda de frequéncia alfa imposta pela
condi¢do olhos abertos, modificou o padrao de ativagdo cortical onde a regido frontal passa a
ser caracterizada por uma hiperatividade evidenciada pela diferenca significativa da banda de
frequénca beta entre os grupos. Embora ndo exista um consenso na literatura a respeito da
dinamica das oscilagdes beta em pacientes com fadiga (HEITMANN et al., 2023), nossos dados
podem sugerir a compensacao do sistema cognitivo, através do aumento do esforco atencional,
caracterizado por uma fadiga mental para compensar a reducdo da vigilancia durante a coleta
(SCHWARZ; SCHMITZ, 2023; STOLL et al., 2016). Nossas observacdes contrapdem,
parcialmente, achados prévios com pacientes com CFS que observaram uma tendéncia global
de aumento das bandas de baixa frequéncia (delta, teta e alfa) e uma redugdo das bandas de alta

frequéncia (beta) (SILVA-PASSADOURO et al., 2023).

Os pacientes com Covid Longa também apresentaram alteragdes centrais e
temporoparietais significativas, em ambas as condi¢des, quando comparados com os controles
saudaveis sugerindo que fadiga p6s-COVID possa ser decorrente de modificagdes funcionais
desta regido, corroborando com achados prévios (BABILONI et al., 2016; ZINN et al., 2018).
Apesar da maioria das evidéncias em Covid Longa se repousarem nas modificagdes estruturais
e funcionais de regides frontais, dados prévios oriundos de condicdes clinicas semelhantes
demonstram o envolvimento dos cértices motor primario e sensorio-motor nos sintomas da
fadiga. Ao avaliar 12 pacientes que apresentavam fadiga, sindrome disexecutiva e alteragdes
psiquiatricas na fase cronica da COVID, Ortelli et al. (2021) observaram alteragdes
significativas no cortex motor primario. Os pesquisadores sugerem que essas modificacdes
sejam, possivelmente, mediadas por alteracdes na neurotransmissao GABAérgica (ORTELLI
et al., 2021). Observagoes similares foram reveladas pelos achados de Liepert et al. (2005) que
indicam que pacientes com fadiga apresentam uma tendéncia a apresentarem uma desinibi¢ao
intracortical em especial de areas sensério motoras, caracterizada pela permanéncia da atividade
cortical mesmo apds a finalizagdo do movimento (LIEPERT et al., [s.d.]). Assim como os
achados de Babiloni et al. (2016), observamos uma reducao significativa da banda frequéncia

beta na regido temporopariental (BABILONI et al., 2016; LIEPERT et al., [s.d.]).

As observagdes supracitadas elucidam tanto a utilizagdo do EEG como biomarcador de
classificagdo de pacientes com Covid Longa quanto a necessidade de uma abordagem
multidisciplinar especializada no manejo dos aspectos fisicos, considerando igualmente
deficiéncias ocultas como fadiga, ansiedade e depressdo. A capacidade de capturar as relagdes

causais entre a fungdo cerebral e o comportamento em individuos com distlirbios neurologicos
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ou lesdes tem implicacdes clinicas importantes para o desenvolvimento de novos

biomarcadores de recuperacgdo e resposta a intervengoes terapéuticas (BORICH et al., 2015).

Quanto as correlagdes clinicas com as bandas de frequéncia, identificamos correlacao
positiva entre a banda de frequéncia alfa das regides frontal e central o escore total da MFIS.
Funcionalmente, estes achados podem sugerir um mecanismo inibitorio relacionado a redugao
do estado de alerta e controle funcional associado aos efeitos da Covid Longa. Uma revisao
sistematica com meta-analise avaliou o poder espectral do EEG como um potencial
biomarcador de fadiga mental relacionada a tarefas em participantes saudaveis (TRAN et al.,
2020). Nos 21 estudos incluidos, os autores encontraram uma correlacdo robusta entre a fadiga
mental e aumentos na atividade das bandas teta e alfa, com tamanhos de efeito grandes e
moderados a grandes, respectivamente. Este efeito foi mais pronunciado nas regides cerebrais
frontal, central e posterior (TRAN et al., 2020). O presente estudo complementa e amplia essas
descobertas, sugerindo uma mudanga na atividade cerebral em pacientes que sofrem de fadiga
associada a efeitos prolongados da covid. Em particular, ¢ interessante notar que as correlagdes
positivas encontradas foram também observadas no constructo de fadiga fisica, o que pode ser

um ponto importante a ser considerado no manejo e acompanhamento clinico desses pacientes.

Dentre as vantagens da utilizacao do EEG, destaca-se a possibilidade de aplicar diversos
tipos de paradigmas experimentais e andlises. Nesta perspectiva, a analise dos microestados
aparece como uma alternativa de baixo custo de adequada especificidade permitindo investigar
o funcionamento e reogarniza¢do de grandes redes neurais em diversas condi¢des clinicas
(BALDINI et al., 2022; KINDLER et al., 2011; WANG et al., 2022). O ineditismo do presente
estudo exploratorio se repousa, igualmente, na utilizacdo dos microestados na caracterizagao
da Covid Longa. Nesta perspectiva, foram observadoss valores significantemente menores da
duragdo, ocorréncia e cobertura dos microestados C e D nos individuos com Covid Longa
quando comparados aos controles saudaveis. Esses achados podem ser justificados,
parcialmente, pelo carater inflamatorio da doenga. Estudos recentes tém evidenciado a
persisténcia de marcadores inflamatorios apds a fase aguda da COVID-19 (MALTEZOU;
PAVLI; TSAKRIS, 2021; VAN KESSEL et al., 2022). Acredita-se que esses possam mediar a
neuroinflamag¢do do SNC com a indu¢do de reagdo glial inflamatéria, contribuindo com o
desenvolvimento de sintomas como fadiga, cefaléia e prejuizos cognitivos (PERUMAL et al.,
2023). Investigagdes prévias demonstram uma relagao robusta entre os processos inflamatorios,
modificac¢des neurofisiologicas, alteragcdes na conectividade funcional (WALKER et al., 2020).

Evidéncias atuais elucidam que a presenga de fatores pro-inflamatdrios como a interleucina 2,
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TNF-alfa e a elevacdo da concentragdo de proteina C reativa tém sido associadas a
anormalidades dos microestados A, B e D em outras populacdes clinicas (ZHAO et al., 2022).
Utilizando dados de ressonancia magnética funcional e do EEG, Bréchet et al. (2019)
observaram significante associagdo entre niveis inflamatérios elevados e redugdo da
conectividade de redes relacionadas ao microestado C (Default Mode Network — DMN)
(BRECHET et al., 2019). Essas evidéncias sugerem que os fatores pro-inflamatdrios, que sdo
comumente presentes na Covid Longa, podem estar associados a anormalidades na DMN.
Adicionalmente, a significativa redu¢ao da duragdo, ocorréncia e cobertura do microestado D
pode estar explicada pela presenca de disturbios cognitivos, como ansiedade e depressao
associados a Covid Longa, presentes nos apcientes arrolados em nosso estudo, uma vez que
este microestado esta associado a regides dos cortices frontal, cingulado anterior e parietal, o
giro angular e a insula que compdem a rede Dorsal Attention Network (DAN) (GOGOLLA,
2017; MICHEL; KOENIG, 2018; ROLLS, 2019). Nos achados corroboram com as observacoes
de uma revisdo sistematica com metanalise que objetivou avaliar as evidéncias sobre dindmica
temporal de pacientes com desordens do humor e ansiedade. Esta, evidenciou que a alteragao
na dinamica do microestado D, especialmente a reducao da sua ocorréncia, esta associada a
severidade de sintomas depressivos (CHIVU et al., 2024). Diante deste cenario e considerando
que modificagdes nas estruturas implicitas nos microestados C e D podem repercurtir com
prejuizos comportamentais (KANG et al., 2021; LEECH; SHARP, 2014; MORI; TAKEUCHI;
[ZUMI, 2018), aspectos mnésicos, atencionais € emocionais devem ser considerados na
elaboragdo do plano de tratamento assegurando desfechos clinicos e funcionais favoraveis. Um
estudo coorte com pacientes com déficits cognitivos demonstra que aqueles que apresentavam
maior severidade da deficiéncia recebiam menor dose de terapia, além de serem menos
encaminhados a terapia ocupacional e consequentemente apresentam piores desfechos

reabilitacionais (DUTZI et al., 2021).

Esta bem estabelecido na literatura que a presenca dos quatro microestados candnicos
explica de 65-84% da variancia global do registro (KHANNA et al., 2015; MICHEL; KOENIG,
2018). Ela reflete a qualidade dos resultados apds o agrupamento e seu valor varia entre 0 e 1:
quanto maior o valor, melhor a qualidade da analise. Os mapas correspondentes ao maior GEV
sdo identificados como os microestados finais. (MURRAY; BRUNET; MICHEL, 2008).
Alguns estudos t€ém demonstrado a necessidade em selecionar mais do que quatro microestados
na tentativa de atingir niveis satisfatorios da varidncia global (BALDINI et al., 2022;

ZANESCO et al., 2019). Em nossos achados, ndo observou-se diferengas significativas em
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relagdo a variancia global explicada e os valores encontrados para ambos os grupos foram
inferiores ao que esta estabelecido na literatura. Essa divergéncia pode ser explicada pela alta
variabilidade entre os individuos que ndo pode ser atenuada devido ao tamanho da amostra.
Zanesco et al. (2019) sugerem que a variabilidade inter e intra-individual (ex. idade, sexo,
personalidade, estado emocional ou cognitivo) sdo consideradas como ruido individual e podem

impactar consideravelmente a analise de microestados (ZANESCO et al., 2019).

Embora tenhamos projetado um estudo com importante controle metodolégico, algumas
limitagdes devem ser apontadas. Primeiro, a realizagdo da avaliagdo eletroencefalografica ter
sido realizada em momento Unico, o que pode ter impossibilitado evidenciar possiveis
alteracdes neurofisiologicas associadas a Covid Longa. Adicionalmente, o tamanho da amostra
pode ter limitado o poder estatistico. Além disso, destacamos a necessidade de estudos futuros
com a inclusdo de medidas comportamentais, neurofisiolégicas e de neuroimagem que
evidenciem a contribui¢do de fatores como a varibilidade interindividual que possa estar
associado ao processamento cortical e a persisténcia de fatores pro-inflamatdrios oriundos da

COVID-19.

Diante do exposto, o presente estudo exploratdrio apresenta importantes contribuicdes
ao conhecimento dos aspectos neurofisioldgicos de pacientes com Covid Longa por explicitar
as modificagdes eletrofisioldgicas presentes nesta populagdo e o potencial do EEG e suas
analises como biomarcadores de classificacdo. A Covid Longa ¢ uma condi¢ao complexa que
tem desafiado as equipes de assisténcia e gestdo em saude devida a elevada variabilidade da sua
apresentacdo clinica. Este cendrio demonstra a necessidade da individualizagdo do tratamento
na tentativa de garantir desfechos clinicos, funcionais mais satisfatorios e melhor qualidade de
vida a esses pacientes. Acreditamos que, embora de natureza preliminar, nossas observagoes
possam embasar exploracdes futuras e auxiliar na elabora¢do da abordagem centrada no
paciente. Investigacdes futuras, devem ser realizadas, com uma amostra mais representativa,
para confirmar ou refutar nossos achados, confrontando com os aspectos cognitivos €

emocionais através de escalas validadas e padronizadas.
9 CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou que o os pacientes com Covid Longa se caracterizam por
alteragdes eletroencefalograficas nas bandas de frequéncia teta, alfa e beta, sugerindo que esses
pacientes apresentam uma hipoativagdo das regides regides frontal, central e temporo-parietal

na condi¢ao olhos abertos e uma hiperativagao das regides frontal, central, temporal e temporo-
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parietal na condig¢do olhos fechados. As oscilagdes alfa das regides frontal e central parecem
estar associadas com niveis de fadiga mais elevados. Com o presente estudo, demonstramos,
ainda o potencial uso do EEG como biomarcador de classificagdo na identificacdo das
alteracdes das flutuagdes topograficas, notavelmente de mapas dos microestados associados a
redes de controle cognitivo e emocional. Esses achados contribuem no aprofundamento do
conhecimento sobre a fisiopatologia da fadiga presente na Covid Longa e pode auxiliar na

tomada de decisdo clinica através da individualizagdo da abordagem terapéutica.
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APENDICES

Apendice 1. Poder Espectral

OACL OAGC OFCL OFGC
(n=15) (n=15) (n=15) (n=15)
Media Media p-valor  p-valor Media [DP] Media [DP] p-valor p-valor
[DP] [DP] corrigido Mediana [IC] Mediana [IC] corrigido
Mediana
(8]
Banda de frequéncia
/Regido
Teta Temporal 0,60 0,43 0,007* 0,42 0,38
0,007%" 0,76* 0,21*
[0,17] [0,14] b [0,29 — 0,45] [0,35-0,51]
Alfa Frontal 0,57 0,50 0,22 0,64 . "
0,30° 0,30° 0,001* 0,0000*
[0,17] [0,20] [0,16] [0,23]
Alfa Central 0,74 0,53 0,19 0,69 " "
0,014"* 0,014"* 0,0001* 0,0001*
[0,64] [0,24] [0,14] [0,23]
Beta Frontal 0,73 0,47 0,000 0,32 0,48
0,003 "+ 0,027"* 0,05"°*
[0,16] [0,18] b [0,19 —0,45] [0,36 — 0,64]
Beta 0,86 0,55 0,000 0,31 0,49 )
0,000 "+ 0,003 " 0,04 >*
Temporoparietal [0,13] [0,18] b [0,16 —0,38] [0,41 —0,69]

a Teste de Mann-Whitney

bTeste t

* Estatisticamente significante

n= numero de participantes; OACL = grupo CL condig¢ao olhos abertos; OAGC = grupo
controle condic¢ao olhos abertos; OFCL = Grupo CL condicao olhos fechados; OFGC = grupo
controle condicao olhos fechados; IC = intervalo de confianca; DP = desvio padrdo

p valor corrigido = analise submetida a corre¢do com método de Bonferroni
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Apendice 2. Caracteristicas dos microestados para cada prototipo.

