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RESUMO

Razza LB. Efeitos da combinagdo de técnicas de estimulagdo transcraniana néao-
invasivas sobre o cértex pré-frontal: um estudo fatorial, randomizado, duplo-cego,
placebo-controlado [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sé&o
Paulo; 2021.

Introdugéo: As técnicas de estimulag&o cerebral ndo invasivas tém sido cada vez mais
usadas para estimular o cértex pré-frontal (CPF), com achados mistos nos campos da
neurociéncia cognitiva e afetiva. Por sua vez, protocolos inovadores sugerem que a
combinacdo de técnicas de neuromodulacdo pode otimizar as mudancas na atividade
cerebral. No entanto, ainda ndo h& conhecimento cientifico suficiente sobre a
combinacdo de diferentes intervencdes de estimulacdo transcraniana néo-invasiva
sobre o CPF. Objetivo: Avaliar os efeitos da aplicagdo de protocolos isolados e
combinados de estimulacao elétrica por corrente continua (ETCC) e estimulacao theta-
burst intermitente (iTBS) sobre a por¢cdo dorsolateral do CPF (CPFDL) esquerdo de
voluntarios saudaveis por meio de técnica de neuroimagem e testes cognitivos. As
regides cerebrais de interesse nos achados de neuroimagem foram o cértex pré-frontal
e suas sub-regides, cortex cingulado, insula e cortex temporal. Método: Estudo fatorial,
randomizado, duplo-cego, controlado. Os participantes receberam quatro protocolos
distintos de estimulacdo (ETCC isolada, iTBS isolada, Intervencbes Combinadas e
Placebo), uma vez por semana, sobre o CPFDL localizado por neuronavegagao
estrutural. A ETCC foi aplicada com uma corrente de 2mA por 20 minutos e aiTBS com
1620 pulsos, por 9 minutos. Em todos os protocolos, a ETCC foi concomitantemente
aplicada com iTBS durante os 9 minutos finais. Um radiofarmaco (dimero de
etilcisteinato marcado tecnécio-99m) foi administrado logo apés o inicio do protocolo de
iTBS. Uma escala de efeitos adversos e o teste de memaéria operacional (n-back) foram
aplicados apés o final da sessdo de neuroestimulacdo, enquanto a Tomografia
Computadorizada por Emissdo de Foéton Unico (SPECT) foi realizada com até 45
minutos do final da sessdo de neuromodulacéo. Resultados: Ao todo, 25 sujeitos foram
incluidos (idade média =28.6 anos (desvio padrao (DP) = 7), sendo que 23 receberam
todas as sessfes de estimulacdo e 2 deles apenas a primeira, somando um total de 94
sessOes realizadas. Comparados ao protocolo placebo, os achados de neuroimagem
mostraram que as intervenc¢des combinadas alteraram significativamente regiées mais
profundas como o cértex cingulado anterior esquerdo (p= 0.03) e posterior direito
(p=0.02), enquanto o protocolo de ETCC modulou o cortex orbitofrontal direito (p=0.02)
e esquerdo (p=0.04). A comparacdo direta entre protocolos ativos mostrou a ETCC
aumentando a ativacdo em orbitofrontal direito em comparacdo com a iTBS (p=0.02).
Em comparacdo com a ETCC, iTBS (p=0.03) e as intervenc¢des combinadas (p=0.03)
aumentaram a ativacdo em insula esquerda, enquanto iTBS ativou cértex frontal medial
superior (p=0.006). O protocolo de interven¢des combinadas teve ativacdo superior ao
iTBS em cortex temporal esquerdo (p=0.04). Os achados de cognicdo, por sua vez,
foram conduzidos apenas com o subset da primeira sesséo e apresentaram resultados
significativos para tempo de reacdo entre os protocolos (p=0.02), mas analises de
multiplas comparagfes ndo foram conduzidas pela pequena amostra. Entretanto,



andlises fatoriais mostraram o fator iTBS, mas néo o fator ETCC, significativamente
influenciando o tempo de reacdo. Finalmente, os protocolos ativos foram similarmente
toleraveis. Conclusado: Os achados deste estudo encorajam futuros estudos: 1) na
aplicacdo do protocolo combinado em estudos fase-lIl com populagdo psiquiatrica; 2)
investigacdo mais ampla dos efeitos do protocolo iTBS sobre a performance cognitiva;
3) conducédo de estudos explorando a variabilidade da resposta da ETCC.

Descritores: Estimulagdo cerebral; Estimulacdo transcraniana por corrente continua;
Cértex pré-frontal; Cognicao; Neuroimagem; Intervencdes combinadas.



ABSTRACT

Razza LB. Effects of combined transcranial stimulation interventions of the prefrontal
cortex: a factorial, randomized, double-blind, sham-controlled trial [thesis]. S&o Paulo:
Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo; 2021.

Background: Non-invasive brain stimulation (NIBS) approaches have been increasingly
used to target the prefrontal cortex (PFC), with mixed results in the fields of cognitive and
behavioral neuroscience. Recent studies suggest that the combination of distinct NIBS
technigues may maximize required changes in brain activity. However, there is
insufficient scientific knowledge regarding the combination of different NIBS targeting the
PFC. Aim: To evaluate the application of standalone and combined protocols of
transcranial direct current stimulation (tDCS) and intermittent theta-burst stimulation
(iTBS) over the left dorsolateral PFC (DLPFC) of healthy volunteers through
neuroimaging and cognitive measures. The brain regions of interest for the neuroimaging
outcome were the PFC and its sub-regions, the cingulate cortex, insula and the temporal
cortex. Methods: A factorial, randomized, double-blind, sham-controlled design was
conducted. Participants received four different stimulation protocols (tDCS, iTBS,
Combined Interventions and Placebo), once a week, over the DLPFC located by
structural neuronavigation. TDCS was applied with a current of 2mA for 20 minutes and
iTBS with 1620 pulses for 9 minutes. TDCS was applied alone for eleven minutes and
concomitantly applied with iTBS for the remaining nine minutes. A radiopharmaceutical
(99mTc-ethyl cysteinate dimer - 99mTC-ECD) was administered immediately after the
start of the iTBS protocol. An adverse effects scale and the working memory test (n-
back) were applied right after the end of the neurostimulation session, while the Single
Photon Emission Computed Tomography (SPECT) was performed within 45 minutes
after the end of the neurostimulation session. Results: Twenty-five adults with a mean
age of 28.6 years (standard deviation (SD) = 7) were included. Of those, 23 underwent
4 NIBS sessions while 2 of them underwent only the first session, with a total of 94
sessions being performed. The neuroimaging findings showed that the combined
intervention significantly modulated deeper regions of the PFC, such as the left anterior
(p=0.03) and the right posterior cingulate cortex (p=0.02), while the tDCS protocol
increased the blood flow of the orbitofrontal right (p=0.02) and left cortex (p=0.04) in
comparison with the placebo protocol. The comparison among active protocols showed
that tDCS increased the activation in the right orbitofrontal cortex only over iTBS
(p=0.02). In comparison to the tDCS protocol, iTBS increased blood flow in the superior
medial frontal cortex (p=0.006) and both iTBS and combined interventions increase
activation in the left insula (p=0.03). Finally, combined interventions were superior to the
iTBS in the left temporal cortex (p=0.04). The cognition findings were conducted only
with the subset of the first session and showed significant reaction time among protocols
(p=0.02). Due to the small sample size, multiple comparisons analysis was not
conducted. However, factorial analysis showed iTBS main effects, but not the tDCS main
effects, significantly influencing the reaction time. Finally, all active protocols were
similarly tolerable. Conclusion: The findings of this study encourage future studies: 1)
for the application of the combined protocol in phase-ll studies with a psychiatric



population; 2) broader investigation of the effects of the iTBS protocol on cognitive
performance; 3) conducting studies exploring the variability of tDCS response.

Descriptors: Brain stimulation; Transcranial current direct stimulation; Prefrontal cortex;
Cognition; Neuroimaging; Combined interventions.
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1. INTRODUCAO

1.1 Estado da arte

As estimulagbes cerebrais nédo-invasivas sdo modalidades de interveng&o néo
farmacolédgicas emergentes no campo da psiquiatria e da neurociéncia afetiva. Estas
técnicas apresentam um excelente perfil de seguranca e tolerabilidade e nao requerem
cirurgia, como técnicas invasivas de neuromodulacéo (Figura 1). A verificacdo de seus
efeitos sobre o cortex pré-frontal (CPF) vem sendo progressivamente investigados, uma
vez que esta regido esta diretamente envolvida em processos psicolégicos complexos,
incluindo dominios cognitivos e afetivos. A porcdo dorsolateral do CPF (CPFDL), por
sua vez, tem sido o principal alvo para a aplicacdo das técnicas em ensaios clinicos por
ser considerada um centro chave de acesso a regides subcorticais, limbicas e da rede
frontoparietal (do inglés, FPN), que est& diretamente implicada na regulacdo de uma
infinidade de processos cognitivos, como tomada de decisdo, memoria de trabalho e
controle cognitivo, além de apresentar funcionalidade cerebral desequilibrada em
transtornos de humor, como a depressao. Nesse sentido, o racional para a estimulacdo
do CPFDL esta implicado ndo apenas na modulagéo de regides corticais, mas também
na modulacdo de regides mais profundas, que podem contribuir diretamente para o

tratamento de diversos transtornos neuropsiquiatricos.

Atualmente, existem diversos métodos de estimulagdo cerebral ndo-invasiva
baseados em abordagens distintas (Figura 1). Um destes métodos é a estimulacéo
elétrica por corrente continua (ETCC), técnica que gera correntes elétricas de baixa
intensidade, capazes de modular a atividade cerebral. Embora promissora no campo da
neurociéncia, principalmente para o tratamento da depresséo, seus achados sobre o
CPF sé&o heterogéneos. Na verdade, como a técnica modula a atividade espontanea

das células por meio de alteragdes subliminares dos potenciais de membrana em



repouso, novos estudos pressupdem que a ETCC pode induzir efeitos mais robustos

como terapia adjuvante, ou complementar, a outras intervencdes terapéuticas.

Estudos recentes combinando a ETCC sobre o CPFDL com abordagens
neuropsicologicas, como treinos cognitivos e psicoterapias, vém apresentando
resultados animadores, mostrando que a combinagdo da ETCC com outras técnicas
terapéuticas pode, de fato, resultar em modulacdo robusta do CPF e neurocircuitarias
associadas. Interessantemente, a associagdo de ETCC com outras técnicas ndo
invasivas de neuromodulagédo, como a estimulacdo magnética transcraniana repetitiva

(EMTr), foi vagamente investigada sobre o CPF.

Por outro lado, alguns estudos ja avaliaram os efeitos da aplicagdo simultanea
ou combinada das técnicas sobre o cortex motor de sujeitos saudaveis. No geral, 0s
estudos concluiram que a combinacdo das técnicas gerou efeitos mais robustos (ha
maioria das vezes medidos via eletromiografia) quando comparadas as estimulacdes
como monoterapia, sendo considerada segura e bem tolerdvel. Entretanto, estudos
fundamentais investigando os mecanismos da aplicacdo dual de técnicas de

neuromodulacdo ndo-invasiva sobre o CPF ainda estdo faltando.

Esta tese, portanto, discorre sobre um ensaio aleatorizado, controlado, fatorial e
duplo cego que avaliou a aplicacdo isolada e combinada da ETCC) e da estimulacao
theta-burst intermitente (do inglés, iTBS) - uma modalidade de EMTr -, em sujeitos
jovens adultos saudaveis, utilizando medidas de neuroimagem e teste cognitivo de
memoaria operacional. Apesar de um Unico estudo prévio ter avaliado a combinacéo da
ETCC e da iTBS sobre o CPFDL de sujeitos saudaveis por meio de medidas de
estresse, nenhum estudo investigou os efeitos das duas técnicas concomitantemente

aplicadas sobre o por meio de métodos de neuroimagem e testes cognitivos.

Portanto, para a melhor organizacao do leitor sobre os objetivos e hipéteses

deste trabalho, inicio esta tese apresentando os aspectos histdricos das duas técnicas
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de neuromodulacdo envolvidas neste projeto, seus aspectos técnicos e mecanismos de
acao. Apds, comentarei sobre o uso clinico das técnicas e suas limitagdes, com especial
atencdo para os achados com a ETCC. Discorrerei sobre o racional para o uso
combinado das técnicas sobre o CPFDL e, por fim, comento sobre os perfis de

tolerabilidade e seguranca das duas técnicas.

Apos estes topicos, a metodologia do estudo sera apresentada. Também serdo
considerados aspectos como célculo amostral, alocacdo e aleatorizacdo dos
participantes, cegamento dos participantes e do pessoal envolvido na pesquisa e
conducao da aplicacdo do teste cognitivo e aquisi¢cdo de neuroimagem. Aspectos sobre

as analises estatisticas também serdo comentados.

Por fim, apresentarei os tépicos que versam sobre os resultados deste projeto,
a discussao dos mesmos e a concluséo da tese, com enfoque nas implicacdes basicas

e clinicas que os achados deste estudo trardo para a literatura do campo.

Técnicas de Neuromodulacdo

Invasivas Convulsivas Nao-Invasivas
Estimulacio Estimulacdo
Estimulacdo Estimulacdo do Eletroconvulso Magnetoconv Magnética Elétrica
cerebral profunda Nerva Vago terapia ulsoterapia Transcraniana Transcraniana
(EMT) (EET)
EMT de EMT de
Pulso pulsos = T34
Simples Repetitivos

ETCC

Figura 1. Técnicas de Neuromodulagao



2. HISTORICO DA NEUROMODULACAO NAO-INVASIVA TERAPEUTICA
2.1 Inicio do uso da eletricidade como tratamento

A aplicacao de correntes elétricas no escalpo com fins terapéuticos antecede em
quase 2 mil anos o desenvolvimento de qualquer dispositivo capaz de gerar e fornecer
estimulagcdo elétrica controlada aos tecidos biolégicos, quando o médico romano
Scribonius Largus descreveu em sua obra Compositiones, escrita por volta de 47 dC, o
uso do ‘peixe-torpedo’ aplicado sobre o escalpo de pacientes com o objetivo de tratar
dores de cabeca e outras doencas [1,2]. O ‘peixe-torpedo’ é capaz de liberar uma
corrente elétrica com o objetivo de paralisar as suas presas e seus efeitos terapéuticos
em humanos eram apreciados entre os médicos antigos [3]. No entanto, dispositivos
capazes de gerar e descarregar correntes elétricas transitorias (ex. maquinas de friccao)
foram desenvolvidos apenas mais tarde na Europa, por volta do século XVII. O uso de
eletricidade como tratamento foi amplamente promovido entre 1750 e 1950 por ser uma
técnica mais barata do que os tratamentos da época, como sangria, 6pio, entre outras
[4]. A terapia elétrica, na época, era utilizada de forma incipiente para inimeras
condicbes clinicas (desde epilepsia a dor dentaria) e muitas vezes com resultados

variaveis e questionaveis [5]

O uso da eletricidade como forma terapéutica se mistura ao mesmo periodo da
descoberta da eletricidade propriamente dita. No século XVIIl, o médico e professor
italiano Luigi Galvani, publicou um dos seus experimentos mais famosos em que
demonstrou a ocorréncia de contragdo muscular ao colocar dois metais em contato com
0 nervo interno da coxa de uma ra [6]. Neste experimento, Galvani acreditou,
erroneamente, na existéncia de uma eletricidade animal inerente. Posteriormente,
coube ao professor, quimico e fisico, Alessandro Volta, retificar os postulados de
Galvani, demonstrando que, na verdade, nao existia uma ‘eletricidade animal’, mas, sim,

qgue o organismo do animal havia sido um mero condutor de corrente elétrica [7]. Com
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base nos estudos de Galvani, Volta acabou inventando a bateria elétrica, ou pilha
voltaica, que consistia em discos metalicos alternados e sucessivos de cobre e zinco, e
foi a primeira fonte artificial de corrente continua [8]. Ele entrou para a historia da

eletricidade com este feito.