A B C D
CL GC p- p-valor CL GC p- p-valor CL GC p-valor p-valor CL GC p- p-valor
(n=15) (n=15) valor corrigido (n=15) (n=15) valor corrigido (n=15) (n=15) corrigido (n=15) (n=15) valor corrigido
Duracio
(ms)
OA 55,80 52,97 0,,31 0,44 48,90 50,41 0,55 0,54 45,80 49,22 0,19 0,19 46,50 46,80 0,92 0,92
[7,56] [7,37] [6,38] [7,41] [6,12] [7,72] [6,88] [9,01]
OF 50,59 46,31 0,41 0,84 53,09 4522 0,07 0,15 36,53 44,15 0,000* 0,000* 37,55 43,94 0,001* 0,005*
[47,43 — [44,76 — [48,84 — [42,55 - [32,79 - [42,44 - [34,60 — [40,85 —
54,83] 60,09] 56,21] 53,53] 40,34] 50,48] 40,98] 48-752]
Ocorréncia
(s)
OA 5,21 5,23 0,94 0,76 5,54 5,42 0,74 0,74 5,06 5,02 0,86 0,64 5,19 5,26 0,78 0,79
[0,71] [0,91] [0,98] [0,99] [0,65] [0,55] [0,78] [0,60]
OF 6,36 5,34 0,33 0,04* 7,70 4,87 0,000* 0,000* 3,71 5,37 0,0004* 0,000* 4,47 6,21 0,0005 0,000*
[1,45] [1,15] [1,39] [1,23] [1,08] [1,18] [1,25] [1,17]
Cobertura
(%)
OA 28,14 26,62 0,052 0,052 26,25 26,12 0,91 0,78 22,52 23,84 0,18 0,17 23,10 23,42 0,73 0,73
[2,06] [2,02] [3,93] [2,12] [2,96] [2,19] [2,91] [2,04]
OF 31,49 26,14 0,32 0,007* 38,69 22,18 0,000* 0,000* 13,18 24,42 0,000* 0,000* 16,64 27,27 0,01* 0,000*
[5,68] [4,41] [3,90] [4,49 [3.,44] [4,67] [4,56] [4,09]

* Estatisticamente significante

n= numero de participantes; CL = grupo CL; GC = grupo controle; OA = condicao olhos abertos; OF = condi¢ao olhos fechados

p valor corrigido = andlise submetida a corregdo com método de Bonferroni
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Apéndice 3. Correlagdes entre os parametros dos microestados candnicos na condi¢ao olhos fechados.

Duragéo Duragéo Duragéo Duragao Ocorréncia | Ocorréncia | Ocorréncia | Ocorréncia | Cobertura | Cobertura | Cobertura | Cobertura
MSA MSB MSC MSD MSA MSB MSC MSD MSA MSB MSC MSD
Duragio 1,00 0,84 0,86™ 0,74 -0,53" -0,82"" -0,36 -0,53* 0,16 -0,40 0,31 -0,09
MSA [0,00] [0,00] [0,00] [0,04] [0,00] [0,19] [0,04] [0,55] [0,14] [0,26] [0,72]
D&rg‘g‘o 0,84" 1 0,75 824" 0,62% 0,81 0,32 0,27 0,11 0,19 0,20 0,15
[0,00] [0,00] [0,00] [0,14] [0,00] [0,25] [0,32] [0,69] [0,49] [0,47] [0,58]
Duragao 0,86 0,75 1 0,82"" -0,65™ -0,69™ -0,54" -0,32 -0,06 -0,30 0,24 0,15
MSC [0,00] [0,00] [0,00] [0,00] [0,00] [0,03] [0,23] [0,82] [0,28] [0,38] [0,59]
Duragio 0,74* 0,82 0,82 1 -0,73™ -0,61° -0,53" -0,20 -0,29 -0,08 0,10 0,36
MSD [0,00] [0,00] [0,00] [0,00] [0,01] [0,43] [0,47] [0,29] [0,77] [0,72] [0,19]
Ocorréncia -0,53" -0,62" -0,65™ -0,73" 1 0,28 0,58" -0,34 0,73"" -0,28 0,08 -0,73"
MSA [0,40] [0,19] [0,00] [0,00] [0,30] [0,22] [0,22] [0,00] [0,31] [0,77] [0,00]
Ocorréncia -0,82"" -0,81"" -0,69" -0,61" 0,28 1 -0,04 0,61" -0,31 0,71* -0,64" 0,26
MSB [0,00] [0,00] [0,00] [0,15] [0,30] [0,87] [0,01] [0,25] [0,00] [0,01] [0,34]
Ocorréncia -0,36 -0,32 -0,54" -0,53" 0,58" -0,04 1 -0,23 0,36 -0,46 0,64™ -0,55"
MSC [0,19] [0,25] [0,03] [0,04] [0,02] [0,88] [0,41] [0,18] [0,08] [0,01] [0,03]
Ocorréncia -0,53* 0,27 0,33 -0,20 -0,34 0,61 0,23 1 -0,83" 0,72" 0,56 0,84"
MSD [0,04] [0,32] [0,23] [0,48] [0,22] [0,02] [0,41] [0,00] [0,00] [0,03] [0,00]
Cobertura 0,16 -0,11 -0,06 -0,29 0,73" -0,31 0,37 -0,83" 1 -0,68"" 0,37 -0,94™
MSA [0,55] [0,62] [0,82] [0,29] [0,02] [0,25] [0,18] [0,00] [0,00] [0,17] [0,00]
Cobertura -0,40 -0,19 -0,29 -0,08 -0,28 0,71 0,46 0,72%* -0,68" 1 0,85 0,63
MSB [0,14] [0,49] [0,28] [0,77] [0,31] [0,00] [0,08] [0,00] [0,00] [0,00] [0,01]
Cobertura 0,31 0,20 0,24 0,10 0,08 -0,64" 0,64 0,56 0,37 0,85 1 0,49
MSC [0,26] [0,47] [0,38] [0,72] [0,77] [0,01] [0,01] [0,03] [0,17] [0,00] [0,06]
Cobertura -0,09 0,15 0,15 0,36 -0,73™ 0,26 -0,55" 0,84 -0,94™ 0,63" -0,49 1
MSD [0,72] [0,58] [0,59] [0,19] [0,00] [0,35] [0,03] [0,00] [0,00] [0,01] [0,06]

* p<0.05; ** p<0.01

MSA = microestado A; MSB= microestado B, MSC= microestado C; MSD = microestado D
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Apéndice 4. Correlagdes entre os parametros dos microestados candnicos na condi¢ao olhos abertos.

Duragao Duragéo Duragao Duragéo Ocorréncia | Ocorréncia | Ocorréncia | Ocorréncia | Cobertura | Cobertura | Cobertura | Cobertura
MSA MSB MSC MSD MSA MSB MSC MSD MSA MSB MSC MSD
1[p] 1[p] 1[p] 1[p] 1[p] 1[p] 1[p] 1[p] 1[p] 1[p] 1[p] 1[p]
Duragéo 1,00 0,66** 0,65%* 0,89%* -0,81%* -0,71%** -0,67%* -0,68%* 0,26 -0,33 -0,01 0,27
MSA [0,007] [0,008] [0,000] [0,000] [0,000] [0,000] [0,001] [0,35] [0,23] [0,98] [0,33]
Duracao 0,66%* 1,00 0,87%* 0,58%* -0,84** -0,57* -0,46 -0,87%* -0,36 0,13 0,41 -0,34
VISP [0,01] [0,00] [0,02] [0,00] [0,03] [0,08] [0,00] [0,18] [0,64] [0,13] [0,22]
Duracao 0,65%* 0,87%* 1,00 0,59% -0,66%* -0,79%* -0,40 -0,65%* -0,12 -0,27 0,56* -0,12
MSe 0,01 [0,00] [0,02] [0,01] [0,00] [0,14] [0,01] [0,66] [0,34] [0,03] [0,67]
Duracao 0,89%* 0,58* 0,59* 1,00 -0,74%* -0,79%* -0,65%* -0,64* 0,29 -0,47 -0,02 0,44
VISP [0,00] [0,02] [0,02] [0,00] [0,00] [0,01] [0,01] [0,30] [0,08] [0,95] [0,10]
Ocorréncia -0,82%* -0,84%* -0,66%* -0,74%* 1,00 0,45 0,43 0,95%* 0,33 -0,14 -0,26 0,22
MSA [0,00] [0,00] [0,01] [0,00] [0,10] [0,11] [0,00] [0,23] [0,61] [0,36] [0,43]
Ocorréncia | -0,71** -0,57* -0,79%* -0,79%* 0,45 1,00 0,53* 0,39 -0,39 0,73%* -0,25 -0,45
MSB [0,00] [0,03] [0,00] [0,00] [0,10] [0,04] [0,15] [0,15] [0,00] [0,36] [0,09]
Ocorréncia | -0,67** -0,46 -0,40 -0,65%* 0,43 0,53* 1,00 0,29 -0,45 0,20 0,53* -0,49
MSE [0,01] [0,08] [0,14] [0,01] [0,11] [0,04] [0,30] [0,09] [0,47] [0,04] [0,06]
Ocorréncia | -0,68** -0,87%* -0,65%* -0,64* 0,95%* 0,39 0,29 1,00 0,47 -0,24 -0,39 0,39
MSD [0,01] [0,00] [0,01] [0,01] [0,00] [0,15] [0,30] [0,08] [0,39] [0,15] [0,15]
Cobertura 0,26 -0,36 -0,12 0,29 0,33 -0,39 -0,45 0,47 1,00 -0,76** -0,569* 0,90**
MSA [0,35] [0,18] [0,66] [0,30] [0,23] [0,15] [0,09] [0,08] [0,00] [0,03] [0,00]
Cobertura -0,33 0,13 -0,27 -0,47 -0,14 0,73%* 0,20 -0,24 -0,76** 1,00 -0,03 -0,78%*
MSB [0,23] [0,64] [0,34] [0,08] [0,61] [0,00] [0,47] [0,39] [0,00] [0,91] [0,00]
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Cobertura -0,01 0,41 0,56* -0,02 -0,26 -0,25 0,53* -0,39 -0,57* -0,03 1,00 -0,57*
MSe [0,98] [0,13] [0,03] [0,95] [0,36] [0,36] [0,04] [0,15] [0,03] [0,91] [0,03]
Cobertura 0,27 -0,34 -0,12 0,44 0,22 -0,45 -0,49 0,39 0,90%* -0,78%* -0,57* 1,00
VISP [0,33] [0,22] [0,67] [0,10] [0,43] [0,09] [0,06] [0,15] [0,00] [0,00] [0,03]

* p<0.05; ** p<0.01

MSA = microestado A; MSB= microestado B, MSC= microestado C; MSD = microestado D
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ANEXOS

Anexo I

GOVERNO DO ESTADO DA PARAIBA
SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE
PROJETO CONTINUAR CUIDANDO ASSOCIDADO A PESQUISA DE NEUROESTIMULACAO
NAO-INVASIVA PARA TRATAMENTO DE PACIENTES COM COVID-19: ESTUDO ABERTO,
RANDOMIZADO, CONTROLADO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCovid LongaARECIDO
(PARA MAIORES DE 18 ANOS OU EMANCIPADOS)

Convidamos o (a) Sr. (a) para participar como voluntario (a) do projeto CONTINUAR CUIDANDO da
pesquisa NEUROESTIMULACAO NAO-INVASIVA PARA TRATAMENTO DE PACIENTES COM
COVID-19: ESTUDO ABERTO, RANDOMIZADO, CONTROLADO, que esta sob a responsabilidade dos
(a) pesquisadores Dr. DANIEL BELTRAMMI; Msc. VANESSA MEIRA CINTRA, Dr. PAULO ANTONIO
LUCENA, Dra. SUELLEN ANDRADE, Dr. EGAS CAPARELLI-DAQUER, Dr. MAROM BIKSON, Dr
ABHISHEK DATTA BENJAMIM HAMPSTEAD, para contato com os pesquisadores responsaveis vocé pode
entrar em contato pelo enderego Av. Dom Pedro II, 1826, Torre, Jodo Pessoa -PB, telefone (83) 3211- 9098
(inclusive ligacdes a cobrar) ou pelo e-mail: ribeirovmc@gmail.com.

Todas as suas duvidas podem ser esclarecidas com o responsavel por esta pesquisa. Apenas quando todos
os esclarecimentos forem dados e vocé concorde com a realizagdo do estudo, pedimos que rubrique as folhas e
assine ao final deste documento, que estd em duas vias. Uma via lhe sera entregue e a outra ficard com o
pesquisador responsavel.

Vocé estara livre para decidir participar ou recusar-se. Caso ndo aceite participar, ndo havera nenhum
problema, desistir ¢ um direito seu, bem como sera possivel retirar o consentimento em qualquer fase da pesquisa,
também sem nenhuma penalidade.

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA
Descricao da pesquisa: O objetivo principal deste estudo sera avaliar os efeitos da HD-tDCS (4 mA versus 2 mA)

no tratamento associado envolvendo a estimulag@o neural e estimulagdo respiratdria para tratar
as sequelas da COVID-19.