Seguindo os trabalhos dos dois cientistas, Giovani Aldini, sobrinho e discipulo de
Luigi Galvani, utilizou a pilha voltaica para fornecer estimulagdo elétrica transcraniana a
pacientes com transtornos neuropsiquiatricos em experimentos pouco éticos [9], mas
gue acabaram contribuindo para o campo. O interesse pela eletroterapia desapareceu
em grande parte do século XIX e XX, possivelmente pela falta de efeitos consistentes,
crescente interesse por outras formas de terapia (ex. farmacos) e o preconceito com a
intervencdo. Na verdade, no fim do século XIX, a estimulacao elétrica foi muito utilizada
com indicacdes terapéuticas pouco precisas, por charlatdes e curandeiros (Figura 2),

levantando questionamentos sobre os resultados da intervencéo.
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Figura 2. Cartaz promovendo o uso da eletroterapia. Extraido de Brunoni et al 2016
[10].
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Por volta de 1930, a invencdo da Eletroconvulsoterapia (ECT) apresentou um
grande avanco no tratamento de disturbios psiquiatricos [11] e o interesse no uso da
estimulacao elétrica cerebral como tratamento neuropsiquiatrico voltou a crescer, tendo
sido conduzido diversos estudos sistematizados em modelos animais e humanos. Por
exemplo, Purpura e McMurtry conduziram um estudo aplicando corrente elétrica em
modelo animal e observaram que a estimulacdo elétrica anddica (positiva) aplicada
sobre o coértex de gato levava a um aumento da atividade dos neurbnios, enquanto a

estimulagéo catddica (negativa) induzia efeitos opostos (Figura 3) [12][13].

Concomitantemente, a estimulacdo elétrica no cérebro humano era estudada
pelo neurocirurgido canandense, Wilder Penfield, que, durante suas cirurgias, acordava
seus pacientes e aplicava uma corrente elétrica em pontos de interesse do cértex. Com
essa técnica, Penfield foi capaz de mapear representagcdes somatotopicas do corpo
humano nos cértex motor e sensorial, mapeamento até hoje amplamente utilizado e

conhecido como ‘Homunculos de Penfield’ [14].

Entretanto, o interesse pelas técnicas voltou a diminuir na década de 1970,
principalmente devido a aplicagéo inadequada da ECT, ao movimento antipsiquiatrico,

e ao aumento da disponibilidade de medicac¢8es psiquiatricas naquela época [15].
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Figura 3. Alteracdes na atividade neural do cortex de gato. Extraido de Purpura and
McMurtry, 1965 [12].
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2.2 A Estimulacao Elétrica por Corrente Continua (ETCC) Moderna

A ETCC ressurgiu na virada do século XXI, apés estudos seminais realizados
por Priori e colegas em 1998 [16] e Nitsche e Paulus em 2000 [17], que mostraram que
a excitabilidade do cértex motor de individuos saudaveis poderia ser modulada em por
meio da aplicacdo de correntes elétricas de baixa intensidade sobre o couro cabeludo
gue recobre o giro pré-central - onde o cortex motor primario (M1) esta localizado. No
primeiro estudo, Priori e colegas realizaram diversos experimentos com um total de 15
sujeitos saudaveis. Os autores aplicaram estimulagdo anddica alternada com
estimulacéo catdédica sobre o cértex motor (7 cm lateralmente ao vertex) com corrente
< 0.5 mA, duragéo de 7 segundos e eletrodos de 25 cm?, e avaliaram seus efeitos nos
potenciais evocados motores (PEMSs) por meio de pulsos magnéticos simples, gerado
por um aparelho de EMT. Os achados apontaram para a diminuicdo de excitabilidade
em M1 quando a estimulacdo anddica era precedida de estimulagéo catddica, provando
gue uma corrente de intensidade baixissima poderia passar o cranio e influenciar a

atividade do cérebro.

Posteriormente, Nitsche e Paulus (2000), utilizando o mesmo método com
pulsos magnéticos simples, mensuraram as alteracdes da excitabilidade cortical
produzidas por estimulacdo anddica e catédica com intensidades maiores sobre M1 de
sujeitos saudaveis. Os pesquisadores encontraram aumento de excitabilidade cortical
apos aplicacdo de estimulacdo anddica, enquanto a estimulacdo catodica diminui a
excitabilidade cortical. Este estudo é considerado pioneiro para o surgimento da ETCC

moderna e sera melhor detalhado na segédo de ‘mecanismos de agédo da ETCC'.

Entretanto, apds a publicacdo desse artigo, no ano de 2000, observa-se uma
expansao da producdo cientifica investigando os efeitos da ETCC para diversas

finalidades. Em uma busca sistematica no banco de dados Web of Science, foi realizada
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uma busca sistematica com as palavras-chave ‘transcranial direct current stimulation’,
‘transcranial electric stimulation’ e ‘direct current stimulation’, desde a primeira
publicacéo disponivel, até o dia 01 de outubro de 2021. Foram encontrados apenas 16
estudos publicados até 2000, enquanto de 2000 até 2010, um total de 107 estudos foram
publicados. Por sua vez, de 2010 até a atual busca, 1334 estudos foram publicados em
diversos campos de pesquisa. Isso demonstra que a ETCC moderna vem
gradativamente se fortalecendo como uma ferramenta investigativa nas neurociéncias,
em outros campos de pesquisa e com desenvolvimento de novas possibilidades, entre

elas, sua combinacdo com outras ferramentas terapéuticas.

2.3 A Estimulacdo Magnética Transcraniana (EMT) Moderna

A primeira observacéo clinica da aplicacéo de estimulagdo magnética no cérebro
de uma pessoa foi realizada por D’Arsonval em 1896, que descreveu casos de
voluntarios relatando fosfenas e vertigens quando submetidos a campos
eletromagnéticos intensos [18]. Entretanto, o desenvolvimento e aplicacdo biomédica
de um aparelho capaz de produzir campos eletromagnéticos e modificar a atividade
cerebral s6 foi publicado em 1985, por A. Barker e colegas [19]. Neste estudo, os autores
utilizaram um aparelho ndo invasivo que induzia pulsos eletromagnéticos fortes que
excitavam o cértex motor dos sujeitos, causando movimentos involuntarios em regides

do corpo gue correspondiam as regides do cértex estimuladas.

A EMT, desenvolvida por Barker e colegas (1985), baseia-se no principio de
inducéo eletromagnética de Faraday, em que uma corrente elétrica com intensidade
variavel no tempo, quando atravessa um fio condutor de uma bobina, gera um campo
magnético perpendicular (ou ortogonal) ao plano dessa corrente [20]. Quando a bobina

€ posicionada sobre o escalpe, o campo magnético gerado é capaz de atravessar a
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pele, cranio e meninges, sem sofrer atenuacao, atingindo o cortex cerebral. Como o
tecido nervoso é um meio condutor de eletricidade, a variacdo no tempo do campo
magnético gera no cortex cerebral uma corrente elétrica secundaria. Esta possui diregéo
perpendicular ao campo magnético (e.x. paralela a orientacédo da corrente da bobina) e,
a depender da intensidade, é capaz de gerar despolarizacdo neuronal,
preferencialmente no compartimento axonal, e de elicitar potenciais de acdo na

populacéo de neurbnios localizada logo abaixo da bobina.

Inicialmente, a EMT tinha o propoésito de ser uma ferramenta diagndstica, a fim
de estudar a conducao motora de pacientes com lesées neuroldgicas. No inicio de seu
uso como ferramenta diagndstica eram realizados pulsos Unicos e media-se o tempo de
conducao motora, desde o estimulo aplicado ao cértex, até a resposta periférica [21].
Porém, no inicio dos anos 90, Pascual-Leone e colegas comegcaram a investigar o0s
efeitos terapéuticos da EMT em uma modalidade primeiramente chamada de rapid-rate
EMT, atualmente conhecida como EMT repetitiva (EMTr) [22,23]. Tal técnica é capaz
de gerar multiplos pulsos em diferentes frequéncias, o que possibilita o0 emprego de
protocolos estimulatérios capazes de induzir modificagdes duradouras na excitabilidade
neuronal do cértex cerebral. Os protocolos da EMTr que apresentam frequéncia de
estimulo igual ou superior a 5 pulsos por segundo (Hz) séo classificados como
‘excitatérios’. Estes protocolos sao conhecidos como EMTr de alta frequéncia, enquanto
protocolos com emprego de protocolos com frequéncias de pulso mais baixas, da ordem

de 1 Hz ou menos, sao ‘inibitérios’ e conhecidos como EMTr de baixa frequéncia.

Em meados da década de 90, foi publicado o primeiro estudo piloto investigando
os efeitos da EMTr para a melhora do quadro depressivo [24]. Apos este estudo, quase
40 ensaios clinicos foram conduzidos a fim de investigar a eficacia e seguranca da EMTr
para o tratamento da depresséo, até a técnica ter sido efetivamente aprovada para uso

clinico pelo U.S. Food and Drug Administration (FDA) em 2008.
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Mais recentemente, em 2005, Huang e colegas investigaram os efeitos de uma
nova modalidade de EMTr sobre o cértex motor de sujeitos saudaveis, conhecida como
estimulacdo por theta-burst (do inglés, TBS) [25]. Este protocolo padronizado ja havia
demonstrado capacidade de induzir plasticidade neuronal em modelos animais.
Entretanto, apenas em 2005 os pesquisadores conseguiram mostrar que a TBS
intermitente (iTBS) e a TBS continua (cTBS) eram capazes de, respectivamente,
aumentar e diminuir a excitabilidade cortical em humanos. Este estudo foi pioneiro para
investigacbes futuras da TBS como ferramenta de tratamento para transtornos
psiquiatricos e ele sera melhor descrito na secdo de ‘mecanismos de acao’.
Recentemente, a TBS também teve aprovacgéo pelo FDA para uso clinico em quadros

depressivos.
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3. ESTIMULACAO ELETRICA POR CORRENTE CONTINUA

3.1 Aspectos técnicos e parametros

Um dispositivo de ETCC é geralmente composto por [26] (Figura 4): 1) um
aparelho de ETCC (uma fonte de corrente, controlada com um amperimetro e um
potenciémetro) (Figura 4A); 2) baterias descartaveis (ou recarregaveis) ou cabo elétrico
de tomada para recarregar o dispositivo; 3) pelo menos dois cabos de condugéo elétrica
(conhecidos como anodo (cabo vermelho) e catodo (cabo azul) - montagens com mais
de dois eletrodos sdo mais utilizadas com a técnica de ETCC de alta definicao,
conhecida como high-definition tDCS, que aplica pelo menos 5 eletrodos na cabeca do
sujeito); 4) eletrodos de borracha que serdo acoplados ao anodo e ao catodo e esponjas
para encobrir os eletrodos de borracha (alternativamente, os eletrodos de borracha, que
nao tenham esponja, podem ser revestidos em gel ou creme condutor); e 5) tiaras ndo
condutivas, conhecidas como headband, para fixar corretamente o eletrodo sobre as
localiza¢Bes cranianas desejadas [27]. Alguns headbands contam com um clip (ou pino)

para a sua fixacao (Figura 4B).

Primeiramente, os eletrodos sé@o colocados no couro cabeludo do sujeito, e 0
fluxo de corrente elétrica (ou seja, um fluxo de cargas movendo-se através do espaco)
€ passado entre os eletrodos com o objetivo de modular a atividade cerebral, abaixo ou
perto dos eletrodos. O &nodo € o eletrodo por onde a corrente positiva entra no corpo e
0 catodo é o eletrodo por onde a corrente positiva sai do corpo [28,29]. A ETCC gera
uma corrente elétrica continua durante toda sessdao, diferentemente de outra técnicas
de estimulagédo elétrica, como a estimulacdo transcraniana por corrente alternada
(ETCA) e estimulacdo transcraniana por ruido aleatorio (ETRA), que apresentam

flutuacdes no fluxo de corrente [30] (Figura 5).
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Figura 4. Dispositivo de ETCC e seus componentes.

Os parametros da ETCC sao diversos e suas combinacfes podem resultar em
efeitos fisiolégicos distintos. Os parametros sao: 1) tamanho de eletrodo; 2) intensidade
de corrente; 3) densidade de corrente; 4) tempo da sessdo; 5) numero de sessfes e

intervalo entre sessbes; 6) posicao dos eletrodos.

1) Nas montagens mais tradicionais, o tamanho dos eletrodos pode variar entre
25cm? a 35cm?, o que faz a ETCC produzir um campo de corrente pouco

focal se comparada a EMT, por exemplo [31].
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Figura 5. Diferentes métodos de estimulag&o elétrica transcraniana.

2) A intensidade da corrente na ETCC é medida em amperes - que é a
guantidade de elétrons que formam uma corrente elétrica por segundo. A ETCC gera
correntes baixas, da ordem de alguns miliamperes (mA). Além disso, apenas uma
pequena fracdo da corrente atinge o cOrtex, uma vez que sua maior parte é desviada
através da pele, tecidos, musculos, meninge, liquido cefalorraquidiano e cranio. A
resisténcia que a corrente sofre para ser distribuida pela cabeca é conhecida como
‘impedancia’. Quando o contato entre os eletrodos e a cabega é fraca, uma alta
impedancia é verificada [32]. Alguns aparelhos de ETCC tendem a cortar a corrente
guando identificam uma impedancia alta. A impedancia € medida em ohms e ela deve
ser mantida abaixo de 5 Kohms para néo ser considerada impeditiva para gerar um bom

fluxo de corrente.

3) A densidade de corrente, por sua vez, é calculada dividindo a intensidade da
corrente pela area do eletrodo [33]. A unidade no Sistema Internacional de densidade

de corrente elétrica € ampere por metro quadrado (m?), ou A/m2 (ou mA/cm?). O célculo,
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desta forma, pode ser feito como segue: 2 mA dividido por 25 cm? que € igual uma

densidade de corrente do eletrodo de 0,08 mA / cm2.

4) O tempo de sesséo € variavel, podendo durar da ordem de poucos segundos
a horas. Entretanto, a duracdo de uma sesséo de ETCC para o tratamento de condi¢cbes
neuropsiquiatricas comumente varia de 15 a 35 minutos. Esses parametros séo
estabelecidos com base em avaliagbes empiricas, de estudos realizados previamente
[33]. A corrente injetada é constante ao longo da sessé@o, com excecao das rampas de
subida (ramp-up) e descida (ramp-down), que s&o aplicadas para evitar desconforto ao
sujeito. Além disso, em casos de estimulagdo simulada (ou sham, como séo conhecidas
as estimulacbes placebo por neuroestimulacdo), é aplicada um ramp-up de alguns
segundos, até atingir a intensidade de corrente deseja, e um ramp-down até a corrente
chegar a 0 mA, e entdo, o aparelho é desligado. Em alguns protocolos sham, a
impedancia é monitorada até o final da sessdo. Para calcular a carga elétrica

dispensada durante o tempo de sessdao, aplica-se a formula: Q = i.t - sendo Q, a carga

em Coulombs (C); i, a intensidade em amperes; t, tempo em segundos [34,35].

5) O ndamero e intervalo de sessfes sdo variaveis. A maioria dos estudos
experimentais com sujeitos saudaveis avaliam o efeito agudo e de longo prazo de
apenas uma sessao de estimulacdo, com parametros distintos. Em estudos cross-over,
ou within-subject, as sessfes geralmente tém espacamento de uma semana (7 dias)
para evitar efeitos carry-over, que acontece quando os resultados de uma estimulacéo
sdo influenciados pelos efeitos da sessdo anterior [36]. Por outro lado, em ensaios
clinicos, o objetivo é induzir efeitos neuromodulatérios cumulativos, por meio de sessdes
diarias ou mais de uma vez ao dia, que é o caso de estudos com pacientes
esquizofrénicos, que tendem a receber ETCC duas sessdes por dia [37]. Entretanto,
ainda ndo ha evidéncias cientificas comprovando quais seriam os intervalos 6timos

entre as sessdes, bem como o0 nimero de sessfes necessarias para o tratamento agudo
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de uma determinada doenga [38].

6) O posicionamento/localizac&o dos eletrodos pode ser feito de formas diversas.
O método mais comum para a localizacdo dos alvos terapéuticos na aplicacdo da ETCC
€ o0 Sistema 10-20 do eletroencefalograma (EEG) [39]. Esse sistema permite a
localizacdo de regides especificas do cérebro com base em medidas anatdbmicas
individuais (ex. diametro antero-posterior (medida que vai do nasio ao inion), diametro
latero-lateral (utilizando o tragus como ponto de referéncia) e a circunferéncia da
cabeca). Os alvos mais utilizados na neuropsiquiatria sdo os pontos F3 e F4, que
correspondem aos cortices dorsolateral pré-frontal esquerdo e direito, respectivamente.
Uma desvantagem do sistema 10-20 é que ele € um método que leva diversos minutos
para ser realizado, principalmente para pessoas com pouca pratica. Desta forma, um
sistema mais acessivel, chamado Beam-F3, foi criado com base em medidas do sistema
10-20, para facilitar a marcacéo dos pontos F3 e F4. O Beam-F3 € amplamente utilizado
em pesquisas clinicas e ja foi comprovado empiricamente ter uma excelente acuracia,
comparada a sistemas de neuronavegacao [40]. Os sistemas de neuronavegacao sado
0s métodos mais acurados para a localizacdo de alvos terapéuticos, uma vez que se
utilizam de Ressonancias Magnéticas Estruturais dos sujeitos para guiar a localiza¢éo
do ponto que serd estimulado [41]. Embora este seja o ‘padrao-ouro’ para a localizacdo
dos alvos terapéuticos, seu custo é elevado, o que o torna pouco utilizado em pesquisas
clinicas com ETCC.