> Vocé, enquanto voluntério, participara da pesquisa recebendo um tratamento terapéutico para auxilio HD-tDCS
associado a reabilitagd@o respiratoria utilizando o equipamento Power Breathe, por em média 20 minutos por 2
vezes por semana durante 5 semanas. Serdo colocados eletrodos em pontos especificos da sua cabega, por
profissionais devidamente treinados, a fim de realizar uma neuroestimulagdo, com vistas a melhora do
desempenho respiratorio.

> Os profissionais responsaveis sdo et al. da pesquisa.

> O tratamento nfio oferece riscos a satude ou a integridade fisica das pessoas envolvidas, porém podem
haver efeitos adversos como vermelhiddo leve e transitoria local. Afirmamos que o estudo sera
monitorado pelo Comité de Monitoriza¢do e Seguranga de Dados (CMSD), regulado pelo nucleo de
pesquisas do Hospital Metropolitano Dom José Maria Pires, em associacdo com pesquisadores externos
vinculados a Universidade Estadual do Rio de Janeiro, Universidade de Michigan e City College of New
York, sendo composto por especialistas em reabilitacdo, ética, estatistica e metodologia. Além de contar
com uma Comissao para avaliar cada caso.

> Vocé podera desistir da pesquisa a qualquer momento sem nenhum dnus.

> Dentre os beneficios da pesquisa estdo: a continuidade do cuidado dos pacientes diagnosticados com COVID-
19; otimizacdo do acesso a servigos de saude de pacientes que foram diagnosticados com COVID-19 ;
realinhamento da rede atengo a satide estadual; organizagdo de fluxos e processos de gestdo do cuidado em
satde; capacitagdo de profissionais de saude envolvidos no processo de atendimento remoto.

As informagdes desta pesquisa serdo confidenciais e serdao divulgadas apenas em eventos ou publica¢des
cientificas, ndo havendo identificagdo dos voluntarios, a ndo ser entre os responsaveis pelo estudo, sendo
assegurado o sigilo sobre a sua participagdo. Os dados coletados nesta pesquisa (questiondrios, gravacdes e
registros telefonicos), ficardo armazenados em computadores de uso restrito as pessoas da Secretaria da Saude do
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Estado (SES/PB), sob a responsabilidade dos pesquisadores responsaveis, Av. Dom Pedro II, 1826, Torre, Jodo
Pessoa -PB, telefone (83) 3211- 9098, pelo periodo de minimo 5 anos, apds o término da pesquisa.

Nada lhe sera pago e nem sera cobrado para participar desta pesquisa, pois a aceita¢ao ¢ voluntaria, mas
fica também garantida a indeniza¢do em casos de danos, comprovadamente decorrentes da participacdo na
pesquisa, conforme decisdo judicial ou extra-judicial.

Em caso de duvidas relacionadas aos aspectos éticos deste estudo, vocé poderd consultar o Comité de
Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da SES-PB no endereco: Av Dom Pedro II, 1826, Torre, telefone
para contato (83) 3214-1732.

(assinatura do pesquisador)
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CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO VOLUNTARIO (A)

Eu, , CPF , abaixo assinado, apoés a leitura (ou
a escuta da leitura) deste documento e de ter tido a oportunidade de conversar e ter esclarecido as minhas duvidas
com o pesquisador responsavel, concordo em participar do projeto CONTINUAR CUIDANDO da pesquisa
“NEUROESTIMULACAO NAO-INVASIVA PARA TRATAMENTO DE PACIENTES COM COVID-19:
ESTUDO ABERTO, RANDOMIZADO, CONTROLADO, como voluntario (a). Fui devidamente informado
(a) e esclarecido (a) pelo (a) pesquisador (a) sobre a pesquisa, os procedimentos nela envolvidos, assim como o0s
possiveis riscos e beneficios decorrentes de minha participagdo. Foi-me garantido que posso retirar o meu
consentimento a qualquer momento, sem que isto leve a qualquer penalidade.

Local ¢ data i
Impressao

Assinatura do participante: digital
(opcional)

Presenciamos a solicitacio de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa
e 0 aceite do voluntario em participar. (02 testemunhas ndo ligadas a equipe de pesquisadores):

Nome: Nome:

Assinatura: Assinatura:
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Arﬁf{e history: Background: and purpose: Fatigue is among the most common persistent symptoms following post-
Received 29 October 2022 acute sequelae of Sars-COV-2 infection (PASC). The current study investigated the potential therapeu-
Received in revised form tic effects of High-Definition transcranial Direct Current Stimulation (HD-tDCS) associated with reha-
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bilitation program for the management of PASC-related fatigue.

Methods: Seventy patients with PASC-related fatigue were randomized to receive 3 mA or sham HD-tDCS
targeting the left primary motor cortex (M1) for 30 min paired with a rehabilitation program. Each
patient underwent 10 sessions (2 sessions/week) over five weeks. Fatigue was measured as the primary

I;?;::Zﬁ; sequelae of Sars-COV-2 outcome befqre and aftelj the ir_ltervention using the Modified Fatigue Impact. Scale (MFIS). Pain levgl,
Fatigue anxiety severity and quality of life were secondary outcomes assessed, respectively, through the McGill
Anxiety Questionnaire, Hamilton Anxiety Rating Scale (HAM-A) and WHOQOL.

Non-invasive brain stimulation Results: Active HD-tDCS resulted in significantly greater reduction in fatigue compared to sham HD-tDCS
High-Definition transcranial direct current (mean group MFIS reduction of 22.11 points vs 10.34 points). Distinct effects of HD-tDCS were observed
stimulation in fatigue domains with greater effect on cognitive (mean group difference 8.29 points; effect size 1.1;
Respiratory rehabilitation 95% CI 3.56—13.01; P < .0001) and psychosocial domains (mean group difference 2.37 points; effect size

1.2; 95% CI 1.34—3.40; P < .0001), with no significant difference between the groups in the physical

subscale (mean group difference 0.71 points; effect size 0.1; 95% Cl 4.47—5.90; P = .09). Compared to

sham, the active HD-tDCS group also had a significant reduction in anxiety (mean group difference 4.88;

effect size 0.9; 95% CI 1.93—7.84; P < .0001) and improvement in quality of life (mean group difference

14.80; effect size 0.7; 95% CI 7.87—21.73; P < .0001). There was no significant difference in pain (mean

group difference —0.74; no effect size; 95% CI 3.66—5.14; P =.09).

Conclusion: An intervention with M1 targeted HD-tDCS paired with a rehabilitation program was

effective in reducing fatigue and anxiety, while improving quality of life in people with PASC.

© 2023 Published by Elsevier Inc. This is an open access article under the CC BY-NC-ND license (http://
creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).

Registration Trial ClinicalTrials.gov Identifier: NCT05289115.

* Corresponding author. Health Center, Neuroscience and Aging Laboratory,
Campus I, 58051-085, Paraiba, Brazil.
E-mail address: suellen.andrade@academico.ufpb.br (S. Andrade).
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1935-861X/© 2023 Published by Elsevier Inc. This is an open access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).
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1. Introduction

Post-acute sequelae of Sars-CoV-2 infection (PASC) is an um-
brella term for the wide range of multisystemic symptoms that are
present four or more weeks after SARS-CoV-2 infection, indepen-
dent of infection severity [1]. Fatigue is among the most reported
PASC symptoms and has been associated with significant burden
and disability [2]. The pathophysiological mechanisms of PASC
remain poorly understood, but persistent immune activation has
been regarded as a major player [3]. Currently, there are no
established treatments for PASC and thus a large patient population
seeking effective therapies [4].

Transcranial direct current stimulation (tDCS) is a type of
noninvasive brain stimulation using low amplitude sustained cur-
rents [5]. High Definition tDCS (HD-tDCS) allows current steering to
targeted brain regions [6—8]. tDCS is appealing as a non-
pharmacological intervention and has been proposed for both
COVID-19 acute illness and PASC-related conditions [9,10]. tDCS has
been shown to reduce fatigue in a range of neurologic and immune
diseases [11—13] and recently proposed as a therapeutic strategy
for PASC-related fatigue [14—17].

Preliminary findings have demonstrated that PASC patients with
fatigue exhibit abnormal motor cortex neurophysiological excit-
ability. In these patients, inadequate input from brain regions up-
stream of M1 and/or reduced excitability of motor cortex could
cause inadequate descending drive to the a-motor neurons thus
contributing to the central fatigue [18,19]. Brain imaging and
neurophysiology studies have indicated M1 is strongly involved in
fatigue control [20,21] and prior studies revealed that changes in
cortical excitability after tDCS were significantly correlated with
fatigue improvement [22,23].

Given the need to develop effective strategies against PASC-
related fatigue and the emerging role of tDCS in the treatment of
fatigue, we developed this trial. The main objective of this ran-
domized, sham-controlled trial was to evaluate the efficacy of M1
HD-tDCS associated with rehabilitation in PASC patients with fa-
tigue. We postulated that, compared to sham stimulation, active
stimulation during rehabilitation would improve fatigue (primary
outcome), related symptoms (anxiety and pain) improving quality
of life of patients with PASC.

2. Methods
2.1. Study design

This was a prospective, double-blind, randomized, sham-
controlled clinical trial (NCT05289115) approved by the National
Health Service Research Ethics Committee and conducted accord-
ing to the Declaration of Helsinki. All patients enrolled provided
written informed consent. Every patient received two sessions/
week over five weeks (10 sessions).

2.2. Participants

Seventy patients fulfilling the criteria were enrolled. Eligible
participants were aged 18—80 years, had diagnosis of PASC-related
fatigue, and were followed in an outpatient clinic. Participants were
required to be three to 12 months after acute confirmed SARS-CoV-
2 infection, according to the CDC criteria [24]. The diagnosis of post-
infectious fatigue following COVID-19 was performed according to
the Academy of Physical Medicine and Rehabilitation recommen-
dations [25]. Patients were screened for fatigue patterns to help
guide activity and monitor the response to initiating and escalating
activity as well as monitor the effects on daily functioning. Addi-
tionally, we compare their current symptoms with their pre illness
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functional status and use standardized functional assessment tools
to monitor the patient's progress over time. As part of the evalua-
tion, we also determine whether the patient has any conditions
that may exacerbate or lead to fatigue, including system dysfunc-
tions, sleep disorders and medication use/polypharmacy [26].

Potential participants were excluded if they had severe
depression (a score >30 in the Beck Depression inventory) [27];
history of alcohol abuse or substance harmful use or dependence;
severe/life-threatening medical conditions and concomitant
neuropsychiatric disorders such traumatic brain injury, stroke,
epilepsy; and specific contraindications for brain stimulation (e.g.,
implanted metallic devices in the brain).

2.3. Randomization, allocation and blinding

Participants are randomized in accordance with a computer
generated list at www.random.org (1:1 ratio) to receive active or
sham HD-tDCS. After the randomization process, a blind researcher
(not involved with the recruitment, data collection, or intervention)
conducted the allocation of participants between the groups.
Treatment assignments were concealed from patients and the
personnel applying the stimulation sessions were blinded to the
treatment group. Raters were also blinded to allocation group
status.

2.4. Intervention

The experimental procedures and experimental profiles are
shown in Fig. 1. We employed a 4 x 1 HD tDCS montage (mini-CT
with 4 x 1 adaptor, Soterix Medical, New York, NY, USA). Based on
the past neurophysiological studies on disruptive functional
changes in fatigue-related to PASC [18,19], we positioned the center
electrode over the left motor cortex (M1). Four return electrodes
were placed in a ~7.5 cm radius. In the sham condition, the device
provided a 30-s ramp-up period to the full 3 mA, followed imme-
diately by a 30-s ramp down. For those in the active group, the
electrical current was delivered with a ramp-up time of 30 s, held at
3 mA for 30 min, and then ramped down over 30 s. Each set of five
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Fig. 1. Experimental design of HD-tDCS plus rehabilitation program for fatigue in Post-
Acute Sequelae of SARS-CoV-2 (PASC). The treatment protocol was composed by 10
sessions of HD-tDCS associated to rehabilitation program. The primary and secondary
outcomes were measured at the baseline (TO) and at the endpoint (T1). HD-
tDCS = High-Definition transcranial Direct Current Stimulation.
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electrodes was used for 10 sessions, rotating which electrode was in
the center position [28,29] 4 x 1 HD-tDCS allows for both cortically
targeted and sub-threshold (DC) modulation (PMID: 23149292)
and is well tolerated and blinded under the conditions tested [ [28].
30 min is a typical duration used in neuropsychiatric interventions
[28,30] Our overall approach adapts our previously successful
intervention in critically-ill COVID-19 patients [9].

During each session, all participants (active or sham) also
received an individually tailored rehabilitation program based on
the consensus guidance statement for treatment of PASC-related
fatigue [25]. The protocol comprised submaximal levels (Rate of
Perceived Exertion 9—11 score/Very Light-Light), gradual stretch-
ing, breathing exercise and resistance training. The Borg breath-
lessness scale and rate of perceived exertion were used alongside
self-reported symptoms (including fatigue) to determine progres-
sion of the exercises [31]. All exercise training and counseling
sessions were conducted by a physical therapist at the Department
of Rehabilitation at University Medical Center. All patients under-
went an educational program focused on treatment options for
alleviating symptoms, taking account of the orientations and rec-
ommendations promoted by WHO on the education of health care
providers and of patients. Therapeutic patient education is
designed therefore to train patients in the skills of self-managing or
adapting treatment to their particular condition, and in coping
processes and skills It is therefore a continuous process, integrated
in health care. It is patient-centered; it includes awareness,
learning, psychosocial support, prescribed treatment, organiza-
tional information, and behavior related to health and illness [32].

2.5. Outcomes

The primary efficacy outcome was fatigue severity as assessed
by the Modified Fatigue Impact Scale (MFIS) [33] at the end of the
treatment. The MFIS is a self-report inventory of fatigue severity
that results in a total score and scores for three subscales: cognitive
(9 items), psychosocial (10 items) and physical (2 items) compo-
nents of fatigue.

Secondary outcomes included the evaluation of anxiety symp-
toms with the Hamilton Anxiety Rating Scale (HAM-A) [34], quality
of life using WHOQOL-bref [35], and pain by the McGill Question-
naire [36]. Clinical response, as defined as 5-point reduction of the
baseline MFIS score, according to the reliable change index was also
determined. A change in 5—6 points represents statistically
meaningful change at the 0.90 and 0.95 confidence interval [37]. To
assess tolerability, we used a questionnaire based on previously
reported adverse events [38].

2.6. Statistical analysis

The sample size was estimated based on a minimal clinically
important difference (5-point reduction on MFIS score from the
baseline) in the outcome of fatigue [37] and previous research by
Mortezanejad et al. [12] that evaluated the effect of tDCS on fatigue
(mean of 31.0 SD of 4.0). Considering an effect size of 0.80 and drop
rate of 10%, a total sample size of 44 were required.

All data analyses were performed using the GraphPad Prism
software version 8.0 for Mac (GraphPad Software, San Diego, CA,
USA). All tests were performed with a two tailed p < .05. Descriptive
statistics were run as frequencies and percentages for categorical
variables; means and standard deviations were calculated for the
continuous variables.

Mean differences between groups with 95% confidence intervals
(CI) and effect sizes were calculated for the primary and secondary
outcomes. Adjustment for multiple comparisons was performed
using Bonferroni correction. Chi-square tests were used to compare
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the number of clinically improved patients between the active and
sham group. The effect size was measured in terms of odds ratios,
and we estimated the number needed to treat (NNT) based on the
odds ratios for clinical response.

In addition, we constructed mixed linear models controlling for
age and baseline measures (anxiety, depression, and sleep disor-
der), since these factors are related to fatigue. We used the Ham-
ilton Anxiety Rating Scale [34] and the Beck Depression Inventory
[39] to assess anxiety and depression, respectively. Sleep quality
was assessed with the Sleep Quality Scale [40]. Adverse events are
expressed as counts and percentages and compared between
groups using the 2 test.

3. Results
3.1. Participants

Out of 226 patients who were initially assessed for eligibility,
156 were excluded (135 did not meet eligibility criteria and 21
withdrew consent) (Fig. 2). The demographic characteristics and
clinical variables were similar between groups at baseline (Table 1).

3.2. Primary outcome

The active HD-tDCS group had significantly greater reduction in
fatigue (mean group difference 14.03 points; effect size 1.2; 95% CI
7.78—20.28; P <.001) compared to the sham group at the end of the
five-week intervention. MFIS subscale analyses found that the
reduction in fatigue was found in both the cognitive (mean group
difference 8.29 points; effect size 1.1; 95% CI 3.56—13.01; P < .001)
and psychosocial subscales (mean group difference 2.37 points;
effect size 1.2; 95% CI 1.34—3.40; P < .001). No difference was
observed between groups on physical fatigue (mean group differ-
ence 0.71 points; effect size 0.1; 95% Cl 4.47—5.90; P =.09) (Table 2)
(Fig. 3).

3.3. Secondary outcomes

The secondary outcomes were anxiety (HAM-A scores), quality
of life (WHOQOL-bref scores) and pain (McGill scores). The mean
differences favored the active group for anxiety (mean group dif-
ference 4.88; effect size 0.9; 95% CI 1.93—7.84; P < .001) and quality
life (mean group difference 14.80; effect size 0.7; 95% CI
7.87—21.73; P < .001) compared to sham group. For pain, there was
no significant difference between groups (mean group
difference —0.74; no effect size; 95% CI 3.66—5.14; P = .09) (Fig. 4).

Results indicated that the proportion of clinically improved
participants in the active group was significantly larger than in the
sham group (77.14% vs 45.71%; NNT = 3; odds ratio = 0.24; 95% CI,
0.08—0.70; P < .001).

3.4. Exploratory analysis

Our exploratory analysis showed that age, sleep disorder and
depression were not predictors of response. Anxiety severity at
baseline was associated with lower response (P =.3). A significant
regression equation was found (F (7,54) = 17.40, P < .001), with an
adjusted R? of 0.69 (Table 3).

3.5. Adverse effects

Skin redness was the only adverse event that differed signifi-
cantly between groups: there were 37 occurrences in the active
group compared to 13 in the sham group (P < .001). No serious
adverse events were reported.
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Assessed for eligibility (n=226)

Excluded (n=156)
e Not meeting inclusion criteria (n=135)
® Declined to participate (n=21)

Randomized (n=70)

l

l

Allocated to Active HD-IDCS (n=35)

l

35 included in the intention-to-treat analysis

l

Allocated to Sham HD-tDCS (n=35)

l

35 included in the intention-to-treat analysis

Fig. 2. Screening, Randomization, and Follow-up of Patients in the HD-RECOVERY trial. HD-tDCS = High-Definition transcranial Direct Current Stimulation.

4. Discussion

This is the first randomized, double-blind, sham-controlled
clinical trial assessing the efficacy of HD-tDCS for the treatment of
PASC-related fatigue. Consistent with the larger HD-tDCS (with
rehabilitation) literature, the intervention is well-tolerated [41,42].
We found that active vs. sham HD-tDCS sessions combined with the
rehabilitation program resulted in significant fatigue reduction

after the five-week intervention. Our results are encouraging
because combining rehabilitation with HD-tDCS is feasible, well-
tolerated and a potential useful treatment to many patients with
fatigue.

There are several candidate mechanisms for tDCS benefit in
fatigue. Previous reports documented that tDCS can induce neu-
roplastic after-effects and may exert a ‘top-down’ influence
including along the ascending midbrain-thalamic-cingulate

Table 1

Demographics and clinical characteristics of participants in baseline.
Group P value
Active (n = 35) Sham (n = 35)

Age?, years 51.63 [15.87] 54.46 [19.01] 0.50

Women, No. [%] 24 [69] 21[60] 0.45

Comorbidities, No. [%]

Hypertension 5[14] 7 [20] 0.45
Chronic heart disease 319] 2 (5] 0.64
Pulmonary disease 4[11] 0 [0] 0.04
Diabetes 6[17] 4[11] 0.49
Rheumatic disease 319] 2 (6] 0.64
Acute Phase Characteristics, No. [%]
Asymptomatic 319] 319] 1.http://0.0.0.0/00¢
Home-isolated with symptoms 25[71] 26 [74] 0.79¢
Hospitalized needing 02 2[6] 319] 0.64¢
Hospitalized needing NIV 4[11] 2 [6] 0.39¢
Hospitalized needing respirator 319] 4111] 0.69¢
Length of hospital stay® 2.86 [8.14] 3.34[11.32] 0.84°

Long COVID Symptoms, No. [%]

Headache 12 [34] 91[26] 0.43¢
Weakness 19 [54] 16 [46] 0.47°¢
Sleep difficulty 15 [43] 12 [34] 0.46¢
Cough 22 [63] 15 [43] 0.09¢
Gastrointestinal symptoms 14 [40] 11 [31] 0.45¢
Breathlessness 14 [40] 17 [49] 0.47°¢

No. or n = number of participants; NIV: Non-Invasive Ventilation.

S

Continuous variables are presented as mean (SD) unless otherwise indicated.
Chi-square analysis.
Independent t-test analysis.

a
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Table 2
Clinical outcomes.
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Variables

Group

ANOVA [F(1,68)/P value]

Acute treatment period

Active (n = 35) Sham (n = 35) Active vs Sham Time effects Time x group interaction
Primary Outcome*
MFIS-Cognitive
Baseline 31.60 [9.10] 33.66 [8.27]
Week 5 17.14 [8.7] 26.46 [7.56] 7,82/0.0067" 115,8/0.0001 10,56/0.0018
MFIS-Psychosocial
Baseline 6.54 [2.05] 5.91 [1.67]
Week 5 2.66 [2.14] 5.03 [1.67] 26,58/0.0237° 199,2/0.001 78,75/0.001
MFIS-Physical
Baseline 19.03 [10.97] 18.23 [9.66]
Week 5 15.26 [8.70] 15.97 [8.61] 0.000/0.985 28.93/0.001 1.82/0.181
MFIS total
Baseline 57.17 [14.95] 57.8 [7.91
Week 5 35.06 [12.22] 47.46 [8.48] 9.69/0.0027° 140.8/0.001 21.76/0.001
Secondary Outcomes*
MCcGill Questionnaire
Baseline 11.8 [11.39] 10.94 [9.03]
Week 5 7.46 [6.04] 8.49 [5.95] 0.06/0.801 6.46/0.013 0.11/0.740
HAM-A
Baseline 25.93 [5.98] 25.95 [4.75]
Week 5 18.66 [5.84] 23.57 [5.19] 4.55/0.036" 60.74/0.0001 15.37/0.0002
WHOQoL-bref
Baseline 57.51[12.60] 59.71[13.32]
Week 5 80.89 [12.10] 66.09 [13.24] 5.49/0.022° 101.9/0.0001 33.28/0.0001

2 Continuous variables are presented as mean (SD).

b Statistically significantn = number of participants; MFIS = Modified Fatigue Impact Scale; HAM-A = Hamilton anxiety rating scale; WHOQol-brief = World Health Or-

ganization quality of life questionnaire (brief version).

pathway through descending fibers from the motor cortex [43—45].
The therapeutic efficacy of tDCS is, at least partly, due to its capacity
to induce neural plasticity in different clinical conditions [45—47].
Additionally, M1 stimulation has been used for treating fatigue

performance fatigability [15]. The suggested modulation of in-
flammatory processes by tDCS, either by direct brain stimulation
[49,50] or top-down (vagal) processes, may be a parallel thera-
peutic mechanism [17,22]. As a further explanation of our study

[22,48], decreasing the threshold for perceived effort [23] and outcomes, rehabilitation programs are known to decrease
A Total
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Fig. 3. Primary fatigue Outcomes of HD-tDCS plus rehabilitation program in Post-Acute Sequelae of SARS-CoV-2 (PASC). Boxplots presenting changes in fatigue severity, (A) and
regarding to cognitive, (B) psychosocial, (C) and physical fatigue domains, (D) from baseline to endpoint (week 5). A MFIS score reduction represents decrease fatigue severity after
treatment. The HD-tDCS plus rehabilitation program on fatigue ratings were greater for the active group than for the sham group (fatigue total, cognitive and psychosocial domains).
No significant effect was observed for physical fatigue between the two groups. MFIS = Modified Fatigue Impact Scale; HD-tDCS = High-Definition transcranial Direct Current

Stimulation.
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I Active HD-tDCS + Rehabilitation
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Quality of life C Pain

MPQ score

Baseline

Endpoint

Endpoint

B Sham HD-(DCS + Rehabilitation

Fig. 4. Secondary Outcomes. Panels showing changes in anxiety severity, A, quality of life, B and pain level, C from baseline to endpoint (week 5). Compared with sham group, the
effect of attenuating anxiety symptoms and improve quality of life ratings were marginally greater for the active group. There was no statistically significant difference between the
treatment groups in pain change. HAM-A = Hamilton anxiety rating scale; WHOQol-brief = World Health Organization quality of life questionnaire (brief version); MPQ = McGill

Pain Questionnaire HD-tDCS = High-definition transcranial direct current stimulation.

sensation of fatigue accompanied by brain functional reorganiza-
tion in the sensory-motor network [49—51] and tDCS enhances
sensoriomotor activities and plasticity [52,53].

Our effort build on decades of work indicating the potential for
tDCS for range of neurological and psychiatric conditions
[28,54—58] with symptoms relevant to PASC. Trials of 4 x 1 HD-
tDCS has spanned cognitive dysfunction [59] and neuropsychi-
atric disorders [60,61], pain [62,63], motor learning [64], and ex-
ercise performance [65].

Adjuvant treatments to improve the effects of rehabilitation are
challenging, mainly due to the heterogeneity and complexity of
fatigue-related to PASC conditions. Therefore, the results of this
trial may result in an important advance in the healthcare setting.
HD-tDCS associated with the rehabilitation protocol is feasible to a
real clinical scenario, since the protocol allows brain stimulation
during rehabilitation procedures, without increasing the human
resource costs (physiotherapy time). Taken together, HD-tDCS and
rehabilitation improves the chances of recovery, offer incentives to
treatment compliance and may have an impact on public health
costs.

Improvements of anxiety and quality of life, but not pain, were
also observed with active HD-tDCS. Anxiety is reported to be
associated with fatigue on a broad range of clinical conditions
[66,67]. Since frontal and central areas are dysfunctional after
COVID-19 infection [68,69], modulation of motor targets could lead
not only to changes in fatigue but also in anxiety. The effects of HD-
tDCS indeed affect distinct cortical and subcortical circuits, which
could influence both motor and cognitive areas [43,46]. Further
studies are necessary to investigate whether changes in anxiety
occur simultaneously to fatigue or if improvements in cognitive
symptoms mediates PASC outcomes. There is evidence showing the
relationship between PASC-related fatigue and quality of life

Table 3
Multiple linear regression results with the change in MFIS as the outcome variable.
Beta coefficient 95% CI P value

Intercept 58.84 45.32 to 72.37 <0.0001°
Group -14.22 —17.96 to —10.49 <0.0001°
Age —0.08 —0.23 to 0.07 0.29
Sleep difficulty -0.01 —0.54 to 0.51 0.96
Depression -0.26 —0.62 to 0.10 0.15
Anxiety —0.46 —0.89 to —0.03 0.04°

Table includes beta coefficients. 95% confidence intervals and the associated p
values for each predictor.
CI confidence interval.
MFIS = Modified Fatigue Impact Scale.
@ Statistically significant.