Nem sempre os dois eletrodos séo posicionados na cabeca dos sujeitos. Em
alguns protocolos, anodo ou catodo podem ser aplicados em regides extracefdlicas,
como em musculo deltéide, que é um alvo recorrente para algumas condi¢des clinicas.
Dessa forma, os posicionamentos que apresentam um ou dois eletrodos no encéfalo
sdo conhecidos como montagens ‘monocefalicas’ ou ‘bicefalicas’, respectivamente.
Ademais, os eletrodos devem ser posicionados com pelo menos 7 cm de distancia entre

eles, para evitar um efeito shunting. Este efeito acontece quando a corrente passa
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superficialmente entre os eletrodos, muitas vezes pelo cabelo, ndo penetrando até o
cortex [31].

Por fim, o ndmero, tamanho e posi¢cdo dos eletrodos é conhecido como
‘montagem dos eletrodos’, ou apenas ‘montagem’. Enquanto a ‘montagem do eletrodo’,
corrente e duracdo da sessdo de ETCC séo os parametros mais essenciais para

definirem a ‘dose’ de uma estimulagéo [28].

3.2 Mecanismos de acéo

A ETCC é definida como uma técnica de neuromodulacéo ndo-invasiva, aplicada
por um dispositivo recarregavel ou operado por baterias (de 9 Volts) que produz corrente
elétrica de baixa intensidade (< 4 mA), aplicada por meio de pelo menos dois eletrodos.
Na forma mais convencional da ETCC, os eletrodos sao aplicados no escalpo, com a
corrente elétrica penetrando pelo anodo (polo positivo) e saindo pelo catodo (polo
negativo). A corrente passa pelo cabelo, pele, tecidos subcutaneos, liquido

cefalorraguidiano e 0sso, até atingir o cérebro [42].

Devido a baixa intensidade de corrente aplicada e a resisténcia das estruturas
cranianas, apenas cerca de 25% da intensidade da corrente inicial atinge a massa
cinzenta [43], sendo insuficiente para produzir potenciais de acdo per se. Entretanto,
estudos apontam que a ETCC é capaz de modular a atividade cortical da regido do
encéfalo que fica abaixo dos seus eletrodos, bem como suas redes neurais adjacentes,
tendo o Anodo uma atividade facilitatoria/excitatéria e o catodo atividades inibitorias [44].
Os mecanismos de acdo da ETCC ainda vém sendo evidenciados por uma série de

estudos e alguns deles sédo apresentados a seguir.

No estudo seminal de Nitsche e Paulus (2000) [17], os pesquisadores

mensuraram as alteracfes de excitabilidade cortical produzida por ETCC apdés
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estimulagdo anddica e catddica sobre cortex motor de sujeitos saudaveis, utilizando
pulsos magnéticos simples de EMT para medir os PEMs da regido estimulada. O
objetivo do estudo foi justamente avaliar se a aplicacdo de uma baixa corrente elétrica
direta no cortex humano poderia modular a excitabilidade cortical, como um estudo
prévio, em modelo animal, havia demonstrado que correntes elétricas eram capazes de
modular o potencial de repouso da membrana neuronal, levando a hiper e
despolarizagdo de acordo com a polaridade aplicada [12]). Os autores conduziram 4
diferentes experimentos, em que variaram a polaridade dos eletrodos (aplicados no
cértex motor primario e regido orbital direita), intensidade (0.2 a 1 mA) e tempo de

estimulagdo (1 a 5 min). Entretanto, estes efeitos ndo foram avaliados para a

estimulagéo catodica.

Os achados apresentaram efeitos agudos polaridade-dependentes em sessdes
de 5 minutos aplicadas a 1mA, com anodo aumentando os PEMs apés o término da
sessdo de ETCC e catodo diminuindo (Figura 6). Os valores de PEM voltaram ao
patamar basal ap6s 10 minutos do fim da sessdo de estimulacdo. Ademais, o0s
pesquisadores observaram que estimulacdo anodica apresentou intensidade-
dependente (com maiores intensidades (de 0.2 até 1mA) elevado os valores dos PEMs
e duracdo dos efeitos poOs-estimulatérios) e duracdo-dependente (maior tempo de
sessdao (de 1min até 5min), maior os PEMs e maior os efeitos pds-estimulatérios). Estes

efeitos ndo foram avaliados para o protocolo de estimulacdo catédica.
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Figura 6. Efeitos da ETCC anddica e catodica aplicadas sobre o cortex motor de
sujeitos saudaveis. Extraida de Nitsche e Paulus, 2000 [17].

Posteriormente, 0s mesmos autores conduziram um estudo em que verificaram
os efeitos prolongados da ETCC anddica. Neste estudo, foram aplicadas estimulagao
anodica com duracdo de 13 minutos sobre cortex motor de sujeitos saudaveis, e
observou-se modulacdo da excitabilidade cortical por até 90 minutos apds término da
sessdao [45]. Os efeitos pds-estimulatérios da estimulagéo catddica, no entanto, foram
verificados em um estudo subsequente, em que 0s mesmos pesquisadores avaliaram
os efeitos de estimula¢des prolongadas, de 5, 7 e 9 minutos (a 1mA) sobre cértex motor
de sujeitos saudaveis [46]. Semelhantes a estimulacdo anddica, os achados apontaram
para efeitos duracdo-dependentes, em que os efeitos das sessfes de 5 e 7 minutos
persistiram por 10 minutos, enquanto as estimulacbes de 9 minutos geraram efeitos

prolongados por até 60 minutos.

Acredita-se que os efeitos pds-estimulatérios de ETCC sejam dependentes da
reorganizacao cortical e dos efeitos neuromodulatérios na plasticidade sinaptica, e que
os efeitos anddicos se assemelham a potenciacdo de longo prazo (do inglés, LTP),
enguanto os efeitos catédicos se assemelham a depresséo de longo prazo (do inglés,
LTD). Respectivamente, a LTP e a LTD séo atividades que resultam no aumento e

reducao da eficiéncia das sinapses excitatorias [47].
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Estudos mais recentes, entretanto, sugerem que os efeitos plasticos da ETCC
sado bem mais complexos do que os achados iniciais e podem apresentar efeitos nédo-
lineares dependendo da duracdo da sesséo e intensidade de corrente aplicada. Em
2013, o grupo dos pesquisadores Nitsche e Paulus conduziu um estudo que teve o
objetivo de investigar os efeitos de dois periodos de estimulacdo (de 13 minutos),
separados por periodos de tempo diversos, no cortex motor de sujeitos saudaveis. Os
pesquisadores observaram que o protocolo de estimulacdo anddica (LmA) sem intervalo
entre as estimulagdes (13min.0Omin.13min, com tempo de duracéo total de 26 minutos),
apresentou efeitos inibitérios por até 120 minutos ap6s o término da sessao de ETCC,
oposto ao que se esperava. Por outro lado, intervalos de 3 minutos (13.3.13) e 20
minutos (13.20.13) entre as sessdes, foram capazes de produzir efeitos excitatorios de

até 90 minutos apds término da Ultima sessao [48].

Em um outro estudo, conduzido por Batsikadze e colaboradores, mostrou efeitos
ndo-lineares e ndo intensidade-dependentes da ETCC [49]. Neste estudo, a aplicacao
tanto de sessdo anddica quanto catodica sobre o cértex motor com uma intensidade de
2-mA e 20 minutos de duracao, levaram ao aumento da excitabilidade cortical. Por sua
vez, um protocolo de ETCC catddica a 1-mA diminuiu a excitabilidade cortical. Ademais,
um estudo recente conduzido por Hassanzahraee e colaboradores, mostrou que
aumentos graduais na duracao da sessdo de ETCC anddica estdo associados a uma
diminuicéo nos efeitos facilitadores e até mesmo a uma reversao da resposta excitatoria
em sessdes mais longas [50]. Tais efeitos ndo-lineares podem ser em parte explicados
por um aumento progressivo na concentracao intracelular de célcio (Ca*?) induzido pela
ETCC, o que pode alterar a direcdo da neuroplasticidade, transformando LTD em LTP
e vice-versa. No entanto, estes efeitos foram observados apenas em cortex motor de
sujeitos saudaveis, e ainda é desconhecido até que ponto eles podem ser traduzidos

para outras regides do cérebro ou em situagfes patoldgicas, como, por exemplo, nos
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diversos transtornos neuropsiquiatricos. Além disso, os efeitos da ETCC podem

envolver varios sistemas de neurotransmissores.

Os efeitos da ETCC ja foram investigados em combinacdo com farmacos de
diversas classes em estudos diferentes, por meio de mensuragdo de excitabilidade
cortical. Por exemplo, estudos com farmacos antagonistas e agonistas de N-methil-D-
aspartato (NMDA) apontam que o bloqueio do receptor de NMDA abole os efeitos
prolongados da ETCC, enquanto os agonistas de NMDA prolongam estes efeitos
[51,52]. O canal NMDA é um receptor pos-sinaptico inotrépico e voltagem-dependente
de glutamato (neurotransmissor excitatorio), envolvido em mecanismos de LTP. Dessa
forma, pode-se presumir que a ETCC anodica induz plasticidade no sistema
glutamatérgico, que é dependente de Ca*2. Na verdade, estudos prévios ja haviam
demonstrado que a indugdo de plasticidade da ETCC era dependente de Ca*? [53].
Além da modulacdo do sistema glutamatérgico, foi mostrado que as estimulacdes
anddica e caoltica podem reduzir niveis de acido gama-aminobutirico (GABA,

neurotransmissor inibitorio).

Em um estudo recente que investigou estimulagdo anddica, catodica e bilateral
sobre o cértex motor primario de sujeito saudaveis, utilizando ressonancia magnética
com espectroscopia, foi observado que a estimulacdo anddica diminuiu a concentracao
de GABA tanto no cértex motor estimulado quanto em cértex contralateral, enquanto a
ETCC catodica diminuiu GABA no cortex contralateral. Diminuicdo de GABA foi
observada apenas sob catodo no protocolo bilateral (catodo e Anodo sobre cértex motor
primario direto e esquerdo, respectivamente) [54]. Estes dados sdo similares ao estudo
prévio de Stagg et al 2009, que mostrou reducao das concentracbes de GABA apés
estimulagdo catédica do coértex motor. Resumidamente, até o momento, pode-se

concluir que os efeitos prolongados da ETCC sdo dependentes de mecanismos
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glutamatérgicos, e que a inducdo da reducdo das concentracdes de GABA pode

influenciar os efeitos da ETCC.

Ademais, neurotransmissores como dopamina e serotonina também parecem
influenciar os efeitos da ETCC. Enquanto a dopamina parece produzir efeitos néo-
lineares na plasticidade induzida pela ETCC - que dependem de dosagem e tipo de
receptor ativado - a serotonina tende a facilitar e prolongar os efeitos pés-estimulatérios
da estimulacdo anddica e reverter os efeitos inibitérios da estimulagdo catédica em

excitacao [55].

3.2.1 Neuroimagem

Como visto acima, os efeitos da ETCC foram mais avaliados no cértex motor,
pois a excitabilidade cortical pode ser facilmente mensuravel via eletromiografia. No
entanto, a verificacdo dos efeitos da ETCC sobre o CPF é essencial, visto que essa &
uma regido do cérebro que estad envolvida em processos afetivos e cognitivos mais
complexos, como emogdes, processos sociais e fungbes executivas, além de diversos
estudos mostrarem que o CPF e suas circuitarias adjacentes apresentam atividade
disfuncionais em transtornos do humor, como depressao e ansiedade. Nesse sentido, o
CPFDL surge como um alvo de interesse no campo das neuromodulacdes
principalmente por estar associado a outras regides do encéfalo, como regides limbicas
e subcorticais, podendo induzir modulagdo também de areas mais profundas [56].
Embora os efeitos da ETCC sobre o CPF sejam mais complexos de serem avaliados se
comparado aos efeitos sobre o cortex motor, eles podem ser investigados por meio de
métodos de neuroimagem. Dessa forma, abaixo sdo apresentados alguns achados dos

mecanismos da ETCC sobre o CPF de sujeitos saudaveis.
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Estudos recentes utilizam técnicas de neuroimagem baseadas na ressonancia
magnética (RM) para avaliar os efeitos da ETCC no CPFDL. Em um estudo utilizando
RM funcional em repouso, Keeser e colegas (2011) aplicaram ETCC bilateral, durante
20 minutos, a 2mA, sobre o CPFDL (anodo sobre esquerdo e catodo sobre direito) de
sujeitos saudaveis com o objetivo de investigar os efeitos da técnica na conectividade
funcional [57]. Os achados com RM funcional em repouso mostraram que a ETCC sobre
CPF modulou padrdes de conectividade no cérebro, induzindo mudancgas funcionais em
regides proximas aos locais estimulados, mas também em regifes cerebrais distantes.
Os efeitos foram verificados em trés redes neuronais distintas, como a rede de modo
padrdao (do inglés, DMN) e a rede frontoparietal direita e esquerda. Além disso, os
pesquisadores também encontraram aumento de ativagdo entre diferentes regides

frontais do cérebro préximas e entre os dois eletrodos.

Também utilizando RM funcional de repouso, Park e colegas [58] aplicaram
ETCC de 1mA, durante 20 minutos sobre CPFDL esquerdo (anodo) e regido supraorbital
direita (catodo) de sujeitos saudaveis. Em comparacdo com sham, a aquisicdo de
neuroimagem apos a estimulagdo apresentou conectividade interemisférica, sendo que
a conectividade funcional do CPFDL esquerdo aumentou a ativagdo em regides frontal,
temporal e subcortical do hemisfério direito, enquanto diminuiu em regides frontais em
abaixo do eletrodo do hemisfério esquerdo. Esses achados evidenciam correlatos

neurais dos efeitos da ETCC sobre CPF.

Um estudo mais recente, em que os autores aplicaram anodo sobre CPFDL
esquerdo e catodo extracefélico, mostrou que a estimulacdo ativa aumentou a
conectividade entre a regido de Brodmann 9 (regidao do cOrtex pré-frontal que
corresponde ao CPFDL) e alguns pontos da rede frontoparietal, enquanto a regido de

Brodmann 46 (regido do cortex pré-frontal que corresponde ao CPFDL) apresentou
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conectividade diminuida entre outras redes [59]. Este estudo também utilizou RM

funcional de repouso.

Em um estudo utilizando ETCC combinada com uma modalidade de RM
chamada Arterial Spin Labelling (a qual permite a avaliacdo da perfusdo cerebral através
do sinal BOLD (do inglés, blood oxygenation level dependent) da RM funcional) no
CPFDL esquerdo, observou-se um aumento e uma diminuicdo da perfusdo cerebral
durante estimulacdo anddica e catddica (20 min, 1mA), respectivamente, mostrando
efeitos polaridade-dependente. Entretanto, observou-se que estas alteracées ndo foram

mantidas apés o fim das sessdes de ETCC [60].

Finalmente, em um estudo mais recente combinando ETCC com espectroscopia,
observou-se, durante estimulagédo anddica do CPFDL esquerdo e catddica a direita (30
min, 1mA), um aumento nos niveis de N-acetylaspartate (NAA) no CPFDL esquerdo e
um aumento nos niveis de glutamato + glutamatina (GIx) no striatum esquerdo. A
espectroscopia realizada imediatamente apés o término da sessdao de ETCC nao
identificou alteragbes nos niveis de metabdlitos cerebrais. Estes resultados sugerem,

portanto, que a ETCC apresenta um efeito excitatorio sobre o cértex pré-frontal [61].

De maneira geral, os estudos sugerem que a ETCC sobre CPFDL modula
regides corticais e circuitarias subjacentes ao alvo estimulado, e que seus efeitos podem
ser polaridade-dependentes. Por fim, os estudos apontam que esses achados séo
apenas encontrados imediatamente apos o fim da estimulacdo, sugerindo que os efeitos

de poucas sessdes ETCC sobre CPFDL séo agudos.
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4. ESTIMULACAO MAGNETICA TRANSCRANIANA REPETITIVA

4.1 Aspectos Técnicos e Parametros

Os dispositivos de EMTr geralmente contém [10] (Figura 7): 1) um estimulador
magnético, com circuito elétrico (Figura 7A); 2) uma bobina eletromagnética; 3) um
braco metéalico para apoio da bobina, que permite posiciona-la sobre o escalpo do
paciente sem a necessidade de auxilio de uma pessoa, e sem gerar desconforto ao
sujeito estimulado; 4) um resfriador de bobina, que evita o superaquecimento das
bobinas, principalmente em protocolos mais intensos; 5) um carrinho projetado para

posicionar o estimulador, o resfriador e o brago metélico da bobina.