[70,71]. In other clinical conditions, such as multiple sclerosis, for
instance, the increase in neuronal activity following demyelination
of some neurons, leads to deterioration of physical abilities,
inducing fatigue and subsequently decreasing quality of life [12,71].
Therefore, the improvement of quality of life effect may be sec-
ondary to the effect of HD-tDCS on fatigue. Because patients had
lower pain scores at baseline their scores might have not improved
after treatment (despite a sustained response) owing to a “ceiling
effect”. Finally, given that both groups improved their fatigue, the
rehabilitation program might have an effect that was augmented by
the HD-tDCS, as suggested by previous studies [47,72,73].

Study limitations and opportunities should be underscored.
First, acute phase parameters of COVID-19 and premorbid condi-
tions are factors non controlled during the current study. Second,
absence of MRI precludes computational models of the role of in-
dividual anatomy in brain electric field intensity, however use of
4 x 1 HD-tDCS ensures consistent spatial targeting across subjects
[74,75]. Third, PASC is a multifactorial condition suggesting
customized treatment strategies - to this end our inclusion of
subjects with specific symptom profiles and application of
indication-targeted HD-tDCS and rehabilitation is consistent with
developing socialized interventions. Finally, notwithstanding high
compliance in our ten protocol sessions, due the barriers associated
with consecutive visits to clinic/hospital and considering the large
number of people affected by PASC remotely supervised home-
based tDCS can be considered (and is feasible) to investigate
extended treatment protocols [17,76—78].

5. Conclusion

In this sham-controlled randomized trial, we found that 10
sessions of M1 HD-tDCS paired with a rehabilitation program led to
significant reduction of PASC-related fatigue. Although strengths of
our study are the relatively large sample size and also its pragmatic
aspect, enrolling fatigued patients that present mixed symptoms,
further studies should acknowledge the specifically effects of
treatment on patients with higher pain level and physical impair-
ment related to fatigue to consolidate these exploratory findings.
These findings along with the low cost of the therapy and its
tolerability suggests its potential application in the clinical practice
for the treatment of PASC.
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Highlights

e Ten sessions of rehabilitation using M1 HD-tDCS decreases symptoms associated to
post-acute sequelae of COVID-19 (PASC).
e HD-tDCS modulates fatigue, anxiety, and quality of life on PASC-related fatigue.

e HD-tDCS is promising as an adjuvant therapeutic tool for PASC-related fatigue.
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Abstract

Background and purpose: Fatigue is among the most common persistent symptoms following
post-acute sequelae of Sars-COV-2 infection (PASC). The current study investigated the
potential therapeutic effects of High-Definition transcranial Direct Current Stimulation (HD-
tDCS) associated with rehabilitation program for the management of PASC-related fatigue.
Methods: Seventy patients with PASC-related fatigue were randomized to receive 3 mA or
sham HD-tDCS targeting the left primary motor cortex (M1) for 30 minutes paired with a
rehabilitation program. Each patient underwent 10 sessions (2 sessions/week) over five weeks.
Fatigue was measured as the primary outcome before and after the intervention using the
Modified Fatigue Impact Scale (MFIS). Pain level, anxiety severity and quality of life were
secondary outcomes assessed, respectively, through the McGill Questionnaire, Hamilton
Anxiety Rating Scale (HAM-A) and WHOQOL.

Results: Active HD-tDCS resulted in significantly greater reduction in fatigue compared to
sham HD-tDCS (mean group MFIS reduction of 22.11 points vs 10.34 points). Distinct effects
of HD-tDCS were observed in fatigue domains with greater effect on cognitive (mean group
difference 8.29 points; effect size 1.1; 95% CIl 3.56-13.01; P<0.0001) and psychosocial
domains (mean group difference 2.37 points; effect size 1.2; 95% CI 1.34-3.40; P<0.0001),
with no significant difference between the groups in the physical subscale (mean group
difference 0.71 points; effect size 0.1; 95% CI 4.47 -5.90; P = .09). Compared to sham, the
active HD-tDCS group also had a significant reduction in anxiety (mean group difference 4.88;
effect size 0.9; 95% CI 1.93-7.84; P<0.0001) and improvement in quality of life (mean group
difference 14.80; effect size 0.7; 95% CI 7.87-21.73; P<0.0001). There was no significant

difference in pain (mean group difference -0.74; no effect size; 95% CI 3.66-5.14; P = .09).



Conclusion: An intervention with M1 targeted HD-tDCS paired with a rehabilitation program
was effective in reducing fatigue and anxiety, while improving quality of life in people with

PASC.

Keywords: Post-acute sequelae of Sars-COV-2, Fatigue, Anxiety, Non-invasive brain

stimulation, High-Definition transcranial direct current stimulation, Respiratory rehabilitation.

Registration Trial ClinicalTrials.gov Identifier: NCT05289115



Introduction

Post-acute sequelae of Sars-CoV-2 infection (PASC) is an umbrella term for the wide
range of multisystemic symptoms that are present four or more weeks after SARS-CoV-2
infection, independent of infection severity [1]. Fatigue is among the most reported PASC
symptoms and has been associated with significant burden and disability[2]. The
pathophysiological mechanisms of PASC remain poorly understood, but persistent immune
activation has been regarded as a major player [3]. Currently, there are no established

treatments for PASC and thus a large patient population seeking effective therapies [4].

Transcranial direct current stimulation (tDCS) is a type of noninvasive brain stimulation
using low amplitude sustained currents [5]. High Definition tDCS (HD-tDCS) allows current
steering to targeted brain regions [6-8]. tDCS is appealing as a nonpharmacological
intervention and has been proposed for both COVID-19 acute illness and PASC-related
conditions [9,10]. tDCS has been shown to reduce fatigue in a range of neurologic and immune
diseases [11-13] and recently proposed as a therapeutic strategy for PASC-related fatigue [14—

17].

Preliminary findings have demonstrated that PASC patients with fatigue exhibit
abnormal motor cortex neurophysiological excitability. In these patients, inadequate input from
brain regions upstream of M1 and/or reduced excitability of motor cortex could cause
inadequate descending drive to the a-motor neurons thus contributing to the central fatigue
[18,19]. Brain imaging and neurophysiology studies have indicated M1 is strongly involved in
fatigue control [20,21] and prior studies revealed that changes in cortical excitability after tDCS

were significantly correlated with fatigue improvement [22,23].

Given the need to develop effective strategies against PASC-related fatigue and the

emerging role of tDCS in the treatment of fatigue, we developed this trial. The main objective
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of this randomized, sham-controlled trial was to evaluate the efficacy of M1 HD-tDCS
associated with rehabilitation in PASC patients with fatigue. We postulated that, compared to
sham stimulation, active stimulation during rehabilitation would improve fatigue (primary
outcome), related symptoms (anxiety and pain) improving quality of life of patients with

PASC.

Methods
Study Design

This was a prospective, double-blind, randomized, sham-controlled clinical trial
(NCT05289115) approved by the National Health Service Research Ethics Committee and
conducted according to the Declaration of Helsinki. All patients enrolled provided written

informed consent. Every patient received two sessions/week over five weeks (10 sessions).

Participants

Seventy patients fulfilling the criteria were enrolled. Eligible participants were aged 18
to 80 years, had diagnosis of PASC-related fatigue, and were followed in an outpatient clinic.
Participants were required to be three to 12 months after acute confirmed SARS-CoV-2
infection, according to the CDC criteria [24]. The diagnosis of post-infectious fatigue following
COVID-19 was performed according to the Academy of Physical Medicine and Rehabilitation
recommendations [25]. Patients were screened for fatigue patterns to help guide activity and
monitor the response to initiating and escalating activity as well as monitor the effects on daily
functioning. Additionally, we compare their current symptoms with their pre illness functional
status and use standardized functional assessment tools to monitor the patient's progress over
time. As part of the evaluation, we also determine whether the patient has any conditions that
may exacerbate or lead to fatigue, including system dysfunctions, sleep disorders and

medication use/polypharmacy [26].



Potential participants were excluded if they had severe depression (a score > 30 in the
Beck Depression inventory) [27]; history of alcohol abuse or substance harmful use or
dependence; severe/life-threatening medical conditions and concomitant neuropsychiatric
disorders such traumatic brain injury, stroke, epilepsy; and specific contraindications for brain

stimulation (e.g., implanted metallic devices in the brain).

Randomization, Allocation and Blinding

Participants are randomized in accordance with a computer generated list at
www.random.org (1:1 ratio) to receive active or sham HD-tDCS. After the randomization
process, a blind researcher (not involved with the recruitment, data collection, or intervention)
conducted the allocation of participants between the groups. Treatment assignments were
concealed from patients and the personnel applying the stimulation sessions were blinded to
the treatment group. Raters were also blinded to allocation group status.

Intervention

The experimental procedures and experimental profiles are shown in Fig. 1. We
employed a 4x1 HD tDCS montage (mini-CT with 4 x 1 adaptor, Soterix Medical, New York,
NY, USA). Based on the past neurophysiological studies on disruptive functional changes in
fatigue-related to PASC [18,19], we positioned the center electrode over the left motor cortex
(M1). Four return electrodes were placed in a ~7.5 cm radius. In the sham condition, the device
provided a 20-second ramp-up period to the full 3 mA, followed immediately by a 20-second
ramp down. For those in the active group, the electrical current was delivered with a ramp-up
time of 30 s, held at 3 mA for 30 min, and then ramped down over 30 s. Each set of five
electrodes was used for 10 sessions, rotating which electrode was in the center position [28,29]
4x1 HD-tDCS allows for both cortically targeted and sub-threshold (DC) modulation (PMID:

23149292) and is well tolerated and blinded under the conditions tested [[28]. 30 minutes is a



typical duration used in neuropsychiatric interventions [28,30] Our overall approach adapts
our previously successful intervention in critically-ill COVID-19 patients[9]

[INSERT FIGURE 1]

During each session, all participants (active or sham) also received an individually
tailored rehabilitation program based on the consensus guidance statement for treatment of
PASC-related fatigue [25]. The protocol comprised submaximal levels (Rate of Perceived
Exertion 9-11 score/Very Light-Light), gradual stretching, breathing exercise and resistance
training. The Borg breathlessness scale and rate of perceived exertion were used alongside self-
reported symptoms (including fatigue) to determine progression of the exercises [31]. All
exercise training and counseling sessions were conducted by a physical therapist at the
Department of Rehabilitation at University Medical Center. All patients underwent an
educational program focused on treatment options for alleviating symptoms, taking account of
the orientations and recommendations promoted by WHO on the education of health care
providers and of patients. Therapeutic patient education is designed therefore to train patients
in the skills of self-managing or adapting treatment to their particular condition, and in coping
processes and skills It is therefore a continuous process, integrated in health care. It is patient-
centered; it includes awareness, learning, psychosocial support, prescribed treatment,

organizational information, and behavior related to health and illness [32].

Outcomes

The primary efficacy outcome was fatigue severity as assessed by the Modified Fatigue
Impact Scale (MFIS) [33] at the end of the treatment. The MFIS is a self-report inventory of
fatigue severity that results in a total score and scores for three subscales: cognitive (9 items),

psychosocial (10 items) and physical (2 items) components of fatigue.
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Secondary outcomes included the evaluation of anxiety symptoms with the Hamilton
Anxiety Rating Scale (HAM-A) [34], quality of life using WHOQOL-bref [35], and pain by
the McGill Questionnaire [36]. Clinical response, as defined as 5-point reduction of the
baseline MFIS score, according to the reliable change index was also determined. A change in
5 to 6 points represents statistically meaningful change at the 0.90 and 0.95 confidence interval
[37]. To assess tolerability, we used a questionnaire based on previously reported adverse

events [38].

Statistical Analysis

The sample size was estimated based on a minimal clinically important difference (5-
point reduction on MFIS score from the baseline) in the outcome of fatigue [37] and previous
research by Mortezanejad et al [12] that evaluated the effect of tDCS on fatigue (mean of 31.0
SD of 4.0). Considering an effect size of 0.80 and drop rate of 10%, a total sample size of 44

were required.

All data analyses were performed using the GraphPad Prism software version 8.0 for
Mac (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). All tests were performed with a two tailed p
< 0.05. Descriptive statistics were run as frequencies and percentages for categorical variables;

means and standard deviations were calculated for the continuous variables.

Mean differences between groups with 95% confidence intervals (Cl) and effect sizes
were calculated for the primary and secondary outcomes. Adjustment for multiple comparisons
was performed using Bonferroni correction. Chi-square tests were used to compare the number
of clinically improved patients between the active and sham group. The effect size was
measured in terms of odds ratios, and we estimated the number needed to treat (NNT) based

on the odds ratios for clinical response.
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In addition, we constructed mixed linear models controlling for age and baseline
measures (anxiety, depression, and sleep disorder), since these factors are related to fatigue.
We used the Hamilton Anxiety Rating Scale [34] and the Beck Depression Inventory [39] to
assess anxiety and depression, respectively. Sleep quality was assessed with the Sleep Quality
Scale [40]. Adverse events are expressed as counts and percentages and compared between

groups using the x2 test.

Results

Participants

Out of 226 patients who were initially assessed for eligibility, 156 were excluded (135
did not meet eligibility criteria and 21 withdrew consent) (Fig. 2). The demographic

characteristics and clinical variables were similar between groups at baseline (Table 1).

[INSERT FIGURE 2]

[INSERT TABLE 1]

Primary outcome

The active HD-tDCS group had significantly greater reduction in fatigue (mean group
difference 14.03 points; effect size 1.2; 95% CI 7.78-20.28; P < .001) compared to the sham
group at the end of the five-week intervention. MFIS subscale analyses found that the reduction
in fatigue was found in both the cognitive (mean group difference 8.29 points; effect size 1.1;
95% CI 3.56-13.01; P <.001) and psychosocial subscales (mean group difference 2.37 points;
effect size 1.2; 95% CI 1.34-3.40; P < .001). No difference was observed between groups on
physical fatigue (mean group difference 0.71 points; effect size 0.1; 95% CI 4.47 -5.90; P =

09) (Table 2) (Fig 3).
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[INSERT FIGURE 3]

[INSERT TABLE 2]

Secondary outcomes

The secondary outcomes were anxiety (HAM-A scores), quality of life (WHOQOL-
bref scores) and pain (McGill scores). The mean differences favored the active group for
anxiety (mean group difference 4.88; effect size 0.9; 95% CI 1.93-7.84; P < .001) and quality
life (mean group difference 14.80; effect size 0.7; 95% CI 7.87-21.73; P < .001) compared to
sham group. For pain, there was no significant difference between groups (mean group

difference -0.74; no effect size; 95% CI 3.66-5.14; P =.09) (Fig 4).

[INSERT FIGURE 4]

Results indicated that the proportion of clinically improved participants in the active
group was significantly larger than in the sham group (77.14% vs 45.71%; NNT =3; odds ratio

=0.24; 95% ClI, 0.08-0.70; P < .001).

Exploratory analysis

Our exploratory analysis showed that age, sleep disorder and depression were not
predictors of response. Anxiety severity at baseline was associated with lower response
(P=0.3). A significant regression equation was found (F (7,54) = 17.40, P < .001), with an

adjusted R? of 0.69 (Table 3).

[INSERT TABLE 3]
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Adverse effects

Skin redness was the only adverse event that differed significantly between groups:
there were 37 occurrences in the active group compared to 13 in the sham group (P < 0.001).

No serious adverse events were reported.

Discussion

This is the first randomized, double-blind, sham-controlled clinical trial assessing the
efficacy of HD-tDCS for the treatment of PASC-related fatigue. Consistent with the larger HD-
tDCS (with rehabilitation) literature, the intervention is well-tolerated [41,42]. We found that
active vs. sham HD-tDCS sessions combined with the rehabilitation program resulted in
significant fatigue reduction after the five-week intervention. Our results are encouraging
because combining rehabilitation with HD-tDCS is feasible, well-tolerated and a potential
useful treatment to many patients with fatigue.

There are several candidate mechanisms for tDCS benefit in fatigue. Previous reports
documented that tDCS can induce neuroplastic after-effects and may exert a ‘top-down’
influence including along the ascending midbrain-thalamic-cingulate pathway through
descending fibers from the motor cortex [43-45]. The therapeutic efficacy of tDCS is, at least
partly, due to its capacity to induce neural plasticity in different clinical conditions [45-47].
Additionally, M1 stimulation has been used for treating fatigue [22,48], decreasing the
threshold for perceived effort [23] and performance fatigability [15]. The suggested modulation
of inflammatory processes by tDCS, either by direct brain stimulation [49,50] or top-down
(vagal) processes, may be a parallel therapeutic mechanism [17,22]. As a further explanation
of our study outcomes, rehabilitation programs are known to decrease sensation of fatigue
accompanied by brain functional reorganization in the sensory-motor network [49-51] and

tDCS enhances sensoriomotor activities and plasticity [52,53].
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Our effort build on decades of work indicating the potential for tDCS for range of
neurological and psychiatric conditions[28,54—-58] with symptoms relevant to PASC. Trials of
4x1 HD-tDCS has spanned cognitive dysfunction [59] and neuropsychiatric disorders[60,61],
pain [62,63], motor learning[64], and exercise performance [65].

Adjuvant treatments to improve the effects of rehabilitation are challenging, mainly due
to the heterogeneity and complexity of fatigue-related to PASC conditions. Therefore, the
results of this trial may result in an important advance in the healthcare setting. HD-tDCS
associated with the rehabilitation protocol is feasible to a real clinical scenario, since the
protocol allows brain stimulation during rehabilitation procedures, without increasing the
human resource costs (physiotherapy time). Taken together, HD-tDCS and rehabilitation
improves the chances of recovery, offer incentives to treatment compliance and may have an
impact on public health costs.

Improvements of anxiety and quality of life, but not pain, were also observed with
active HD-tDCS. Anxiety is reported to be associated with fatigue on a broad range of clinical
conditions [66,67]. Since frontal and central areas are dysfunctional after COVID-19 infection
[68,69], modulation of motor targets could lead not only to changes in fatigue but also in
anxiety. The effects of HD-tDCS indeed affect distinct cortical and subcortical circuits, which
could influence both motor and cognitive areas [43,46]. Further studies are necessary to
investigate whether changes in anxiety occur simultaneously to fatigue or if improvements in
cognitive symptoms mediates PASC outcomes. There is evidence showing the relationship
between PASC-related fatigue and quality of life [70,71]. In other clinical conditions, such as
multiple sclerosis, for instance, the increase in neuronal activity following demyelination of
some neurons, leads to deterioration of physical abilities, inducing fatigue and subsequently
decreasing quality of life [12,71]. Therefore, the improvement of quality of life effect may be

secondary to the effect of HD-tDCS on fatigue. Because patients had lower pain scores at
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baseline their scores might have not improved after treatment (despite a sustained response)
owing to a “ceiling effect”. Finally, given that both groups improved their fatigue, the
rehabilitation program might have an effect that was augmented by the HD-tDCS, as suggested
by previous studies [47,72,73].

Study limitations and opportunities should be underscored. First, acute phase
parameters of COVID-19 and premorbid conditions are factors non controlled during the
current study. Second, absence of MRI precludes computational models of the role of
individual anatomy in brain electric field intensity, however use of 4x1 HD-tDCS ensures
consistent spatial targeting across subjects [74,75]. Third, PASC is a multifactorial condition
suggesting customized treatment strategies - to this end our inclusion of subjects with specific
symptom profiles and application of indication-targeted HD-tDCS and rehabilitation is
consistent with developing socialized interventions. Finally, notwithstanding high compliance
in our ten protocol sessions, due the barriers associated with consecutive visits to clinic/hospital
and considering the large number of people affected by PASC remotely supervised home-based
tDCS can be considered (and is feasible) to investigate extended treatment protocols [17,76—

78].

Conclusion

In this sham-controlled randomized trial, we found that 10 sessions of M1 HD-tDCS
paired with a rehabilitation program led to significant reduction of PASC-related fatigue.
Although strengths of our study are the relatively large sample size and also its pragmatic
aspect, enrolling ‘‘real-world”’ fatigued patients that present mixed symptoms, further studies
should acknowledge the specifically effects of treatment on patients with higher pain level and

physical impairment related to fatigue to consolidate these exploratory findings. These findings
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along with the low cost of the therapy and its tolerability suggests its potential application in

the clinical practice for the treatment of PASC.
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TABLES

Table 1. Demographics and clinical characteristics of participants in baseline

Group P value
Active (n=35) Sham (n=35)
Age?, years 51.63[15.87]  54.46 [19.01] 0.50
Women, No. [%0] 24 [69] 21 [60] 0.45
Comorbidities, No. [%0]
Hypertension 5 [14] 7 [20] 0.45
Chronic heart disease 319] 2 [5] 0.64
Pulmonary disease 4 [11] 0[0] 0.04
Diabetes 6 [17] 4 [11] 0.49
Rheumatic disease 319] 2 [6] 0.64

Acute Phase Characteristics, No. [%0]




Asymptomatic 31[9] 31[9] 1.00°
Home-isolated with symptoms 25 [71] 26 [74] 0.79¢
Hospitalized needing O2 2 [6] 31[9] 0.64°¢
Hospitalized needing NIV 4 [11] 2 [6] 0.39¢
Hospitalized needing respirator 3 [9] 4 [11] 0.69¢
Lenght of hospital stay? 2.86 [8.14] 3.34 [11.32] 0.84°
Long COVID Symptoms, No. [%0]
Headache 12 [34] 9 [26] 0.43¢
Weakness 19 [54] 16 [46] 0.47¢
Sleep difficulty 15 [43] 12 [34] 0.46°
Cough 22 [63] 15 [43] 0.09°
Gastrointestinal symptoms 14 [40] 11 [31] 0.45¢
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Breathlessness 14 [40]

17 [49]

0.47¢

& Continuous variables are presented as mean (SD) unless otherwise indicated.

b Chi-square analysis

¢ Independent t-test analysis

No. or n= number of participants; NIV: Non-Invasive Ventilation

Table 2. Clinical Outcomes

ANOVA [F(1,68)/ P value]
Group
Acute treatment period
Variables ]
Active vs Time T'rrgﬁ 5
Active (n=35) Sham (n=35) Sham effects in tgerac'ﬁon
Primary Outcome?
MFI1S-Cognitive
Baseline 31.60 [9.10] 33.66 [8.27]
7,82/ 115,8/ 10,56/
Week 5 17.14 [8.7] 26.46 [7.56] 0.0067° 0.0001 0.0018
MFI1S-Psychosocial
Baseline 6.54 [2.05] 5.91 [1.67]
26,58/ 199,2/ 78,75/
Week 5 2.66 [2.14] 5.03 [1.67] 0.0237° 0.001 0.001
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MFIS-Physical

Baseline 19.03[10.97]  18.23 [9.66]
Week 5 15.26 [8.70]  15.97 [8.61] %.%%%/ %%%31/ 31851
MFIS total
Baseline 57.17 [14.95] 57.8[7.91
Week 5 35.06 [12.22]  47.46 [8.48] 0.%83/7b %‘_18681/ %?bgi/
Secondary Outcomes?
McGill
Questionnaire
Baseline 11.8 [11.39] 10.94 [9.03]
0.06/ 6.46/ 0.11/
Week 5 7.46 [6.04] 8.49 [5.95] 0.801 0.013 0.740
HAM-A
Baseline 25.93[5.98]  25.95 [4.75]
4.55/ 60.74/ 15.37/
Week 5 18.66 [5.84] 23.57 [5.19] 0.036" 0.0001 0.0002
WHOQoL-bref
Baseline 57.51 [12.60] 59.71[13.32]
5.49/ 101.9/ 33.28/
Week 5 80.89 [12.10]  66.09 [13.24] 0.022° 0.0001 0.0001

&Continuous variables are presented as mean (SD).

b Statistically significant

n= number of participants; MFIS = Modified Fatigue Impact Scale; HAM-A = Hamilton anxiety

rating scale; WHOQol-brief = World Health Organization quality of life questionnaire (brief version)
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Table 3. Multiple linear regression results with the change in MFIS as the outcome

variable
Beta 95% CI P value
coefficient
Intercept 58.84 45.32 t0 72.37 <0.0001?
Group -14.22 -17.96 to -10.49 <0.00012
Age -0.08 -0.23 10 0.07 0.29
Sleep difficulty -0.01 -0.541t00.51 0.96
Depression -0.26 -0.62t0 0.10 0.15
Anxiety -0.46 -0.89 t0 -0.03 0.042

Table includes beta coefficients. 95% confidence intervals and the associated p values for each

predictor

MFIS = Modified Fatigue Impact Scale
a Statistically significant
CI confidence interval
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Figure 1. Experimental design of HD-tDCS plus rehabilitation program for fatigue in Post-
Acute Sequelae of SARS-CoV-2 (PASC). The treatment protocol was composed by 10 sessions
of HD-tDCS associated to rehabilitation program. The primary and secondary outcomes were
measured at the baseline (TO) and at the endpoint (T1). HD-tDCS =High-Definition

transcranial Direct Current Stimulation.

28



Assessed for eligibility (n=226)

Excluded (n=156)
e Not meeting inclusion criteria (n=135)

e Declined to participate (n=21)

Randomized (n=70)

L

l

Allocated to Active HD-(DCS (n=35)

l

35 included in the intention-to-treat analysis

l

Allocated to Sham HD-tDCS (n=35)

l

35 included in the intention-to-treat analysis

Figure 2. Screening, Randomization, and Follow-up of Patients in the HD-RECOVERY trial.

HD-tDCS =High-Definition transcranial Direct Current Stimulation.
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Figure 3. Primary fatigue Outcomes of HD-tDCS plus rehabilitation program in Post-Acute
Sequelae of SARS-CoV-2 (PASC). Boxplots presenting changes in fatigue severity, (A) and
regarding to cognitive, (B) psychosocial, (C) and physical fatigue domains, (D) from baseline
to endpoint (week 5). A MFIS score reduction represents decrease fatigue severity after
treatment. The HD-tDCS plus rehabilitation program on fatigue ratings were greater for the
active group than for the sham group (fatigue total, cognitive and psychosocial domains). No
significant effect was observed for physical fatigue between the two groups. MFIS = Modified

Fatigue Impact Scale; HD-tDCS = High-Definition transcranial Direct Current Stimulation.