Além dos itens essenciais para a plena funcionalidade de um dispositivo de
EMTr, também é essencial que o sujeito seja confortavelmente posicionado em uma
cadeira ajustavel e reclinavel, a fim de evitar qualgquer tipo de movimento que desloque
a bobina do alvo que foi alocado, uma vez que o movimento da cabeca do individuo

pode levar a estimulacéo de regides indesejadas.

Figura 7. Dispositivo de EMT e seus componentes.
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Assim como a ETCC, os protocolos de EMTr também envolvem a combinagédo de
diversos parametros, que séo: 1) intensidade da estimulacdo; 2) frequéncia e nimero
de pulsos; 3) tipo de bobina; 4) posicionamento da bobina; 5) nimero de sessfes e

intervalo entre as sessdes [62].

1) Diferentemente da ETCC, a intensidade de corrente utilizada na EMTr é
aplicada com base em medidas fisiolégicas individuais de cada sujeito, conhecida como
‘limiar motor de repouso’ (LMr). Para estipular o LMr de cada sujeito, primeiramente é
determinado o alvo do cortex motor. Este alvo do cranio deve ser a regido onde os
movimentos involuntarios evocados do musculo da mé&o contralateral (ex. masculo
abductor pollicis brevis) sdo mais intensos quando aplicados pulsos Unicos de EMT.
Para que o LMr seja estabelecido, é preciso que pelo menos 5 de 10 estimulos sob este
alvo gerem um PEM (registrado por eletromiografia) de amplitude minima de 50 pV.
Este ponto € conhecido como hotspot [63]. Alternativamente, pode-se utilizar a
visualizacdo da contragdo dos musculos da mao, notando-se presenc¢a ou auséncia de
movimentac&o. E preciso que 50% das respostas sejam positivas (habitualmente 5
respostas positivas, ou seja, movimentagéo visual do masculo da méo, em 10 testes)
para que o hotspot seja estabelecido. Com esses métodos, € possivel encontrar a menor
intensidade da maquina de EMTr que seja capaz de despolarizar a area motora. Os
protocolos da EMTr sé@o geralmente aplicados com diversos valores (em porcentagem)
do LMr. Eles podem variar entre 80% do valor total do LMr (ou seja, caso o LMr tenha
sido definido com uma intensidade de estimulo de 60% da capacidade da maquina, 0s

estimulos serdo aplicados a 48% da intensidade total da maquina), até 120% do total

do LMr [44].

2) A frequéncia dos pulsos eletromagnéticos € um parametro essencial para
classificar o tipo de protocolo que sera aplicado (Tabela 1). Para protocolos de baixa

frequéncia, € comum que os pulsos sejam aplicados na frequéncia de 1 Hz, o que gera
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um total de 60 pulsos por minuto. Para estes protocolos, o nimero de pulsos pode variar
de 600 a 1500 pulsos por sesséo, influenciando diretamente no tempo de sesséo. Um

protocolo de 1500 pulsos tem um tempo de sesséo total de 25 minutos.

Em protocolos de alta-frequéncia, a frequéncia de pulsos é mais comumente
aplicada na ordem de 10 pulsos por segundo (10 Hz), embora protocolos mais intensos,
com frequéncias de 15 a 20 Hz, sejam utilizados. Protocolos de 10 Hz sao aplicados em
trains de 5s (totalizando 50 pulsos por train), com intervalos de 20 a 40 segundos entre
trains. O total de pulsos por sesséo varia de 1200 a 3000 pulsos, com sessdes podendo
durar até 45 minutos [63]. Além disso, os protocolos de baixa e alta-frequéncia podem

ser aplicados sequencialmente em protocolos conhecidos como EMTr bilateral.

Por fim, a TBS apresenta configuracfes de frequéncia de pulsos diferentes das
modalidades de EMTr convencionais. A TBS consiste no emprego de rajadas de pulsos
(séries de pulsos magnéticos) a cada 200 ms, o que equivale a uma frequéncia de 5 Hz
(a frequéncia ‘teta’ no EEG vai de 4 a 7 Hz, por isso a denominacao theta burst). Cada
rajada, por sua vez, é composta por um conjunto de 3 pulsos, separados por um
intervalo de 20 ms, o que equivale a uma frequéncia de 50 Hz. A principal diferenca
entre os protocolos cTBS e iTBS é que a estimulac&o continua ndo exige intervalo entre
0s trains, enquanto os trains nos protocolos de iTBS tém intervalos entre 2 a 8 segundos.
Geralmente os protocolos TBS séo aplicados com até 900 pulsos e duram entre 3 a 10
minutos. A curta duragédo desses protocolos, comparados aos de EMTr convencionais,

tornam a TBS uma ferramenta terapéutica atraente [64].
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Tabela 1. Parametros das técnicas de EMTr.

Tempo por sesséo

Métodos de EMT Padréo do estimulo Modo de pulso Frequéncia 2
(minutos)
Estimulagao Magnetica Transcraniana de repsetigao (EMTr) - pulso simples
Alta Frequencia L L Pulso tnico z 10Hz 20a 30
- L.—e
Baixa Frequencia =l—l=1——k—1=] Pulso tnico S 01Hz 15a30

Estimulagao por Theta-Burst (TBS)

ormientea18s) LI W sus soHz -
commoterssy  WILLLLLELLELRRRNRENNE o SoHz o5

cTBS: Estimulacé@o Theta-Burst Continua; EMTr: Estimulacdo Magnética Transcraniana Repetitiva; Hz: Hertz; iTBS:

Estimulagao Theta-Burst Intermitente.

3) As formas das bobinas da EMT s&o diversas e se correlacionam com a
intensidade de saida de um pulso eletromagnético, preciséo e a profundidade do campo
magnético induzido [65]. A bobina que gera campos menos focais e menos profundos é
conhecida como ‘bobina circular’, que é geralmente utilizada em estudos de fisiologia.
O formato de bobina mais utilizado no campo da pesquisa clinica é a bobina de formato
de 8, ou butterfly coil (bobina borboleta). Este design de bobina permite a indugéo de
um campo elétrico focal, capaz de atingir regiées com profundidade de até 2 cm. As
bobinas conhecidas como ‘duplo-cone’ e ‘H1’, atingem regibes mais profundas (até
5cm), mas apresentam menor focalidade [66]. Devido a fisica dos campos magnéticos,
a preciséo e a profundidade sédo parametros inversamente correlacionados: 0s campos
focais tém profundidade limitada, enquanto os estimulos profundos necessariamente

envolvem a inducdo de um grande campo magnético.

27


https://paperpile.com/c/tmjoUG/6CoT
https://paperpile.com/c/tmjoUG/ztzC

4) A localizacdo dos pontos terapéuticos para posicionamento das bobinas da
EMTs séo os mesmos utilizados para a ETCC, como o sistema 10-20 do EEG e o0 Beam-
F3, mencionados anteriormente. Entretanto, por ser uma técnica mais focal que a ETCC,
a neuronavegacao € muito mais utilizada para localizar pontos especificos do cértex que
serdo estimulados com a EMTr. Nesse sentido, estudos apontam que coordenadas
estereotaxicas do CPFDL baseadas em mapa do Instituto Neurolégico de Montreal /
Montreal Neurological Institute (do inglés, MNI), podem ser alvos de otimizacdo para o
tratamento clinico da depressdo utilizando EMTr [67]. Por fim, outro parametro
importante para aumento da acuracia e replicagcdo dos protocolos de EMT é a
angulacao/orientacdo que as bobinas séo aplicadas sobre a cabeca. Estudos sugerem
gue a geracdo de um campo magnético transversal as fibras axonais tém maior
probabilidade de despolarizag&o. Por isso, ao se buscar o potencial evocado motor, as

bobinas séo posicionadas a 45° da linha média [68].

5) Assim como a ETCC, o numero de sessfes de EMTr e o intervalo entre elas
também pode ser variavel entre os protocolos. Entretanto, por ser uma técnica aprovada
para tratamento clinico, a recomendacao feita pelo CANMAT é que o tratamento do
guadro agudo da depresséao seja feito em sessdes diarias (1x por dia, 5 dias Uteis por
semana) até um total de 20 sessdes para que a remissdo dos sintomas possa ser
atingida [69]. Para pacientes que ndo remitem com um curso de 20 sessdes, a
recomendacdo é de extensdo do tratamento por mais duas semanas (10 sessdes, 1x
por dia). A aplicacdo de EMTr para fase de seguimento do tratamento também é
recomendavel, embora ainda ndo haja evidéncias de quais sdo o numero e intervalos
6timos de sessdes para que a resposta/remissdo do tratamento seja mantida. Como a
ETCC, a maioria dos estudos experimentais, com sujeitos saudaveis, também tende a
avaliar os efeitos agudos das técnicas. Da mesma maneira, 0s protocolos com sessdes
Unicas, quando aplicado mais de uma sesséo, sdo espacados em uma semana, para
evitar efeitos carry-over.
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4.2 Mecanismos de acédo da EMTr

A EMT é uma técnica de neuromodulacdo nao-invasiva, utilizada para modular
o tecido neural. Diferentemente da ETCC, a EMT gera correntes elétricas mais intensas
e focais, que séo capazes de induzir despolarizacdo neuronal (ou potenciais de agéo)
[70]. O funcionamento da EMT baseia-se no principio de inducdo eletromagnética de
Faraday (comentado anteriormente) que estabelece que quando uma corrente elétrica
de alta intensidade passa através de uma bobina, ela gera um campo magnético
perpendicular ao plano dessa corrente (Figura 8). No caso da EMT, quando a bobina
eletromagnética, composta por enrolamentos de fio de cobre, é acionada, um pulso de
corrente, da ordem de milissegundos, sai do capacitor do estimulador até chegar a
bobina. Quando a bobina esta pr6xima a um material condutor (neste caso, a superficie

craniana), ela é capaz de induzir um campo elétrico [62].

Embora a EMT também consista de uma estimulacéo elétrica, a intensidade da
corrente aplicada pela técnica permite que ela atravesse cabelo, pele, tecidos e 0sso
(cranio) sem deflexdo, permitindo que a corrente aplicada nao seja perdida até atingir o
tecido cerebral [71]. Um pulso padrdao de EMT dura ~10-° segundo e induz um campo
magnético de aproximadamente 2 Teslal. Entretanto, ha um declinio na intensidade da
corrente aplicada com o aumento da distancia da bobina, que faz com que a penetracdo

do campo magnético seja relativamente pequena na EMT.

! Tesla: unidade de medida da densidade do fluxo magnético (=inducdo magnética) conhecida
como campo magnético.
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Figura 8. Modelo de funcionamento da EMTT.

Os efeitos fisioldgicos ‘finais’ da EMT sao dependentes dos parametros
utilizados pelos protocolos. Diferentes combinacdes de pardmetros induzem diferentes
efeitos biologicos, os quais podem ser, por exemplo, efeitos inibitérios e excitatorios
agudos ou de longo prazo. Diversos estudos ja verificaram os efeitos fisioldgicos da

EMT e alguns deles serdo comentados a seguir.

O primeiro experimento eletromagnético conduzido com humanos conscientes
foi realizado na década de 1980, por Merton e Morton [72], no qual eles estimularam
eletricamente o cOrtex motor dos sujeitos com um dispositivo elétrico de alta voltagem
(2000V), com resultados positivos. Os pesquisadores observaram que a aplicacdo de
estimulacdo de alta voltagem gerou uma contracdo muscular nos musculos do braco
contralateral ao cortex estimulado, evocando PEMs na eletromiografia. Entretanto, a
estimulacdo foi reportada como desconfortdvel e dolorosa, incentivando outros
pesquisadores a criarem um dispositivo eletromagnético que ndo causasse dor aos

sujeitos estimulados.

Com a criacdo da EMT por Barker e colegas, em 1985, seus efeitos comecaram

a ser investigados principalmente em cértex motor, regido pela qual os efeitos
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fisiologicos sdo mais facilmente mensurados [19]. Na verdade, os resultados com EMT
sobre cortex motor séo similares aos efeitos de ETCC, porém, os efeitos da estimulacdo

magnética sdo mais duradouros.

Em 1994, Pascual-Leone e colegas testaram, pela primeira vez, os efeitos da
EMTr sobre o cértex motor primario de 14 sujeitos saudaveis, com frequéncia e
intensidade diferentes de estimulacdo. Com estes pardmetros distintos, o0s
pesquisadores puderam mensurar os efeitos de estimulagbes menos intensas e mais
intensas. Os resultados demonstraram que estimulos menos intensos, de 1Hz, ndo
levaram a mudancas progressivas de PEMs, enquanto protocolos de frequéncia mais
alta, entre 3Hz a 5Hz e de 10Hz a 25Hz, levaram a aumento progressivo dos PEMs [23].
Interessantemente, foi visto que intensidades mais altas (de até 200% do LMr)
aumentaram ainda mais a amplitude dos PEMs em protocolos de 3 a 5Hz, por outro
lado, estas intensidades levaram a um padrao alternante de amplitude em protocolos de
10 e 25Hz. Esses efeitos ciclicos podem ser resultantes de alteragdes na excitabilidade

corticomotoneuronal produzidas por pulsos Unicos [73].

Posteriormente, Chen e colegas, 1997 [74], mostraram a reducdo da
excitabilidade cortical motora apés aplicacdo de estimulacéo de baixa frequéncia (0.9
Hz) por 15 minutos (total de 810 pulsos), com intensidade de 115% do LMr. Essa
reducdo durou por até 15 minutos apos o final da estimulacédo. Esses achados foram
confirmados posteriormente em diversos outros estudos com sujeitos saudaveis. Por
outro lado, estudos aplicando protocolos com frequéncias mais altas (ex. 10Hz),
apresentaram efeitos opostos. Por exemplo, Maeda e colegas, em 2000, investigaram
os efeitos modulatérios da EMT aplicados com diferentes frequéncias (1, 10 e 20Hz) e
observaram inibicdo significativa dos PEMs com protocolos de 1Hz e efeitos excitatérios

com protocolos de 10 e 20Hz [75].

31


https://paperpile.com/c/tmjoUG/NCKW
https://paperpile.com/c/tmjoUG/kZAQ
https://paperpile.com/c/tmjoUG/tFc4
https://paperpile.com/c/tmjoUG/1mVa
https://paperpile.com/c/tmjoUG/AMVB

Como observado nos resultados dos estudos acima citados, a EMTr pode gerar
efeitos moduladores inibitorios e excitatérios no cértex cerebral. E sabido, por meio de
estudos de modelos animais, que a EMTr também apresenta efeitos duradouros,
produzindo alteracBes sinapticas que duram até semanas apds a estimulagcéo [76].
Estes mecanismos de plasticidade sinaptica, descritos inicialmente no hipocampo de
roedores [77] sdo a LTP e LTD, brevemente mencionados anteriormente. Esses dois
mecanismos sdo 0s exemplos mais tipicos da teoria da plasticidade Hebbiana, que
postula que o aumento da forca sinaptica ocorre através da estimulacdo repetida e
persistente de células pré e poés-sinapticas, e é conhecida pela frase "Cells that fire
together wire together" 2 [78]. Por fim, é hipotetizado que protocolos de baixa frequéncia
(< 1Hz) e de alta frequéncia (= 10 Hz), sdo, respectivamente, inibitério (induzindo LTD)
e excitatério (induzindo LTD). O modelo explicativo dessa ativagdo seria que o disparo
sincrdnico de dois neurdnios promoveria LTP a partir da coativacdo de receptores
glutamatérgicos dos subtipos AMPA e NMDA, em sinapses ativadas com maior
frequéncia e intensidade, com consequente aumento de receptores glutamatérgicos na
membrana do neurdnio pés-sindptico. Ja nas sinapses pouco ativas, ocorreria o inverso,

com endocitose de receptores glutamatérgicos e redugéo da eficacia sinaptica [79]

4.2.1 Estimulacao Theta-Burst (TBS)

Mais recentemente, uma nova modalidade de EMTr, a TBS, comecou a ser
investigada. O conceito original de TBS vem da descarga de explosdo a 4-7 Hz (faixa
teta em eletroencefalografia — terminologia EEG), registrada a partir do hipocampo de
ratos durante comportamento exploratério [80]. Inicialmente, este parametro foi

comumente utilizado em estudos em animais para inducdo de LTP. A TBS é uma

2 Tradugédo nossa: ‘Neurdnios que disparam juntos, permanecem conectados.’
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modalidade de EMTr e, como tal, gera potenciais de a¢édo na regido-alvo do cértex de

acordo com os parametros de estimulacao [64].