30



B Quality of life C Pain

A Anxiety
30 100 15
o 804
]
(]
S 20 Q £ 10
g ? 60 s
(2} Pl 4
< 8 o
g o ‘M g
E 10 I = 54
; 20+
0- 0-
Baseline Enpoint Baseline Endpoint Baseline Endpoint
I Active HD-tDCS + Rehabilitation [ Sham HD-tDCS + Rehabilitation

Figure 4. Secondary Outcomes. Panels showing changes in anxiety severity, A, quality of life,
B and pain level, C from baseline to endpoint (week 5). Compared with sham group, the effect
of attenuating anxiety symptoms and improve quality of life ratings were marginally greater
for the active group. There was no statistically significant difference between the treatment
groups in pain change. HAM-A = Hamilton anxiety rating scale; WHOQol-brief = World
Health Organization quality of life questionnaire (brief version); MPQ = McGill Pain

Questionnaire HD-tDCS = High-definition transcranial direct current stimulation.
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Highlights

e Ten sessions of HD tDCS and rehabilitation program decreases symptoms associated
with post-acute sequelae of COVID-19 (PASC)

« M1 HD tDCS modulates fatigue, anxiety, and quality of life on PASC-related fatigue
o HD tDCS might be used as adjuvant therapeutic tool for PASC-related fatigue
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Abstract

Background and purpose

Acute Respiratory Distress Syndrome (ADRS) due to coronavirus disease 2019 (COVID-
19) has been associated with muscle fatigue, corticospinal pathways dysfunction, and
mortality. High-Definition transcranial Direct Current Stimulation (HD-tDCS) may be used
to attenuate clinical impairment in these patients. The HD-RECOVERY randomized
clinical trial was conducted to evaluate the efficacy and safety of HD-tDCS with respiratory

rehabilitation in patients with moderate to severe ARDS due to COVID-19.
Methods

Fifty-six critically ill patients were randomized 1:1 to active (n = 28) or sham (n = 28) HD-
tDCS (twice a day, 30-minute, 3-mA) plus respiratory rehabilitation for up to 10 days or
until intensive care unit discharge. The primary outcome was ventilator-free days during
the first 28 days, defined as the number of days free from mechanical ventilation.
Furthermore, secondary outcomes such as delirium, organ failure, hospital length of stay

and adverse effects were investigated.

Results

Active HD-tDCS induced more ventilator-free days compared to sham HD-tDCS. Patients
in the active group vs in the sham group experienced lower organ dysfunction, delirium,
and length of stay rates over time. In addition, positive clinical response was higher in the
active vs sham group. There was no significant difference in the prespecified secondary

outcomes at 5 days. Adverse events were similar between groups.
Conclusions

Among patients with COVID-19 and moderate to severe ARDS, use of active HD-tDCS
compared with sham HD-tDCS plus respiratory rehabilitation resulted in a statistically
significant increase in the number of ventilator-free days over 28 days. HD-tDCS

combined with concurrent rehabilitation therapy is a safe, feasible, potentially add-on



intervention, and further trials should examine HD-tDCS efficacy in a larger sample of
patients with COVID-19 and severe hypoxemia.

Keywords

High-Definition transcranial direct current stimulation; Noninvasive brain stimulation;

Coronavirus disease; Acute Respiratory Distress Syndrome; Respiratory rehabilitation.

Introduction

Patients critically ill with coronavirus disease 2019 (COVID-19) often require
mechanical ventilation and prolonged hospitalization duration to restore adequate gas
exchange and to alleviate acute respiratory distress syndrome (ADRS)!. There is
variability between individual studies with respect to frequency of ARDS caused by
COVID-19%%; individual studies for which data is available indicate that among
hospitalized COVID-19 patients, approximately 1/3 (33%) develop ARDS, 1/4 (26%)
require transfer to an intensive care unit (ICU), and 1/6 (16%) receive invasive mechanical
ventilation®. Injury to the brain - whether secondary to systemic (respiratory system)
dysfunction, neuro-vascular damage, or direct neural-invasion (e.g., via the olfactory
nerve)® contributes to COVID-19 pathophysiology, symptoms, and progression’. Non-
invasive brain stimulation approaches have been investigated for the management of
disorders related to COVID-19%°. Regarding its anti-inflammatory actions, non-invasive
vagus nerve stimulation has been trialed for the treatment of respiratory symptoms and
inflammatory markers among patients who were hospitalized for COVID-19%0.

High-Definition transcranial Direct Current Stimulation (HD-tDCS) is a special form
on non-invasive brain stimulation that allows: 1) focal stimulation of cortical targets 2)
using direct current to boost excitability and neuroplasticity?!; 3) with minimal side-effects;
and 4) in a portable way*?. In severe COVID cases, muscle fatigue and weakness can
hamper respiratory function leading to a vicious cycle requiring mechanical ventilation,

which per se, can cause more weakness?!3. tDCS applied over the diaphragmatic motor



cortex may engage not only intracortical circuits, but also spinal motor circuits, modulating
the respiratory motor evoked potentials4. Because COVID-19 is believed to induce or
exacerbate microvascular injury!®, the potential neurovascular response induced by tDCS
may provide further benefit16.

Given the potential adjuvant effect of neurostimulation, tDCS can enhance gains
to the rehabilitation results on the motor and cognitive function under different clinical
conditions'”18, For example, the motor cortex is responsible for coherent corticomuscular
oscillations!® and tDCS actions cortical networks enhance intermuscular coherence?.
Specifically, regarding the respiratory function, tDCS paired with exercise training
enhances breathing in patients with chronic stroke patients, as indicated by an increase
in forced expiratory volume and forced vital capacity?. In healthy subjects, anodal tDCS
increased chest wall intermuscular coherence during breathing??. Separately, tDCS
actions on cerebral blood flow?324 have been directly linked to cortical-motor drive?>26.
These findings indicate that tDCS can facilitate cortical activity and restore functional
coupling between central and peripheral motor systems, directly or as adjuvant therapy,
supporting functional recovery.

The HD-RECOVERY randomized clinical trial was conducted to evaluate the
efficacy and safety of active or sham HD-tDCS in association with respiratory
rehabilitation in patients with moderate to severe ARDS due to COVID-19. The hypothesis
was that HD-tDCS combined with concurrent rehabilitation therapy would increase the
number of ventilator-free days during the first 28 days, thereby reducing rates of delirium,
organ dysfunction, and hospital length of stay.

Methods

Overview

This trial was an investigator-initiated, parallel-group, stratified, double-blinded
randomized clinical trial. The protocol was approved by the independent ethics committee
(Paraiba Government) and conducted in compliance with the Declaration of Helsinki?’; it



is registered in clinicaltrials.gov (NCT04844554). All patients or legally authorized

representatives provided written informed consent.

Participants

Patients underwent screening and randomization between April 14 to September
2, 2021. Final follow-up was completed on October 4, 2021. Patients of at least 18 years-
old with a PCR-confirmed SARS-CoV-2 diagnosis and receiving mechanical ventilation
at least 48 hours of meeting criteria for moderate to severe acute respiratory distress
syndrome (ARDS), under weaning, were enrolled in this study. An ARDS diagnosis was
made according to the Berlin Definition criteria?®. Patients were excluded if they had a
condition that could prevent adequate performance of inspiratory muscle training (e.g.,
neuropathy, myopathy, agitation), pregnancy or active lactation, Glasgow Coma Scale
(GCS)? < 8, consent refusal, and contraindications to brain stimulation (e.g., aneurysm

clips)®°.

Randomization

Randomization was performed through an online web-based system using
computer-generated random numbers stratified by age. Participants admitted
consecutively were assigned randomly in a 1:1 ratio to receive active or sham HD-tDCS
for 10 days or until ICU discharge, whichever occurred first, plus respiratory rehabilitation.
Treatment assignments were concealed from patients, clinicians, investigators, trial

statisticians and the data and safety monitoring committee.

Data Collection and Monitoring

Patients were followed up for 28 days after randomization (both hospitalized
patients and those who had been discharged). Previous studies showed that severe
COVID-19 can occur in otherwise healthy individuals, but certain underlying medical

comorbidities have also been associated with severe illness and morbidity3! 32, Since
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clinical characteristics at baseline are factors that may help to better define the risks of
mechanical ventilation33, we included the comorbidities most prevalent among these
COVID-19 patients.

Data on demographic characteristics, hemodynamic variables, respiratory status,
adverse events, and concomitant medications were collected. In addition, we obtained
the following information at baseline (day 1): degree of comorbidity, as assessed by the
Charlson Comorbidity Index (CCI)%#, and severity of acute injury throughout Simplified
Acute Physiology Score Il (SAPS-I11)35:36,

Trial investigators reported any serious adverse events daily through day 28.
Individual patient data on infections and/or serious adverse events were adjudicated by
a blinded investigator. Trial data were monitored (including consent and source data

verification) by independent monitors according to a prespecified monitoring plan.

Interventions

HD-tDCS

HD-tDCS was delivered on 10 consecutive weekdays, with two sessions per day
(in the morning and in the afternoon). For each participant, a 3-mA current was applied
via a center anode using a Soterix Medical Inc. stimulator (mini-CT with 4x1 adaptor,
Soterix Medical, New York, NY, USA). The center anode was placed at the left
diaphragmatic primary motor cortex (4 cm lateral to the midline and 1 cm anterior to the
binaural line)3” and the four cathodes were spaced in a radius ~7.5 cm from the center
electrode. The Soterix Medical adaptor passively splits current produced by the mini-CT
among these cathodes. For those in the active group, the electrical current was delivered
with a ramp-up time of 30 s, held at 3 mA for 30 min, and then ramped down over 30 s.
In the sham condition, the device provided a 30-second ramp-up period to the full 3 mA,
followed immediately by a 30-second ramp down. Each set of five electrodes were used
for 10 sessions and the location of each electrode was rotated to where any given
electrode was used as the center anode twice and ring cathode 8 times®8. The electrodes

were placed in an adapted headgear that supported the required HD-tDCS positions (Fig.
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1). Brain stimulation was applied concurrently with pulmonary rehabilitation to both
groups. Investigator blinding was performed by a predefined code triggered active or
sham tDCS (i.e., a participant-specific code that was entered into the unit at the start of
the session), thereby ensuring study team members were blind to stimulation condition.
Blinding efficacy was assessed at the end point by asking staff to guess the patient's
allocation group.

< Insert Fig. 1 here >

Respiratory Rehabilitation

The inspiratory muscle training program was based upon a previous protocol
applied to facilitate weaning of ventilatory support 3. Training was based on progressive
regimen: In the first session, the target was to start with a load of 30% of the participant's
maximal inspiratory pressure, increasing daily by 10% (absolute), with training for five
minutes, twice a day, seven days a week throughout the weaning period. Supplemental
oxygen was provided as needed. During 25 remaining minutes, the session also included
regular physiotherapy intervention including daily passive movement of all joints and
positional therapy?*%-42,

The session was interrupted if a patient had any of the following: respiratory
frequency of more than 30 breaths per minute, arterial saturation below 90%, systolic
blood pressure above 180 mm Hg or below 90 mm Hg, paradoxical breathing, or
tachycardia above 140 beats per minute 4345, When any of these signs occurred during
a training session, the load was maintained (i.e., not increased by 10%) at the next

session.

Outcomes

The primary outcome was ventilator-free days during the first 28 days, defined as
the number of days free from mechanical ventilation for at least 48 consecutive hours?6.

Patients discharged from the hospital before 28 days were considered free from
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mechanical ventilation at 28 days and nonsurvivors at day 28 were considered to have
no ventilator-free days*’.

Secondary outcomes were assessed at baseline, and on days 5, 11, and 28, and
included changes in the (1) Confusion Assessment Method for the ICU (CAM-ICU)* and
the Sequential Organ Failure Assessment (SOFA) scale scores*?; (2) hospital length of
stay (LOS), defined as the total number of days that patients remained hospitalized from
the date of randomization until the date of hospital discharge; (3) rates of adverse events;
(4) clinical response (defined as a reduction from baseline SOFA score from all weeks
greater than 3 points). Changes in SOFA score have been used to assess the effects of
therapeutic interventions®%-°3, The delta SOFA (ASOFA) and delta CAM-ICU (ACAM-ICU)
were calculated as the difference between the score on a specific day and the score on

the day of admission to the ICU.

Statistical Analysis

No reliable data were available at the time of trial design to allow for an accurate
sample size calculation. We originally estimated that 24 patients per group or 48 patients
in total were required for the trial to have 80% power to detect a difference of 3.2 (1.2 SD;
margin of clinically meaningful difference 1.9) ventilator-free days between groups,
assuming that 15% of patients would die at 28 days. The mean difference of ventilator-
free days was calculated based on local hospital-level pilot clinical estimates, and no prior
data were available on the distribution of clinical status categories over time in patients
with severe COVID-19.

For the primary outcome (ventilator-free days during the first 28 days) and
secondary outcomes (delta SOFA, delta CAM-ICU and LOS), we performed a
generalized linear model, adjusted for age and partial pressure of arterial blood oxygen
to fraction of inspired oxygen (Pao2:Fio2) ratio at randomization. The effect size was
estimated as the mean difference (95% confidence interval) for the primary outcome and
LOS, and as the number needed to treat (NNT) for the secondary outcomes.



Clinical responses of the interventions at 28 days after randomization were
compared using Kaplan-Meier survival curves. The Cox model was used to estimate the
hazard ratio and its confidence interval associated with the intervention®4.

We performed exploratory analysis to identify whether the variables age,
Pao2:Fio2 ratio, CCIl score, Simplified Acute Physiology Score Il (SAPS IIl) are
moderators of the primary outcome. Additionally, we performed linear model analyses to
estimate the interactions for these baseline outcomes (age, CCl, Pao2:Fio2 and SAPS
score) and the length of stay.