Em 2005, os efeitos da TBS foram investigados pela primeira vez em cortex
motor de humanos [25]. Huang e colegas aplicaram trés protocolos de TBS (continuo,
intermitente e intermediario) no cértex motor de sujeitos saudaveis, cada um consistindo
de um total de 600 pulsos, com intensidade de 80% do LM ativo. O elemento béasico
desses protocolos foi um burst de trés estimulos a 50Hz (20ms entre cada estimulo), o
gual foi repetido a intervalos de 200ms (5Hz). Na estimulag&o continua (cTBS) um train
de 40s de TBS foi aplicado ininterruptamente (600 pulsos). No paradigma intermitente
(ITBS), foi aplicado um train de 2s de TBS repetido a cada 10s em um total de 190s, e
para o intermediario, foi administrado um train de 5s de TBS repetido a cada 15s em um
total de 110s. Os resultados mostraram supressédo dos PEMs por mais de 60 minutos
no protocolo de cTBS, facilitacdo apds iTBS e nenhuma mudanca para TBS
intermediario (Figura 9). Com estes resultados animadores, a TBS comecou a ser

amplamente estudada.
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Figura 9. Alteracdo dos potenciais evocados motores apoés aplicacéo de
protocolos de TBS. Adaptado de Huang et al 2005 [25].
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Seus efeitos fisiologicos ainda vém sendo estudados, entretanto, eles parecem
ser semelhantes ao de protocolos de EMTr convencionais. De acordo com um estudo
de ressonancia magnética com espectroscopia, os efeitos da cTBS mostraram estar
relacionados ao aumento da concentracdo de GABA [81]. Outro estudo recente mostrou
gue os efeitos da cTBS e iTBS sdo bloqueados pela memantina (um antagonista de
receptor NMDA), sugerindo que os efeitos da técnica sdo do tipo LTP e LTD [82]. Dessa
forma, é tido que a iTBS e a cTBS, respectivamente, aumentam ou diminuem a
concentracdo poés-sinaptica de Ca?*, que é um fator importante na determinagédo da

direcdo da plasticidade sinaptica [83].

Devido a sua eficiéncia na indugéo de LTP e LTD, a TBS comecou a ser avaliada
como uma alternativa clinica para o tratamento da depresséo [84]. Recentemente, um
ensaio clinico de ndo-inferioridade investigou a eficacia clinica da iTBS comparada a um
protocolo convencional de EMTr de 10Hz, ambos excitatorios, sobre o CPFDL esquerdo
de sujeitos depressivos resistentes ao tratamento [85]. Os resultados mostraram nédo
inferioridade da iTBS a EMTr de 10Hz para o tratamento da depressdo. Em outras
palavras, a iTBS foi tdo eficaz quanto a um protocolo convencional de estimulacdo
magnética repetitiva. Isso garantiu a aprovagéo do seu uso clinico para o tratamento da
depressédo nos Estados Unidos. Com base em um estudo de neuroimagem recente, que
usou Tomografia Computadorizada por Emissao de Pdsitron (do inglés PET), a iTBS
sobre CPFDL esquerdo tende a modular a ativacdo da circuitaria fronto-cingulo-

temporal em paciente com depressao refrataria [86].

Finalmente, o uso da TBS clinica é promissor, uma vez que a duracdo de sua
sessdo € de, em média, 5 minutos, enquanto os protocolos convencionais de EMTr
duram, em média, 30 minutos [44]. Entretanto, por ser uma modalidade mais moderna
gue a EMTr convencional, os efeitos da técnica foram bem menos investigados sobre o

CPFDL [87].
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5. EFEITOS DA ETCC SOBRE O CORTEX PRE-FRONTAL

5.1 Efeitos clinicos da ETCC sobre o cértex pré-frontal

A investigacao dos efeitos da técnica sobre o CPF vem sendo progressivamente
investigada clinicamente, principalmente para o tratamento de quadros depressivos [88].
A aplicacdo da ETCC para a depressdo é baseada na premissa de que parametros
especificos podem alterar a funcionalidade cerebral de regides que estdo
disfuncionais.Uma das teorias biolégicas que norteiam a aplicacdo da ETCC para a
depresséo é a do desbalanceamento inter-hemisférico do CPF, que apresenta relativa
hipoatividade do hemisfério esquerdo e hiperatividade do hemisfério direito [89]. Dessa
forma, na grande maioria dos ensaios clinicos, o &nodo é posicionado sobre CPFDL

esquerdo e catodo sobre CPFDL direito.

Até o atual momento, os efeitos clinicos da ETCC foram amplamente mais
investigados na depressao se comparado a qualquer outro transtorno psiquiatrico.
Segundo revisdo recente, 25 ensaios clinicos aleatorizados ja haviam sido conduzidos
para investigar os efeitos da ETCC para sintomas depressivos até o ano de 2020 [90].
O primeiro ensaio clinico investigando os efeitos da ETCC para a depresséo foi
conduzido em 2006 por Fregni e colegas [91]. Os pesquisadores conduziram um estudo
piloto aplicando ETCC bilateral (dnodo sobre CPFDL esquerdo e catodo sobre area
supraorbital direita) em 10 sujeitos diagnosticados com depressdo. O protocolo foi
aplicado por 5 dias seguidos, a 1-mA, com duragéo de 20 minutos. Os resultados foram
significativamente superiores para melhora do quadro clinico no grupo ativo se

comparado ao grupo placebo.

Posteriormente, diversos outros estudos foram conduzidos com amostras

maiores e parametros diversos [90]. Por sua vez, o maior ensaio clinico investigando os
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efeitos da ETCC (anodo F3/ catodo F4, 22 sessfes, 2mA e 30 minutos) para depressao
falhou em demonstrar sua superioridade a um tratamento farmacoldgico convencional
(escitalopram 20mg/dia - dose maxima recomendada pelo FDA). Na verdade, os
resultados deste estudo mostraram que os efeitos antidepressivos da ETCC foram

inferiores ao escitalopram, embora superiores ao placebo [92].

Nesse sentido, embora revisfes sistematicas e meta-andlises sugiram que a
ETCC é mais eficaz do que placebo, os achados apontam para efeitos globais médios
para baixo, como visto em meta-analises recentes de dados agregados (k=25, Hedges's
g = 0,46, 95% intervalo de confianca [IC]: 0,22 - 0,70) [90] e de dados individuais (B =
0.31, 95% IC, 0.15-0.47) [93]. Ademais, um recente estudo multicéntrico, aleatorizado,
placebo-controlado, que recrutou 130 pacientes, ndo encontrou melhora antidepressiva

significativa entre o grupo de ETCC ativa e placebo [94].

Similarmente, os efeitos da ETCC para processos cognitivos sobre o cértex pré-
frontal também vém apresentando resultados mistos. O uso do ETCC para
aprimoramento da memodéria de trabalho, por exemplo- que é o dominio cognitivo mais
estudado no campo da ETCC, principalmente devido ao seu status de ser uma das trés
funcdes executivas centrais, juntamente com controle inibitério e flexibilidade cognitiva,
e também por ter sido um potencial marcador para o tratamento da depressédo - vem
apresentando resultados promissores [95,96], mas Vvarios estudos negativos também
sao vistos [97,98].

Nesse sentido, uma meta-analise que investigou os efeitos de sesséo Unica de
ETCC em diversos dominios cognitivos de sujeitos saudaveis sugeriu que os efeitos da
técnica na cogni¢do sao nulos. No geral, os resultados deste estudo mostraram que
nenhum dominio cognitivo avaliado (linguagem, meméria, funcdes executivas, entre
outras) apresentou superioridade ao placebo [99]. Similarmente, uma revisdo guarda-

chuva recente mostrou que, de 55 comparac6es de ETCC com placebo, distribuidas em
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12 dominios cognitivos, apenas 16 reportaram efeitos significativos favorecendo a ETCC
[100].

Finalmente, outra meta-andlise que incluiu apenas sujeitos depressivos, que
passaram por um curso de pelo menos duas sessfes de ETCC, também nao encontrou
beneficios cognitivos da técnica, independentemente dos efeitos de humor [101]. Em
consonancia com os achados de revisdo, dois ensaios clinicos aleatorizados recentes
avaliaram os beneficios cognitivos da ETCC ap6s cursos agudos de ETCC para
pacientes depressivos unipolares e bipolares (aplicando mais de 12 sessfes) e ndo
encontraram diferencas cognitivas significativas entre os grupos de ETCC ativa e
simulada [102,103].

Diversas fontes de variabilidade para os resultados heterogéneos da aplicacao
de ETCC como monoterapia sobre o CPF vém sendo exploradas. Dentre elas estéo:

a) variabilidade individual: variabilidade anatémica e funcional de cada cérebro
e polimorfismos genéticos sao alguns fatores que vém sendo explorados. Por exemplo,
estudos sugerem que polimorfismos genéticos do Fator Neurotréfico Derivado do
Cérebro (do inglés, BDNF) estejam associados a mudancas de neuroplasticidade das
estimulagdes cerebrais ndo invasivas [104]. Além disso, estudos mais recentes apontam
gue volume da massa cinzenta no CPF esteja relacionado aos efeitos antidepressivos
da ETCC [105], bem como a anatomia cerebral esteja diretamente associada com a
forga dos fluxos elétricos da ETCC em diferentes regides do cortex [106].

b) aspectos metodoldgicos: a falta de padronizacdo nos protocolos da ETCC
podem ser uma importante fonte de variabilidade para os efeitos da técnica uma vez
gue os parametros da técnica, como intensidade de corrente, duracdo de sessao, alvo
de posicionamento do eletrodo e densidade de corrente sdo altamente heterogéneos
entre os estudos e podem alterar os efeitos da ETCC, até mesmo levando a efeitos ndo-
lineares, como foi apresentado anteriormente. Ademais, estudos recentes apontam que

0 protocolo placebo da ETCC seja um desafio metodolégico importante nos ensaios
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clinicos com a técnica, uma vez que o campo ainda carece de um protocolo placebo
padronizado e as taxas de resposta nesse grupo séo altas [107,108].

c) efeitos estado-dependente: como a ETCC néo gera potenciais de acado per se,
mas sim aumenta ou diminui a frequéncia de disparo destes potenciais, estudos mais
recentes discutem que alguns efeitos da ETCC podem diferir em forca (para mais ou
para menos), dependendo do estado neuronal da regido que esta sendo estimulada e
suas circuitarias adjacentes. Este ‘estado-cerebral’ pode ser controlado e padronizado
por meio da aplicacdo de técnicas concomitantemente a sessdo de estimulacao.
Especula-se, ainda, que a ETCC pode induzir efeitos mais robustos enquanto terapia
adjuvante, ou complementar a outras intervencdes, podendo causar efeitos aditivos
(quando as intervencbes ndo interagem e o resultado liqguido é a soma de cada
intervencdo sozinha) ou efeitos sinérgicos (co-potencializagdo dos protocolos, levando
a efeitos multiplicativos).

As descobertas progressivas do campo para compreender a variabilidade
neuropsicologica e comportamental dos efeitos da ETCC em sujeitos saudaveis e
pacientes fornece informacdes importantes sobre como aumentar e otimizar os efeitos
da técnica. Nesse sentido, abaixo discorro sobre os achados de estudos que utilizam a
ETCC combinada a outras intervencfes, como forma de aprimorar os resultados da

técnica.

5.2 ETCC como terapia combinada sobre o cértex pré-frontal

Como apresentei acima, a literatura recente sugere que a ETCC no campo da
pesquisa neuropsiquiatrica vem apresentando grande heterogeneidade em sua eficacia
como tratamento monoterapico. Na verdade, ndo apenas os achados mistos da ETCC

na depressdo e cognicdo de pacientes e sujeitos saudaveis chamam a aten¢do, mas
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diversos outros quadros neuropsiquiatricos ainda nao apresentam melhoras suficientes
em sua sintomatologia com a aplicacdo da ETCC [88].

Considerando essas limitacdes, o campo vem crescentemente discutindo sobre
a possibilidade de aplicacdo da ETCC em combinacdo a outras intervencdes
terapéuticas com o objetivo de gerar efeitos mais robustos nos tratamentos [109]. Na
verdade, a discussdo sobre a aplicacdo de técnicas de neuromodulacédo nédo-invasivas
associadas a outros tratamentos de modo a produzir efeitos aditivos e sinérgicos foi
relativamente inexplorada até o momento no campo da neuropsiquiatria, 0 que
representa um hiato importante na literatura, uma vez que os efeitos das técnicas de
neuromodulacdo ndo-invasiva sdo conhecidos por serem estado-dependentes.

Os efeitos estado-dependentes dizem respeito especificamente ao estado - ou
seja, como estd o funcionamento - do alvo cortical no momento da estimulagéo
[110][111]. Em relag&o a ETCC, visto que ela ndo gera potenciais de agdo per se, seus
efeitos liquidos ndo ocorrem isoladamente. A comunicacdo entre células individuais e
redes neuronais € nao-linear e complexa, com um grande nimero de estimulos
influenciando a atividade destes neurbnios [112]. Portanto, mesmo uma pequena
mudanca na voltagem da membrana - ou estado do alvo - pode impactar o disparo
neuronal. Nesse sentido, dado que os efeitos dependem do estado de ativacdo em
curso, métodos para controlar a atividade neural na regido alvo e em redes subjacentes
podem incrementar os resultados finais da técnica, bem como reduzir a variabilidade de
resposta.

Uma possibilidade de controlar a variabilidade de estimulos e aumentar a
eficiéncia das técnicas de neuromodulacao € sua aplicacdo combinada a intervengfes
gue tenham influéncia direta nas circuitarias de interesse [109]. Essa abordagem vem
sendo pesquisada a mais tempo no campo da neuroreabilitacdo, apresentando
resultados positivos [113,114]. No campo da neuropsiquiatria, por sua vez, poucos

estudos foram conduzidos até o momento. Para a depresséao, alguns estudos foram
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conduzidos combinando a ETCC a diversas técnicas terapéuticas, como treino
cognitivo, terapia cognitivo comportamental, mindfulness e antidepressivos, mostrando
resultados iniciais mistos (Tabela 2).

Por exemplo, em um ensaio clinico de desenho fatorial, os pesquisadores
alocaram 120 participantes em quatro grupos de tratamento: 1) ETCC + sertralina, 2)
ETCC + placebo, 3) ETCC placebo + sertralina e 4) ETCC placebo + pilula placebo. Os
resultados demonstraram que a combinagcdo de ETCC (2mA, 30min, sobre CPFDL
direito e esquerdo) com sertralina (50mg/dia) foi clinicamente superior na reducao de
sintomas depressivos quando comparada a ETCC e sertralina em monoterapia ou
placebo. Em um ensaio piloto, Segrave e colegas, por sua vez, combinaram ETCC com
treino cognitivo em um estudo de 3 bracos: 1) ETCC ativa + Treino cognitivo; 2) ETCC
ativa + Treino cognitivo placebo; 3) ETCC placebo + Treino cognitivo. Os achados deste
ensaio mostraram que a aplicacdo de ETCC (2mA, 24min, anodo sobre CPFDL
esquerdo e catodo sobre supraorbital direita) com treino cognitivo foi melhor para a
reducdo de sintomas clinicos da depressdo quando comparado as técnicas em
monoterapia.

Em contrapartida, Brunoni e colegas (2014) ndo encontraram superioridade
clinica do protocolo que combinou ETCC ativa (2mA, 30min, sobre CPFDL direito e
esquerdo) e treino cognitivo com o protocolo utilizando apenas treino cognitivo. Em um
estudo mais recente, Nord e colegas também falharam em demonstrar a superioridade
de melhora clinica da ETCC (2mA, 20min, &nodo sobre CPFDL esquerdo e catodo sobre
deltéide) combinada com um protocolo de terapia cognitivo comportamental, quando
comparado apenas com a psicoterapia em monoterapia.

Mais recentemente, uma série de casos clinicos que avaliou os efeitos da
combinacdo da ETCC domiciliar com uso de aplicativo de terapia cognitivo
comportamental foi publicada. Dos 5 casos avaliados, 4 deles atingiram resposta apés

aplicacdo de 21 sessdes combinadas [115]. Com esses resultados animadores, um

40


https://paperpile.com/c/tmjoUG/GXu7

ensaio clinico, randomizado e duplo-cego, esta atualmente em andamento, com objetivo
de recrutar 210 pacientes para investigar a seguranca, tolerabilidade e eficacia do uso
combinado das duas intervengoes.

Visto que esta € uma abordagem de investigacdo crescente no campo da
neuromodulacdo na neuropsiquiatria, algumas razdes para a falta de resultados
robustos vém sendo levantadas, dando destaque para a falta de estudos fatoriais. Além
disso, as formas de interacdo das técnicas podem ser diversas, como aplicacdes
concomitantes (online) ou sequenciais (offline) e resultados que geram efeitos
antagonistas, sinérgicos ou até mesmo nulos, e que ainda foram pouco explorados.
Ainda que uma revisdo recente sugira que os efeitos online - ou seja, aplicacédo
simultdnea - das técnicas pode gerar efeitos mais robustos em relacdo a administracao
simultdnea das técnicas, estes dados ainda sdo escassos. Finalmente, ainda é preciso
aprofundar estes pontos em aberto, bem como investigar a combinagcdo da ETCC com

outras formas de intervencdo.
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Tabela 2. Estudos que combinaram a ETCC sobre o cértex pré-frontal dorsolateral em combina¢cdo com outras
terapias.

Estudo Combinacdo de Tratamento

Caracteristicas do Tratamento com ETCC

Posicao

Eletrodos (A/C)

Tempo de
sessdo

Intensidade

Namero de
sessdes

Resultados

Bennabi et al 2015 ETCC + Escitalopram (10-20mg)

Brunoni 2013 ETCC + Sertralina (50mg)

Brunoni 2014 ETCC + Treino Cognitvo

Mayur et al 2018 ETCC + ECT Ultra-breve

Monnart 2019 ETCC + Mindfullness

Nord 2019 ETCC + Terapia Cog. Comportamental

Pavalova et al 2018 ETCC + Sertralina (50mg)

Segrave 2014 ETCC + Treino Cognitvo

Welch 2019 ETCC + Terapia Cog. Comportamental

F3/SOR

F3/F4

F3/F4

F3/F4

F3/F4

F3/Deltoid
Ipsilateral

F3/SOR

F3/F8

F3/F4

35 2

30 2

30 2

30 2

20 2

20 1

20130 05

24 2

30 2

10

12

10

10

10

12

Protocolo de ETCC + escitalopram foi

superior ao protocolo de escitalopram

como monoterapia para o tratamento
agudo, mas n3o em fase de seguimento

Protocolo de ETCC + Setralina foi
superior aos tratamentos como
monoterapia

Protocolo de ETCC + Treino cognitivo
nao foi superior ao protocolo de treino
cognitivo como monoterapia

Protocolo de ETCC + ECT n&o foi
superior ao protocolo de ECT como
monoterapia

Protocolo de ETCC + Mindfullness foi
equivalente ao protocolo de ETCC como
monoterapia no final da fase aguda, mas

superior em fase de seguimento.

Protocolo de ETCC + Terapia cognitiva
nao foi superior ao protocolo de Terapia
cognitiva como monoterapia

Protocolo de 30 min de ETCC + Setralina
foi superior ao protocolo de 20 min de
ETCC + zertralina e ao protocolo de
sertralina como monoterapia

Protocolo de ETCC + Treino cognitivo foi
superior a ambos tratamentos como
monoterapia

Sem poder estatistico para comparacio
dos grupos

A: Anodo; C: Catodo; ECT: Eletroconvulsoterapia; ETCC: Estimulacdo transcraniana por Corrente Continua; SOR: supraorbital direto.

42



6. COMBINACAO DA ETCC E EMTr

Alguns estudos ja avaliaram a combinacao da aplicacdo de ETCC com EMTr,
mas grande parte da evidéncia atual é tida com a combinacédo das técnicas sobre o
cortex motor e diferindo entre aplicagdo concomitante (online) ou sequenciais (offline).
Em um destes estudos, trés protocolos de estimulagdo foram analisados: 1) ETCC
anddica (1mA), 2) ETCC catddica (1mA) e 3) ETCC placebo, aplicadas sobre o cortex
motor primario esquerdo, seguidas de um protocolo de EMTr com 900 pulsos de 1Hz.
Os resultados mostraram que a aplicacdo de ETCC modificou a plasticidade induzida
pela administracéo subsequente de EMTr, uma vez que houve diminuicdo dos PEM com
estimulacdo anddica e aumento significativo no grupo de estimulagdo catddica,

enguanto que o grupo placebo permaneceu sem alteracdes significativas [116] .

Outro estudo, também utilizando trés protocolos: 1) ETCC catodica e 2) ETCC
anodica a 1mA e 3) estimulacao placebo, seguidas por um trem de 100 pulsos de EMTr
de 5Hz no cortex motor esquerdo de voluntarios saudaveis, apresentou resultados
semelhantes: no protocolo 1 houve aumento, enquanto o protocolo 2 apresentou

diminuicéo dos PEM [117].

No primeiro estudo combinando simultaneamente protocolos de ETCC com TBS
em voluntarios saudaveis, foram utilizados seis grupos: a) ETCC catédica + iTBS, b)
ETCC anddica + iTBS, c) ETCC placebo + iTBS, d) ETCC catédica + cTBS, e) ETCC
anddica + cTBS e f) ETCC placebo + cTBS, que foram aplicados sobre o cértex motor,
em sessodes distintas. Os resultados mostraram que a estimulag@o catédica aumentou
os efeitos facilitadores de iTBS (grupo a) e diminuiu os efeitos de cTBS (grupo d),
enquanto a estimulacdo anddica néo teve influéncia significativa na resposta de iTBS

(grupo b), mas suprimiu e até mesmo reverteu os efeitos de cTBS (grupo e) [118].
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Recentemente, o primeiro estudo avaliando a aplicagdo concomitante de ETCC
bilateral e ITBS sobre o CPFDL de sujeitos saudaveis foi conduzido. A ETCC foi aplicada
sobre CDLPF direito e esquerdo, com duracéo de 20 minutos, intensidade de corrente
de 20 minutos e eletrodos de 4.5 x 4.5 cms. A ETCC foi aplicada sozinha por 13 minutos
e em combinacédo com iTBS (sobre CPFDL esquerdo) por 7 minutos. Nesse estudo, a
aplicacdo dual das técnicas foi avaliada por meio de medidas neurofisiolégicas do
estresse, e falharam em demonstrar diferenca significativa do protocolo combinado
guando comparado ao grupo de iTBS sozinha. Entretanto, uma importante limitacdo do

estudo é a falta de comparacdes dos achados a um grupo placebo [107].

Nesse sentido, a realizagdo de pesquisas basicas sobre a aplicacdo combinada
de ETCC e EMTr sobre o CPF avaliando desfechos distintos é crucial para investigar
novas formas de aumento da ativacdo neural e, consequentemente, o aprimoramento

dos protocolos terapéuticos.
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7. PERFIL DE SEGURANCA E TOLERABILIDADE DAS TECNICAS

A ETCC é considerada uma técnica segura, bem tolerada e que nao produz
efeitos adversos graves. Uma revisdo sistematica recente demonstrou que os efeitos
adversos mais relatados durante e apés a sua aplicacéo foram eritema cutaneo, prurido
no local da aplicacdo, sensacdo de queimacdo, sonoléncia e cefaleia [119] (Tabela 3).
Episédios de mania e hipomania foram descritos em estudos com pacientes
diagnosticados com depressdo uni ou bipolar, mas ainda é dificil predizer se esses
sintomas foram causados pela técnica ou se foram ocasionados devido a histdria natural
da doenca. Porém, os resultados de uma recente meta-analise apresentaram risco
maior para virada maniaca em sujeitos com depressao unipolar recebendo ETCC ativa

gquando comparada ao protocolo placebo [120].

Tabela 3. Incidéncia de efeitos adversos em estudos com ETCC. Adaptado de
Sudbrack-Oliveira et al. 2021 [121].

Efeito Adverso Grupo Ativo (%) Grupo Placebo (%)
Formigamento 14 4 131
Vermelhidao 106 76
Coceira 6.7 58
Cefaleia 5.8 41
Sensacéo de queimacio 6 42
Sonoléncia (6] 48

Casos de lesdes cutaneas abaixo dos eletrodos também ja foram reportados em
alguns estudos (ex. queimaduras) [122]. As lesdes sdo geralmente reportadas em
regides frontais da cabeca, como testas e regides sem cabelo, onde os eletrodos séo
aplicados diretamente na pele. As causas de fatores que podem intensificar o risco de
gueimadura ainda sdo desconhecidas, entretanto, os pardmetros da ETCC, posicéo dos
eletrodos, alta impedancia e problemas prévios de pele, podem influenciar o surgimento

deste efeito colateral [31].
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No geral, a ETCC apresenta algumas contraindicacdes relativas que devem ser
mencionadas: 1) para evitar lesfes cutaneas, os eletrodos ndo devem ser colocados
sobre uma regido com problemas de pele, como dermatite, psoriase ou eczema; 2) para
evitar aquecimento e danos aos tecidos, os eletrodos ndo devem ser aplicados sobre
ou entre as areas com implantes metalicos; 3) individuos com histdria neurolégica
(neurocirurgia, epilepsia, malformacdo) e populagBes especiais, como mulheres
gravidas, criangas e idosos, devem ser cuidadosamente considerados [121]. Todas as
consideragdes citadas foram consideradas neste estudo.

Diferentemente da ETCC, a EMTr possui uma contraindicacdo absoluta que
inclui a presenca de materiais metalicos na cabega (exceto boca), como implantes
cocleares e dispositivos intracranianos como eletrodos, stents e clipes de aneurisma.
Considera-se que o estimulo magnético possa aquecer ou deslocar estes dispositivos,
com risco de lesdo neuroldgica. Contraindicacdes relativas incluem o uso de marca-
passo cardiaco, antecedente de epilepsia ou presenca de lesdes encefalicas estruturais

[123].

Os efeitos adversos mais recorrentes sdo desconforto no local da aplicagéo,
cefaleia e cervicalgia, que podem ocorrer em até 50% dos individuos. Entretanto, esses
efeitos sdo geralmente de leve intensidade, sdo bem tolerados e raramente levam a
descontinuacdo do tratamento [124]. Além disso, quanto maiores a intensidade e a
frequéncia de estimulacéo, mais desconforto é relatado. O efeito mais temido da EMTr
€ a crise convulsiva, que ja foi reportada em estudos que utilizaram pulsos Unicos, pulsos
pareados e também EMTr [125]. Todos os eventos registrados e reportados na literatura
até o momento referem-se a eventos ictais ocorridos durante a estimulacao [123].

Revisao recente da literatura mostrou que a incidéncia desses eventos é muito
rara, inferior a 1%, mesmo quando s&o considerados estudos com amostras com
doencas neuroldgicas. Ademais, a maior parte dos relatos na literatura ocorreram nos
primeiros anos do uso da técnica, quando os limites e parametros de seguranca
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estavam ainda sendo estabelecidos [125]. As crises convulsivas ocorrem
predominantemente associadas a estimulacdo de alta frequéncia. Estes protocolos
devem ser realizados de forma intermitente, respeitando o intervalo minimo de repouso
entre as séries de estimulacéo.

Os protocolos de TBS também apresentam um bom perfil de seguranca. Uma
meta-analise avaliando a seguranca destes protocolos revelou que os efeitos adversos
encontrados sdo equivalentes ou menores que aqueles presentes em estudos com
EMTr de alta frequéncia. Os efeitos colaterais mais reportados foram dores de cabeca
transitérias (em quase 50% dos casos) e cervicalgia. Demais efeitos encontrados foram
contracdo do musculo (regido facial), nadusea, tontura, lacrimejamento dos olhos,
zumbido (Figura 10). Crises convulsivas aconteceram em 0,02% dos casos [126]. Em
um outro estudo com pacientes depressivos, foram aplicadas cinco sessdes de TBS por
dia, com intensidade de 110% do LM de cada sujeito, durante quatro dias (total de
32.400 estimulos) e nenhum efeito colateral grave foi reportado [127]. Quanto ao risco
de virada maniaca/hipomaniaca, ndo ha evidéncia de que o tratamento ativo esteja
associado com risco elevado desse desfecho.

Mesmo sendo uma técnica segura, as sessbes de TBS deste estudo foram
aplicadas seguindo todos os protocolos de seguranca, bem como na presenca de uma
equipe treinada, qualificada para abortar uma crise convulsiva, caso ela ocorresse.

Os estudos que avaliaram as técnicas de ETCC e EMTr combinadas sobre o

cértex motor ndo reportaram nenhum efeito colateral grave.
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Figura 10. Incidéncia de efeitos adversos reportados durante estudos com iTBS.

Adaptado de Oberman et al 2011 [126].
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8. SPECT

O SPECT (Single Photon Emission Computed Tomography) cerebral, ou
Tomografia Computadorizada por Emissdo de Foton Unico, € uma técnica de
neuroimagem funcional, introduzida para avaliacdo do fluxo sanguineo cerebral
regional, que permite o estudo nao invasivo de eventos fisiologicos e fisiopatoldgicos do
cérebro humano [128]. Para a obteng&o das imagens, um radiofdrmaco é injetado no
sujeito, e se acumula conforme o aporte vascular fornecido as diferentes regides do
cérebro. No exame SPECT, por meio de uma gama-camera, uma imagem tridimensional
€ gerada, refletindo a captacéo e a retencéo do radiofarmaco. Quanto maior a perfusédo

sanguinea em determinada regido cerebral, maior a captacao do is6topo e vice-versa.

s

Esta técnica de neuroimagem é utilizada para diagnostico, avaliacao
prognéstica, avaliacdo da resposta a terapia, estratificacéo de risco e escolha de terapia
médica ou cirlrgica, para muitas condicfes neurologicas e psiquiatricas [129]. A
utilizacdo do SPECT em pesquisas com neuromodulacdo é promissora. Em ensaios
com pacientes deprimidos, por exemplo, o exame auxiliou a entender que protocolos de
EMTr a 1Hz e 15Hz apresentaram diferentes padrées de fluxo sanguineo em regides
frontais e regibes adjacentes, sendo que protocolo de baixa-frequéncia (1Hz) levou a
diminuicéo de atividade nas regides cerebrais de interesse, enquanto o protocolo de alta
frequéncia (15Hz) aumento a atividade destas regides logo apds o término da sessao

[130].

Como comentado anteriormente, os efeitos da ETCC sobre o CPF foram menos
investigados em contraste com o coértex motor. Ademais, estudos apontam baixa
confiabilidade de teste-reteste dos efeitos de ETCC sobre CPF com alguns métodos de
neuroimagem, como é o caso da RM em estado de repouso [131,132]. Da mesma forma,

0s mecanismos de acdo do TBS sobre o PFC n&o foram avaliados sistematicamente
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[64]. Assim, para avaliar as mudancas no fluxo sanguineo cerebral regional de CPFDL
ap0s as sessbOes de neuroestimulacdo, consideramos avaliar a perfusdo cerebral

usando SPECT.

O uso do SPECT ¢é adequado para os fins deste estudo porque (1) comparado
com a técnica de PET, o SPECT usa radioisétopos de longa duracdo e mais facilmente
obtidos, permitindo aplicar testes cognitivos apos o término das sessdes de estimulagéo,
e antes da aquisi¢cao de neuroimagem; (2) o radiofarmaco injetado durante a sessao de
estimulacéo permite avaliar alteragdes agudas na perfuséo cerebral. A combinacéo de
técnicas de neuromodulacdo e ressonancia magnética simultaneamente €
extremamente desafiadora e o aparelho de RM que permite aplicacdo conjunta com
EMTr ainda ndo existe em territério nacional; e (3) SPECT fornece uma medida direta
da perfuséo cerebral, em contraste com a técnica de RM funcional, que € baseada no
sinal dependente do nivel de oxigena¢do sanguinea (do inglés, BOLD) e tem baixa

confiabilidade de teste-reteste em repouso para estudos ETCC [132].
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9. OBJETIVOS

Considerando os efeitos modestos da ETCC como monoterapia no campo da
neuropsiquiatria e 0s avangos na investigacao da sua eficacia combinada as terapias
complementares, esta pesquisa propbde investigar os efeitos isolados e
simultaneamente combinados de protocolos de ETCC e iTBS sobre o cortex pré-frontal
dorsolateral de sujeitos saudaveis, por meio de um teste de memdaria de trabalho e um
método de neuroimagem funcional conhecida como SPECT. Para investigar o objetivo
desta pesquisa, foi conduzido um estudo fase-I, fatorial, aleatorizado e duplo cego. O
desenho fatorial foi escolhido pois permitiu testar trés hip6teses simultaneamente
(placebo vs. cada protocolo ativo como monoterapia e sua combinacdo) (Figura

11)[133].