Adverse events are expressed as counts and percentages and compared between
groups using the x? test. All patients who were randomized and received at least 1 HD-
tDCS session were assessed for efficacy and adverse events. There was no loss to
follow-up, and data on the clinical outcomes and mortality within 28 days were available
for all patients. Missing values on individual outcome components were imputed as
normal. One patient was declared by a physician on day 8 as being well enough to
hospital discharge. To test the integrity of blinding, investigator's responses when asked
to guess the treatment group of patients were compared for active and sham groups using
a x° test. A 2-sided P value of less than .05 was considered statistically significant. All
analyses were performed using the R software version 4.0.2 (R Core Team) and the
GraphPad Prism software version 8.0 for Mac (GraphPad Software, San Diego, CA,
USA).

Results

Participants

Of 168 patients who consented and were assessed for eligibility, 112 were
excluded (97 did not meet eligibility criteria and 15 withdrew consent). Of the enrolled

patients, 28 were randomly assigned to receive active HD-tDCS and 28 to the sham group
(Fig. 2).
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< Insert Fig. 2 here >

Trial and Concomitant Interventions

Both groups received pulmonary rehabilitation daily during HD-tDCS. Baseline
characteristics were well balanced between groups, including severity of ARDS. The use
of respiratory, circulatory, and kidney support and the use of other anti-inflammatory,
antiviral, and antibacterial drugs were similar between groups at baseline (Table 1).

< Insert Table 1 here >

Primary Outcome

Multiple linear model analysis revealed that the mean number of days free from
mechanical ventilation during the first 28 days was significantly higher in the active group
than in sham group (Binterv = 7.47; 95% CI, 3.95-10.99; P < 0.001; mean difference = 7.42;
3.90 to 10.95) (Table 2). The cumulative frequency of ventilator-free days according to

the study group is shown in Fig. 3.

< Insert Fig. 3 here >

Secondary Outcomes

Organ dysfunction and Clinical Response

Organ dysfunction was similar between groups at baseline and on day 5 (P >
0.05). However, patients in the active group experienced significantly greater
improvement over time compared with those in the sham group at 11 days (Bint=5.43;
95% Cl, 3.37 to 7.57; P< 0.001) and 28 days (Bint=7.21; 95% ClI, 4.86 to 9.57; P< 0.001)
(Table 2) (Fig. 4A).
< Insert Fig. 4 here >

11


about:blank#joi210115t1

Respectively for the active and sham groups, 24 and 11 patients presented
positive clinical responses (i.e., a change from baseline in SOFA score of 23 points) at
28 days. Kaplan—Meier analysis showed a cumulative survival (positive clinical response)
of 83.33% (standard error=8.7%) and 52.80% (standard error=9.7%), respectively for the
active and sham groups. The Cox proportional hazards ratio associated with active group
was 2.00 (95% ClI, 0.96-4.146; P =.0009). The corresponding NTT was 2 and the relative
risk reduction associated with active group was 0.91 (95% Cl, 0.37-0.98; P <.05) (Fig. 5).

< Insert Fig. 5 here >

Length of Stay and Delirium

The median length of stay was shorter in the active group compared with the sham
group (Bint=7.03; 95% ClI, 4.44 t0 9.61; P < 0.001; mean difference, 7.75; 4.89 to 10.60)
(Table 2). As suggested by the earlier discharge date, the mean Delta CAM-ICU score at
11 days after randomization was significantly lower in the active group (Bint=-2.79; 95%
Cl, -3.79 to -1.79; P < 0.001) when delirium cleared in 13 patients from the active group
but only 5 in the sham group (NNT = 3.3, Relative risk reduction 0.36; 95% CI, 0.04-0.58)
(Table 2; Fig. 4B). At 28 days, there was no significant difference between the groups in
the Delta CAM-ICU score (Bint=0.23; 95% ClI, -0.98 to 1.45; P =.69) when only 1 patient

in each group remained in delirium.

< Insert Table 2 here >

Safety outcomes

All 7 [12.5%] but one death through day 28 (3 in the active group and 4 in the sham
group) occurred in patients aged 69 years or older, but none was attributed to HD-tDCS
treatment. A total of 5 and 3 mild adverse events (i.e., transient skin redness) were

recorded in the active and sham groups, respectively (P =.44). More patients in the sham
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group experienced secondary infections (11 patients) compared with patients in the active
group (8 patients) during the study period (P=.05). Apart from deaths, 2 serious adverse
events were reported, all in the sham group: 1 episode of stroke possibly related to SARS-
CoV-2 (on day 17), 1 episode of cardiac dysfunction related to a pulmonary embolism (on
day 23). No serious adverse events were attributed to the study treatment. No serious

adverse events occurred in the active group.

Exploratory Analyses

In subgroup analyses, tests for effect were not statistically significant for subgroups
defined by age (P =.35), CCI (P =.40), Paoz:Fioz ratio (P =.79) and SAPS Il (P =.60).
No significant effect was found between baseline clinical status (age, CCI, PaO2:FiO2 and
SAPS score) and length of stay (P >. 42).

Integrity of Blinding

Investigators were unable to guess the participant’s actual group beyond chance.
The stimulation groups did not differ in this regard (x2(2)=0.157; P=0.71).

Discussion

In this randomized clinical trial involving 58 adults with moderate to severe ARDS
due to COVID-19, active HD-tDCS plus respiratory rehabilitation significantly increased
the number of days free of mechanical ventilation during the first 28 days. This outcome
suggests a clinically meaningful benefit of HD-tDCS in patients with severe COVID-19.
Furthermore, HD-tDCS combined with concurrent rehabilitation therapy was associated
with improvement in other parameters (clinical status, delirium, length of hospital stay)
without increasing adverse events in this population of critically ill COVID-19 patients.

The observed clinical benefit from HD-tDCS in the present study may be explained
by several underlying mechanisms. A first plausible explanation relates to the interplay

between the altered respiratory drive during mechanical ventilation and the corticospinal
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control of respiratory muscles®®. Previous studies have shown supra-threshold brain
stimulation activates cortical projections directly stimulating the diaphragm®6-58,
Mechanical ventilation reduces the excitability of the motor cortex supplying the
diaphragm®°. Thus, considering that modulation of motor cortex excitability is the
canonical neurophysiological outcome of tDCS®%61 our intervention may restore
excitability of the diaphragmatic primary motor cortex. Second, is the boosting of motor
learning and motor rehabilitation efficacy when paired with tDCS®2. Third, enhancement
of cerebral blood flow by tDCS may have a neuroprotective function and/or counteract
COVID-19 microvascular injury%3-65,

The definition of clinical response used in this study (3 points grades on the SOFA
scale) essentially translates to a change in clinical condition requiring invasive mechanical
respiratory support, sepsis or death®. The difference between groups was associated
with a large effect size and this reduction is clinically relevant, in which a tolerable, safe,
and widely available intervention like HD-tDCS increase the number of ventilator-free
days and may reduce the risk of pulmonary complications, hospital length of stay, organ
dysfunction and burden to the health care system.

Active HD-tDCS was superior to sham HD-tDCS to delirium at 11 days, but not on
day 28. These time points reflect different clinical concepts and the presence of ‘a ceiling’
effect may explain these findings. Often physicians and nurses are reluctant to discharge
patients with delirium from the ICU®’. In our study, after 28 days of enrollment, most of
the active group patients have been discharged from ICU and lower rates of delirium were
found in the remaining patients from both groups. Future trials should consider monitoring
delirium patients whose critical illness has resolved.

HD-tDCS plus respiratory rehabilitation was tolerable and safe, with both groups
presenting similar adverse events. Mild and transient scalp erythema was the only
adverse event associated with Active HD-tDCS, which is consistent with the general
population non-significant-risk profile of tDCS%. HD-tDCS was selected based on its
established tolerability, portability, and focal cortical modulation®® — and shown here to be
deployable to intensive care units.

The strengths of this trial include the pragmatic protocol, representative of a real

word setting, allocation concealment and blinding and the high percentage of follow-up at
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28 days. Also, adverse events data regarding HD-tDCS use among patients with COVID-
19 were prespecified secondary safety outcomes and accurately provided, along with
detailed data on ARDS treatment, and clinical variables.

This study has several limitations. First, because of the urgent circumstances in
which the study was conducted, the in-hospital study setting may limit the generalizability
of these results to patients with COVID-19 in other settings. Second, other
laboratory/clinical parameters that are not routinely collected could elucidate the effect of
intervention on various pathophysiological (e.g., inflammatory, oxidative stress, BMI
evaluation and vaccination status) pathways. Third, since these patients did not receive
any specific COVID-19 medication, for example, the monoclonal antibodies, but only
medical support, changes in the treatment of COVID-19 during the study (such as
adjusting medication dose) may have influenced the results. Fourth, this clinical trial
cannot distinguish between alternative therapeutic mechanisms that have been identified
in pre-clinical models and non-COVID trials, including enhancement of diaphragmatic
neuro-muscular drive®® or neuro-vascular modulation®4 6% 70. 71 Fifth, the conditions of the
trial did not allow leveraging technigues such as image guided targeting’? or additional
study arms (e.g., tDCS alone). Sixth, this study was conducted prior to both widespread
vaccination and circulation of the Delta (B.1.617.2) and Omicron (B.1.1.529) variants.

Conclusions

Among critically ill patients with COVID-19 and moderate to severe ARDS, active
HD-tDCS significantly increased the number of ventilator-free days over 28 days. The
results of this trial support the early use of HD-tDCS associated with respiratory support
of severe COVID-19 patients and encourage further trials to examine the efficacy of brain

stimulation in a large sample with pulmonary disease.
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Table 1. Baseline Characteristics?

Characteristic Active HD-tDCS Sham HD-tDCS
Age, mean (SD), y 67.25 68.92
Women, n (%) 9 (32.14) 10 (35.71)
SAPS Ill, median (IRQ)P 58 (51.5-68.25) 61 (50-65)
CCl, median (IRQ)° 3 (1.75-4.25) 4 (3-5)
PaO2/FiO2 ratio, mean (SD) 167.6 (41.74) 168.7 (34.40)
Comorbidities and risk
factors, n (%)
Hypertension 14 (50) 16 (57.14)
Chronic ischemic heart 8 (28.57) 7 (25)
disease
COPD 3 (10.71) 5 (17.85)
Chronic kidney disease 2 (7.14) 3 (10.71)
Diabetes 8 (28.57) 5 (17.85)
Chronic liver disease 3(10.71) 2 (7.14)
Concomitant Medications,
n (%)
Convalescent plasma or 7 (25) 7 (25)
serum
Steroids 15 (53.57) 16 (57.14)
Antibiotics 21 (75) 23 (82.14)
Adrenergic agents 16 (57.14) 14 (50)
Abbreviations: SAPS Ill, Simplified Acute Physiology Score IlI; CCl,

Charlson Comorbidity Index; PaO2/FiO2, Partial Pressure of Arterial Oxygen;
COPD, Chronic obstructive pulmonary disease.
a Continuous variables are presented as mean (SD) unless otherwise indicated.




b The Simplified Acute Physiology Score Il ranges from 0 to 217. High scores
indicate a higher risk of death, and it is calculated from 20 variables at admission
of the patient.

¢ Express as sum of the weights, with higher scores indicating not only a greater
mortality risk but also more severe comorbid conditions.



Table 2. Clinical Outcomes

Primary Outcome? Active (n = 28) Sham (n = 28) P value®
Ventilator-free days
Mean (95 % CI) 16.57 (14.20 — 9.14 (6.72 — 11.55)
18.94) .01
Median (IQR) 18 (16.75 — 95((3-12)
19.25)
Secondary
Outcomes
Organic
Dysfunction,Mean
5% CI°©
Baseline 11.64 (10.78- 10.85 (9.89-11.82) 24
12.50)
Day 5 10.81 (9.63-11.99) | 11 (9.88-12.11) .82
Day 11 4.62 (3.45-5.80) | 9.28 (7.90 — 10.66) .01
Day 28 1.04 (0.64 —1.43) 7.5 (6.54 — 8.45) .01
Delirium, Mean (95
% CI) ¢
Baseline 4.75 (4.03-5.46) 4.35 (3.60-5.11) 46
Day 5 4.29 (3.65-4.94) | 4.32(3.50-5.13) .96
Day 11 0.88 (0.52—1.25) 3.35 (2.62— 4.08) .01
Day 28 0.04 (0.03-0.11) | 0.15(0.13-0.43) .50
Length of Stay
Mean (95 % CI) 15.11 (13.27- 22.86 (20.81-
16.93) 24.89) .01
Median (IQR) 15 (12-17) 22 (19-26)

a Express as the number of days alive and free from mechanical ventilation for at least 48

consecutive hours.

b P value for the treatment group comparison were estimated using general linear models.
¢ Measured in 6 organ systems (cardiovascular, hematologic, gastrointestinal, renal,
pulmonary, and neurologic), with each organ score from 0 to 4, resulting in an aggregated
score that ranges from 0 to 24, with higher scores indicating grater dysfunction. An initial

SOFA score up to 9 predicts a mortality risk of less than 33%.

d Final CAM-ICU-7 score ranges from 0-7 with 7 being most severe. CAM-ICU-7 scores
were further categorized as 0-2: no delirium, 3-5: mild to moderate delirium, and 6-7:

severe delirium.
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Highlights

e High-definition transcranial direct current stimulation as add-on therapy in patients
with coronavirus disease and acute respiratory distress syndrome is proposed.

e HD-tDCS increases the number of days alive and free of mechanical ventilation
over 28 days.

e Modulations include clinical response and delirium improvement and no serious

adverse effects.
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