Estimulagao Elétrica por Corrente Continua

ETCC ativa ETCC placebo
§ v Grupo Grupo
= 5
¥ $ ETCC ativa ETCC placebo
@ o + +
o = : ;
& iTBS ativa IiTBS ativa
o}
9
& % Grupo Grupo
g 8
E a ETCC ativa ETCC placebo
A g ¥ +

iTBS placebo ITBS placebo
Figura 11. Desenho fatorial deste estudo.
Dessa forma, este estudo contribui ndo apenas para o conhecimento dos
mecanismos de agdo da aplicacdo simultanea das técnicas de ETCC e iTBS sobre o

CPFDL, mas também investiga os mecanismos das técnicas como monoterapia,

apresentando desfechos cognitivos e de neuroimagem. Considerando que estudos
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avaliando a combinacdo destas técnicas sobre o CPFDL ndo foram realizados até o
momento com técnicas de neuroimagem e cogni¢ao, pesquisas sdo fundamentais nao
somente para o aprofundamento do entendimento dos mecanismos de acdo da
aplicacdo das técnicas nesta regido cortical, mas também para aprimoramento de

protocolos terapéuticos.

O objetivo priméario deste estudo foi avaliar a influéncia de cada protocolo em
desfechos de neuroimagem em regides de interesse (ROIs). As ROIs previamente
estabelecidas foram o CPF e suas sub-regiées como o CPFDL, cértex orbitofrontal, CPF
medial e o cortex cingulado anterior bilateralmente, uma vez que esta regido esta
diretamente associada com a depressdo maior. Entretanto, o cortex temporal, cortex
cingulado posterior e a insula foram posteriormente incluidos como ROIs, uma vez que
sao regibes de neurocircuitarias adjacentes aos CPF, e sdo modulados com técnicas de
neuroestimulacdo, como apresentado em estudos prévios [67]. O objetivo secundario
foi identificar a influéncia de cada protocolo sobre a memdria operacional. Andlises
secundarias foram conduzidas para investigar a interagdo iTBSXETCC, bem como os

fatores ETCC e iTBS isoladamente sobre os desfechos de neuroimagem e cognicao.

As hipoteses relacionadas com os achados de neuroimagem deste estudo foram
a de que os protocolos ativos (ETCC e iTBS) apresentariam aumento de perfusao
cerebral quando comparados ao protocolo placebo nas ROIs estabelecidas, enquanto o
protocolo duplo-ativo aumentaria perfuséo cerebral quando comparado aos protocolos

em monoterapia e placebo.

As hipéteses relacionadas com os desfechos de cogni¢éo séo similares: 1) os
protocolos ativos (ETCC e iTBS) aumentariam performance na cognicdo quando
comparado ao placebo; 2) o protocolo duplo-ativo aumentaria performance cognitiva

guando comparado aos protocolos em monoterapia e placebo.
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A hipétese secundaria é de que as técnicas levariam a efeitos sinérgicos, tendo
a interagcdo iTBS X ETCC apresentando efeitos superiores em desfechos de

neuroimagem e cogni¢ao, quando comparados aos fatores iTBS e ETCC isolados.

10. MATERIAS E METODOS

10.1 Desenho do Estudo

Para a realizagédo desta pesquisa foi proposto um desenho fatorial. Os sujeitos
incluidos foram submetidos a 4 protocolos de estimulagéo, de forma aleat6ria, com um

intervalo de uma semana entre eles (Figura 12).

n-back
dROROEDED
A Uma SSmana \J Lo J’ —
- -
ETCC ativa ETCC placebo 1
TBS ativa ITBS ativa l
H 5
: :
- RANDOMIZADO i = F
: ’
ETCC ativa ETCC placebo
] i . "
hisdsaniumi \ > ITBS placebo SN e
Medidas de baseline i s semalty i Adversos

Figura 12. Sequéncia da aquisicdo dos dados deste projeto. Adaptado de Razza et al 2021 [133].

Os protocolos aplicados foram os que seguem:

1. ETCC placebo + TBS placebo sobre o CPFDL esquerdo;
2. ETCC bilateral (dnodo e catodo sobre CPFDL esquerdo e direito,
respectivamente) + TBS placebo sobre o CPFDL esquerdo;

3. ETCC placebo + iTBS sobre o CPFDL esquerdo.
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4. ETCC bilateral (&nodo e catodo sobre CPFDL esquerdo e direito,

respectivamente) + iTBS sobre o CPFDL esquerdo;

O protocolo de ETCC bilateral aplicando anodo e catodo, respectivamente, sobre 0s
CPFDLs esquerdo e direito, foi a montagem escolhida pois é o protocolo mais utilizado
em ensaios clinicos com depressdo. Ademais, a iTBS sobre CPFDL esquerdo foi o
protocolo de escolha por ter sido recentemente aprovado para o tratamento da
depresséo, e por despender de um tempo mais curto de sessdo (9 minutos) se

comparada ao protocolo de EMTr de alta-frequéncia, com duracéo de 20 minutos.

Por fim, neste estudo, o protocolo (1) é considerado o grupo controle, o protocolo (2)
€ considerado o grupo ‘ETCC’, o protocolo (3) € o grupo ‘iTBS’ e (4) é o protocolo de

‘Intervengdes Combinadas’.

10.2 Estratégia de Recrutamento

O recrutamento dos voluntérios desta pesquisa foi feito por meio de divulgacéo de
flyers da pesquisa na Cidade Universitaria da Universidade de S&o Paulo, bem como
por meio de redes sociais, como o Facebook. As pessoas interessadas em participar
voluntariamente da pesquisa eram orientados a encaminhar um e-mail para o endereco
de e-mail criado especificamente para essa pesquisa,

neuromodulacao.pesquisa@agmail.com.

Inicialmente era enviado ao participante um e-mail de ‘pré-triagem’, em que era
perguntado, além de dados demogréficos (idade, sexo e escolaridade), alguns critérios
basicos de elegibilidade (por exemplo, se ja havia sido diagnosticado com algum
transtorno psiquiatrico, se estava em uso de psicofarmacos e se teria disponibilidade de

comparecer ao centro de pesquisa uma vez por semana, por pelo menos quatro
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semanas consecutivas). Caso o participante atendesse a todos os critérios especificos
para a nossa pesquisa, era agendada uma triagem presencial, ocasido em que um
avaliador treinado verificava se o voluntério tinha todos os critérios para ser elegivel para

a pesquisa.

10.3 Sujeitos

Foram recrutados sujeitos de ambos os sexos, entre 18 e 45 anos, destros, sem
transtornos psiquiétricos ou neurolégicos prévios ou presentes e/ou com doencas

clinicas.

Em triagem presencial, psicélogos treinado avaliaram os participantes com o
objetivo de investigar presenga de diagnosticos psiquiatricos e neuroldgicos prévios ou
atuais, com o auxilio de questionarios de entrevista estruturados com base nos critérios
diagnosticos do Manual de Diagnéstico e Estatistico dos Transtornos Mentais, 5a edicédo
(DSM-5). Os avaliadores aplicaram a versao em portugués do Mini Exame do estado
Mental [134], Escala de Depressao de Hamilton (HAMD) [135] e Inventario de
Depressdo de Beck (BDI) [136] com o objetivo de investigar, respectivamente, a
presenca de qualquer disfun¢éo cognitiva ou transtornos de humor, como ansiedade ou
depressdo. A Escala de Afeto Positivo Afeto Negativo (PANAS) [137] também foi
aplicada, pois estudos anteriores sugerem que esta escala pode ser uma escala
preditora para a melhora clinica da depresséo [106]. A escala de autoavaliacdo (BDI),
foi aplicada a priori, e posterior heteroavaliacdo (HAMD) foi realizada a fim de confirmar
o estado emocional dos participantes. Finalmente, o inventario de lateralidade de

Edimburgo [138] foi aplicado para confirmar a lateralidade do participante,

Os critérios de excluséo para a pesquisa foram: 1) qualquer contra-indicacado

para as técnicas aplicadas (ETCC, EMTr, SPECT e RM), como implantes de metal na
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regido craniana, incluindo placas de metal no cranio e implantes no sistema nervoso
central; 2) fumantes (acima de 10 cigarros por dia) ou abuso / dependéncia de outras
drogas; 3) gravidez ou gravidez planejada durante o estudo; 4) uso de drogas
psicoativas, incluindo drogas antidepressivas, benzodiazepinicos e drogas Z; 5)
condicbes neurolégicas ou clinicas graves; 6) condicbes que impegam o0
comparecimento semanal ao servi¢o; 7) crises convulsivas prévias; 8) pontuacado de

HAMD> 7; 8) Pontuacéo do BDI> 10.

10.4 Aleatorizacao e Alocacao

A lista de aleatorizacdo dos protocolos deste estudo foi realizada no site

www.randomizer.org. Foi programada uma aleatoriza¢éo de 30 blocos, com 4 niUmeros

anicos por bloco (de 1 a 4). Dessa forma, cada bloco foi gerado com combinacdes
numeéricas distintas (e.x: 1,3,4,2 ou 3,2,1,4). Essa forma de aleatorizagdo possibilitou
gue a ordem das sessOes fossem realizadas de forma aleatéria entre os sujeitos. A
alocacéo dos sujeitos foi realizada por meio de envelopes selados, por uma pessoa que

ndo estava envolvida com este projeto de pesquisa.

10.5 Procedimentos

Todos os participantes selecionados para esta pesquisa leram e assinaram o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, concordando, portanto, em participar do
estudo. O estudo foi elaborado de acordo com a Declaracao de Helsinque e foi aprovado
pelo Comité de Etica do Hospital das Clinicas da Universidade de S&o Paulo
(HCFMUSP) e pelo Comité Nacional, via Plataforma Brasil (nimero de protocolo CAAE:

89310918.8.0000.0068).
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Os participantes foram convidados a comparecer ao centro de pesquisa cinco
vezes. No primeiro dia, todos os participantes foram submetidos a realizacdo de uma
Ressonéancia Magnética de 3 Tesla, para a aquisi¢do de sequéncias estruturais T1 e T2,
realizada na Divisdo de Medicina Nuclear do HCFMUSP. A aquisicdo da RM foi
realizada previamente para direcionar a localiza¢@o dos cortices pré-frontal dorsolateral
direito e esquerdo de cada sujeito, via sistema de neuronavegacao (Brainsight, Rogue
Resolutions, Inc). Ambos CPFDL esquerdo e direito foram localizados em cada
participante por corregistro reverso das coordenadas estereotaxicas MNI152 (x-38, y +

44,z + 26 ex + 38, y + 44, z + 26, respectivamente) e marcados em uma toca.

O método de navegacdo é considerado como padrao-ouro para a localizacdo de
estruturas encefalicas individuais, e as coordenadas utilizadas neste estudo foram
avaliados como ideal para a localizacéo dos pontos de interesse deste estudo (CPFDL
esquerdo e direito) com base em resultados clinicos e de conectividade funcional de
todo o cérebro [67,85]. ApOs a aquisicdo de RM e realizacéo de neuronavegacao, todas
as demais sessdes foram realizadas com uma semana de intervalo, para evitar efeitos
carry-over. As sessofes de estimulacao e os testes cognitivos aconteceram em ambiente
controlado, no Servico Interdisciplinar de Neuromodulagcdo - HCFMUSP, Séo Paulo,
Brasil. Os mesmos procedimentos foram aplicados em cada uma das quatro sessoes, e

serdo apresentados a seguir.

Antes do inicio de cada uma das quatro sessdes experimentais, 0s participantes
foram solicitados a responder algumas medidas de baseline, como escalas HAMD, BDI,
PANAS e inventario de ansiedade de Hamilton (HAI), que foram aplicadas
essencialmente para identificar o estado dos participantes antes das sessfes de
estimulacdo. Posteriormente, o limiar motor de repouso dos voluntéarios foi determinado
usando uma maquina de EMT MagVenture (MagPro X100, Dinamarca) e uma bobina

em forma de oito. O limiar motor foi realizado por meio da visualizacdo da contracéo dos
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musculos da méo direita - contralateral ao hemisfério estimulado. Apos aferigéo de limiar
motor, foi aplicado acesso venoso por uma biomédica treinada. O acesso venoso foi
realizado previamente a estimulagéo para evitar a perfuragdo do voluntario durante as

sessfes de estimulacéo.

ApOGs 0 acesso venoso, 0s sujeitos foram submetidos as sessfes de
neuroestimulag&o. Primeiramente, a sesséo de ETCC era aplicada sozinha durante os
11 minutos iniciais e a iTBS era concomitantemente aplicada ao longo dos 9 minutos

finais. O radiofarmaco (99mTC-ECD) foi injetado logo apds o inicio do protocolo de iTBS.

Para garantir a seguranca de ambas as técnicas sozinhas e sua combinacao, a
Escala de Efeitos Adversos [119] foi aplicada imediatamente apdés o término das
sessfes de neuroestimulacdo. Essa escala consiste em identificar os efeitos produzidos
e medi-los em uma escala de 1 a 4 pontos, sendo 1 - ausente, 2 - leve, 3 - moderado e
4 - grave. O teste de memoria de trabalho (n-back) foi aplicado apds a medicdo dos

efeitos adversos.

Ao término do teste de memoéria de trabalho, os voluntarios eram encaminhados
a Divisdo de Medicina Nuclear - HCFMUSP, onde o SPECT era adquirido por uma

equipe treinada.

10.5.1 Protocolo de ETCC

As sessbes de ETCC foram aplicadas com estimulagéo por corrente continua de
2mA por meio de esponjas de 25cm? umidificadas em solucao salina e tiveram duracao
total de 20 minutos (dispositivo Neuroconn DC-Stimulator MR - Neuroconn GmBH,
limenau, Alemanha). O anodo e o catodo foram colocados respectivamente sobre os

CPFDLs direito e esquerdo de cada participante por corregistro com as coordenadas
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estereotaxicas MNI152. O mesmo protocolo foi usado para a ETCC ativa e placebo, mas
para o protocolo simulado a corrente teve um breve periodo ativo de 30 segundos com
ramp-up e ramp-down no inicio e no final da sessdo e a corrente atingindo o pico de
2mA. O dispositivo ETCC foi programado para fornecer estimulagéo ativa ou simulada
de acordo com um codigo aleatorizado que era imputado no aparelho. A ETCC foi
administrada sozinha por onze minutos e aplicada concomitantemente com a iTBS por

nove minutos.

10.5.2 Protocolo do iTBS

Para as sessfes de iTBS, a bobina de EMT foi colocada sobre o &nodo (CPFDL
esquerdo localizado com base na neuronavegacdo) e posicionada a 45 graus em
relacdo a linha média. O parametro de estimulacao consistia em 54 ciclos de 10 rajadas
triplas com uma duracao de train de 2s e um intervalo de 8s entre os trains (um total de
1620 pulsos) a 110% do limiar do motor em repouso. O protocolo iTBS durou 8 minutos
e 40 segundos. As sess0Oes de iTBS ativa e simulada usaram o0 mesmo protocolo e foram
aplicadas por meio de uma bobina Magventure (dispositivo Cool - B65 Active / Placebo
- MagVenture). Essa bobina tem dois lados idénticos que fornecem estimulacdo ativa
ou simulada. O lado da bobina é escolhido pelo dispositivo EMT quando um cédigo

aleatério é imputado.

10.5.3 Cegamento

Este estudo foi duplo-cego, o que quer dizer que nem voluntérios, nem

pesquisadores tinham conhecimento de qual protocolo estava sendo aplicado.
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A ETCC é particularmente vantajosa para garantir o cegamento, isto porque a
técnica produz poucos e leves efeitos colaterais durante sua aplicacdo. Além disso,
neste estudo foi utilizado um aparelho de ETCC (Neuroconn) que permite a imputagao
de um cddigo numérico aleat6rio ha maquina, que previamente determina qual tipo de
estimulacdo sera realizada (ativa ou placebo). Esta informacdo é desconhecida ao
aplicador e aos sujeitos. Para o protocolo placebo, uma corrente ativa era ligada, com
uma subida de intensidade de 30 segundos, até atingir 2mA. Apds atingir o pico de 2maA,
a corrente produzia uma rampa de descida por 30s até ser desligada. O mesmo
acontecia no minuto final da sess@o de ETCC. Dessa forma, a aplicacédo inicial e final
ativa garantem que o voluntario ndo perceba a diferenca entre estimulacao ativa e

placebo. Este método assegura o duplo-cegamento.

Nos protocolos de TBS, foi utilizada uma bobina MagVenture com func¢des ativa
e placebo. Seu design simétrico, sem indicacdo de lado ativo versus placebo, torna-a
ideal para estudos duplo-cego. Para cada sessdo, o aplicador tinha que digitar um
cadigo de aleatorizagcdo na maquina, que indicava o lado da bobina a ser utilizado. Além
disso, em todas as sessdes foram colocados dois eletrodos estimuladores na regido de
aplicacdo, com o objetivo de produzir, automaticamente, nos protocolos placebo,
contracBes musculares semelhantes as presentes no protocolo ativo. Este método

garante o cegamento dos aplicadores, avaliadores e sujeitos.

10.5.4 Teste de memoéria operacional n-back

O teste n-back é amplamente utilizado para avaliar a memaéria operacional tanto
em estudos com ETCC, quanto em estudos avaliando os efeitos cognitivos da EMTr.
Nesse teste cognitivo, os participantes sdo solicitados a indicar se o estimulo atual,

(79 }}

apresentado em tela de um computador, corresponde ao que foi apresentado “n
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tentativas na sequéncia. A memdéria operacional pode ser manipulada variando o
namero de letras que precisam ser armazenadas sequencialmente e atualizadas na

memaria operacional.

Neste estudo, o teste de memoria operacional n-back foi programado no
software E-prime 2.0 (Psychology Software, Tools Inc Pittsburgh, Pennsylvania, EUA).
As imagens foram apresentadas em tela de computador LCD de 15 polegadas e os
participantes ficaram sentados a uma distancia de aproximadamente 50 cm da tela. O
estimulo visual consistiu em letras do alfabeto (A a Z) que aparecem de forma individual
e aleatoria na tela do computador. Apenas a condicao 2-back foi utilizada. A tarefa foi
realizada com 3 blocos de 30 letras, cada um sendo exibido na tela por 500ms, com
intervalo interestimulo de 3000ms. Os participantes tiveram que pressionar diferentes
botdes no teclado para estimulos corretos (target) e ndo corretos (tecla '2' para 'correto’
e tecla '0' para 'nao correto'). Os sujeitos precisavam apertar a tecla ‘2’ quando o mesmo

estimulo apresentado no computador era 0 mesmo e de duas posi¢cdes anteriores.

O tempo de resposta e 0 numero de respostas corretas (acuracia) foram os
desfecho de interesse. NUumeros de acuracia mais altos representam melhor
performance no teste, enquanto tempos de resposta mais baixos (incluindo negativos)

representam uma resposta mais rapida.

O teste n-back néo foi aplicado antes das sessdes de neuroestimulacdo para
evitar efeitos de aprendizagem. Os efeitos de aprendizagem acontecem quando ha
aumento significativo ocorrendo nas pontuacfes dos testes cognitivos conforme o
namero de repeticbes aumenta até que a pontuacdo ndo mude mais e alcance

estabilidade.

Além disso, o desempenho n-back apds o protocolo placebo foi usado como o

valor de referéncia em nossa comparagao estatistica e os protocolos de estimulacdo
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aleatorizados e contrabalancados nos permitiram avaliar estatisticamente os efeitos de
aprendizagem ao introduzir a ordem como uma variavel em nossos modelos
estatisticos. Esta metodologia foi aplicada com base em estudos anteriores que
avaliaram o desempenho da memdria de trabalho com intervencdo nao-invasivas de

neuromodulacao (Ruf et al., 2017).

10.5.5 Questionario de Efeitos Adversos

Para avaliacdo dos efeitos adversos produzidos por cada protocolo aplicado
neste estudo, nds aplicamos o questionario elaborado por Aparicio e colegas. Neste
questionario é possivel avaliar a intensidade do efeito adverso, bem como sua relacao
com o protocolo aplicado. Primeiramente, o sujeito é solicitado a descrever se o efeito
adverso foi experimentado. Se isso ocorreu, é solicitado que classifique a intensidade
do mesmo em uma escala Likert de 1 a 4 (1 - muito leve; 2 - leve; 3 - moderado; 4 -
grave). A relacéo do efeito adverso com o protocolo aplicado também é acessada com
uma escala Likert de 1 a 5, em que ‘1’ é o equivalente a ‘nenhuma relacao’ e 5 ‘relagao
absoluta’. Este questionario contém o termo “anodo” e “catodo” para destacar os efeitos
adversos produzidos por cada polaridade, mas essa diferenga néo foi aplicada em nosso

estudo.

Os efeitos colaterais acessados pelo questionario sdo: cefaleia, dor de pescoco,
dor local, coceira, formigamento, queimagdo, vermelhiddo, sonoléncia, alteracfes
cognitivas, fadiga, nausea, contracdo muscular, convulsdes e outros. Para acessar
outros efeitos colaterais encontrados na literatura da EMTr, também acrescentamos

‘mudancas de humor’ e ‘contragdo muscular facial’.
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10.5.6 SPECT

Apesar de ter menor resolugcdo temporal e espacial do que outras técnicas de
medicina nuclear e Ressonancia Magnética (RM), o uso do *"Tc SPECT é adequado
para os objetivos deste estudo, que é avaliar os efeitos da combinacdo de ETCC com

iTBS no CPFDL no momento da aplicacao.

Para a realizacdo do exame, todos os voluntarios foram submetidos a um
preparo prévio que recomendou a suspensao do uso de cafeina ou alcool e exercicios
rigorosos na véspera da data do exame. Como preparacao, foi considerado um jejum
obrigatério de 6 horas. Agua pura (com excecéo de sucos, refrigerantes, ou alimentos

liquidos) péde ser ingerida a vontade, mesmo no dia do procedimento.

As imagens de SPECT foram adquiridas de 30 a 45 minutos apés a
administracao intravenosa de dimero de etilcisteinato marcado tecnécio-99m (*°™Tc-
ECD), atividade de 20 mCi (555 MBq). Os exames foram obtidos em equipamento de
SPECT dedicado (General Electric - GE, Milwaukee, Wisconsin — USA) composto por
dois conjuntos de detectores. As imagens de SPECT foram adquiridas sequencialmente
com protocolo padronizado, utilizando-se fator de zoom de 2.5, matriz 128 x 128, com
aquisicdo de 240 projecbes de 3/3° (duas voltas de 360°) a cada 20 segundos. O
fotdpico foi centrado em 140keV, com janela em 10% e o colimador ‘Fan Beam’. O
processamento foi realizado com método de reconstrugdo interativa (OSEM) com filtro
Butterworth, sendo a frequéncia de corte de 0,57 e nimero de ordem de 10. O nimero
de interacdes utilizado foi de 20 e 40 de subset. O tempo total do exame foi de 45

minutos.
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10.5.7 Ressonancia Magnética

Todas as imagens foram adquiridas em um sistema RM 3-Tesla (equipamento
General Electric PET / RM). As imagens volumétricas foram baseadas em sequéncias
ponderadas em T1 e T2 usando uma sequéncia de pulso 3D FFE com os seguintes
parametros: 1) sequéncia T1: FOV 25.6, TR 7.7ms, TE 3.1ms, FA 8 e 202 cortes na
programacédo sagital; 2) sequéncia T2: FOV 25.6, TR 2500, TE 85 e 202 cortes na
programacéo sagital. As aquisicbes de RM ocorreram pelo menos uma semana antes
da primeira sesséo de neuroestimulagdo/aquisicdo de SPECT na Divisdo de Medicina
Nuclear do Departamento de Radiologia (Hospital das Clinicas da Universidade de Séo
Paulo, Sao Paulo). As sequéncias ponderadas em T1 foram utilizadas para a realizagédo

da neuronavegacéo e para a correcao do volume parcial das imagens SPECT.

10.6 Calculo Amostral

O tamanho da amostra foi calculado com o auxilio do software G*Power 3.1.
Como se trata de um estudo inédito, estimamos um tamanho de efeito f moderado
(0,25). Na analise, foram considerados 4 grupos, 4 mensuracdes, correlacao entre as
medidas repetidas de 0,5, alfa de 0,05 e poder de 0,85, obtendo-se um tamanho
amostral de 28 participantes. Em comparacéo, o estudo de Hone-Blanchet et al. [61],
gue usou RM funcional combinada com ETCC, recrutou 17 sujeitos que participaram em

2 grupos (total de 34 observacées).
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10.7 Andlises Estatisticas

Inicialmente, as imagens de SPECT e sequéncias T1 da RM foram convertidas
do formato DICOM para o formato Analyse utilizando o software MRICROnN [139] . As
imagens de SPECT foram co-registradas com os dados estruturais da sequéncia T1-
RM de cada individuo, utilizando o software PMOD™ versédo 3.4. Todas as imagens
foram manualmente orientadas de acordo com a comissura anterior do sistema de
coordenadas tridimensional MNI. Em relagdo as imagens de SPECT, todas foram
corrigidas pelo efeito de volume parcial (do inglés, PVE) utilizando o método Meltzer,
com o objetivo de evitar fatores de confusédo na captacéo do radiofarmaco. O método
Meltzer é amplamente utilizado para a correcdo de volume parcial e se baseia em um
algoritmo de otimizagéo de voxels, que estd implementado no software PVElab [140].
As imagens estruturais da sequéncia Tl de cada sujeito foram espacialmente
normalizadas para o padrdo MNI, por meio do software SPM12 (Wellcome Trust Centre
of Neuroimaging, London, United Kingdom), rodado em MATLAB versdo R2012a
(MathWorks, Natick, MA, USA), utilizando o protocolo DARTEL. Posteriormente, a
normalizacdo espacial da sequéncia T1 de cada individuo foi aplicada as imagens de
SPECT corrigidas pelo PVE, a fim de obter a normalizacdo espacial em MNI.
Finalmente, as imagens de SPECT espacialmente normalizadas e corrigidas com PVE
foram suavizadas utilizando um filtro Gaussiano de largura & meia-altura (do inglés,

FWHM) de 8mm.

A aplicagdo de um template MNI foi necessaria para que os voxels (unidades
volumétricas de imagem) pudessem corresponder a mesma localizacdo em cada
individuo, de acordo com coordenadas tridimensionais x, y e z. Utilizando as
coordenadas especificas, foi possivel extrair os valores de voxel de regides especificas

de cada imagem.
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ApOs estas etapas, os valores de voxel de cada ROI foram extraidos e
carregados em software estatistico. Embora todas as etapas de construcao de dados
tenham sido realizadas através do software SPM12, optamos por usar o software
estatistico para rodar analises mais refinadas, utilizando o modelo de efeitos lineares
mistos, indicado para o desenho deste estudo. Esse modelo é indicado para a analise
de medidas repetidas e nos permite utilizar efeitos fixos - variaveis que apresentam uma
relacdo constante com o desfecho - e também efeitos aleatérios - variaveis que tém
influéncia no desfecho, mas néo estaréo sendo individualmente avaliadas. Dessa forma,
modelos lineares de efeitos mistos foram conduzidos para explorar os efeitos individuais
de cada protocolo e a interacdo de ETCC x iTBS e os fatores isolados na ativagdo dos
ROIs. Em nossos modelos, as interceptagc@es individuais foram consideradas efeitos
aleatédrios, enquanto os protocolos e sessdes foram considerados efeitos fixos. Como
variavel dependente, foi utilizado o nimero de voxels em cada ROI. Os resultados foram

considerados significativos sob um valor de p < 0,05.

Para os dados de cogni¢do, acuracia (porcentagem de resposta correta) e tempo
de reacdo (RT, em milissegundos (ms)) apenas para 0 estimulo correto foram as
variaveis dependentes avaliadas. Porcentagens mais altas de acuracia representaram
uma melhoria, enquanto os valores de RT mais baixos representaram uma resposta
mais rapida. RTs > 1200ms foram considerados respostas nao genuinas e, portanto,
foram substituidos por 1200ms [139]. Os dados foram transformados usando o logaritmo

de cada variavel RT e ACC devido a distribuicdo ndo normal [139] .

Para analise de desfecho principal, realizamos uma analise de variancia de uma
via para investigar a influéncia de cada protocolo sobre os resultados de desfecho
cognitivos que foram médias de RT e ACC por grupo. Esses resultados também foram
ajustados por caracteristicas demograficas (como sexo e idade). Andlises de

comparacfes multiplas ndo foram conduzidas devido ao pequeno tamanho amostral.
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Para a analise fatorial, utilizamos uma analise de variancia de duas vias (2x2) para
avaliar os efeitos isolados de ETCC e iTBS e sua interacdo (ETCC X iTBS) sobre as
médias de RT e ACC. Nesta andlise consideramos médias de RT e ACC como variaveis
dependentes, duas variaveis independentes (ETCC e iTBS, cada qual com dois niveis)
e a interagéo condicional ETCC X iTBS. Com esta andlise fatorial € possivel identificar:
a) caso a interacdo nao seja significativa, isso significa que os efeitos das técnicas sédo
aditivos e os fatores séo independentes; b) caso a interacdo seja significativa, entdo os

fatores ndo séo independentes e possuem efeitos sinérgicos ou antagbnicos.

A correcdo Greenhouse-Geisser foi aplicada sempre que a esfericidade foi
violada. Os resultados foram significativos com valor de p < 0,05. Eta quadrado (n?) foi
o tamanho do efeito medido (0,02, 0,13 e 0,26 efeitos correspondentes a efeitos

pequenos, médios e grandes, respectivamente).

As andlises de tolerabilidade, para investigacdo dos efeitos adversos por
protocolos, foram conduzidas com andlise de variancia de duas vias, tendo cada efeito

colateral acessado como variavel dependente e protocolos como variavel independente.

10.7.1 Regides do Cortex Pré-Frontal

Escolhemos a abordagem baseada em ROIs devido ao hosso tamanho amaostral.
Abordagens mais refinadas, como a analise de componentes independentes, seriam
ainda mais vulneraveis com o nosso numero de dados. Algumas das regides do cortex
pré-frontal foram definidas de acordo com uma publicacdo prévia que estabeleceu sub-
regibes do CPFDL com base em estudos de dados funcionais e de abordagem com
tractografia em humanos e primatas (REF). Nessa publicacdo, os autores dividiram o
CPFDL em dez sub-regibes, que sao atribuidas a &reas de Brodmann (BAs) [67]. Este
atlas foi escolhido por permitir identificar regides do CPFDL levando em consideracao
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dados anatémicos e funcionais. As sub-regibes extraidas foram a area de brodmann
(BA) 9 esquerda, BA10 e BA9 / 46D (sub-regido anterior), BA10 esquerda (sub-regido
anterior Unica) e BA9 direita (sub-regido Unica medial) e BA10 direita (Figura 13). Além
dessas regides, também foram extraidas, bilateralmente, as regibes de cortex

orbitofrontal, cértex frontal medial, cortex dorsolateral e pré-frontal.

BA9,10,9/46D BA10 BA9

Figura 13. Sub-regifes do cértex pré-frontal dorsolateral. Extraido de Bulubas et al
2019 [105].
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11. RESULTADOS

11.1 Participantes

Ao todo, 211 participantes apresentaram interesse em participar da nossa
pesquisa. Desses, 105 foram excluidos por apresentarem algum critério de exclusao no
email de pré-triagem e outros 50 ndo responderam ao e-mail de triagem prévia. Dos 56
sujeitos que foram selecionados para triagem presencial, 30 apresentaram todos o0s
critérios de elegibilidade para participar da pesquisa, mas 5 desistiram antes de assinar
0 termo de consentimento e comecar a pesquisa. Ao todo, 25 participantes foram
alocados, dos quais 23 realizaram as 4 sessdes de estimulacéo e 2 realizaram apenas

uma sessao.

Infelizmente, tivemos que encerrar a pesquisa apos a primeira sesséo dos dois
ultimos voluntarios devido a falta de recebimento de radiofarmaco (ECD) que a Diviséo
de Medicina Nuclear do HCFMUSP esta enfrentando. A falta de fornecimento do
material, que é imprescindivel para a realizacdo do exame SPECT, durou mais de um
ano, sem previsao de retorno. Assim, foi preciso encerrar nossa pesquisa com um total

de 94 sessodes realizadas.

No geral, os sujeitos que participaram da pesquisa tinham idade média de 28.6
anos (desvio padrdo (DP) = 7), 17 (DP =3.1) anos de escolaridade e 76% eram
mulheres. Na Tabela 4, é possivel ver as caracteristicas demograficas médias dos
sujeitos, bem como as caracteristicas clinicas gerais dos sujeitos incluidos nesta
pesquisa. As pontuacfes das escalas de humor aplicadas previamente as sessodes de
neuromodulacdo ndo sugerem alteracdes significativas do estado de humor dos sujeitos

entre as sessoOes (Tabela b5).
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Tabela 4. Dados demograficos e clinicos globais dos participantes

incluidos.

Caracteristicas Demograficas

Idade (média/DP), aneos 286 (7.0)
Género (F/IM) 19/6
Anos de Estudo (média/DP) 17(3.1)
Etinia (%)
Negro 36
Branco 60
Amarelo 4
Religido (%)
Evangélico 8
Catélico 20
Espirita 4
Judeu 4
Ateu/Agnéstico 40
Naa tem 24
Estado Civil (%)
Casado 16
Solteiro 84
Caracteristicas Clinicas
HAS (%) 4
Diabetes (%) 0
Obesidade (%) 4
Tabagismo (< 10 cigarros/semana) (%) 8
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Tabela 5. Média dos escores de medidas de linha de base por sesséo.

Sesséo 1 Sessédo 2 Sessédo 3 Sessédo 4 p-valor
HDRS 1.45(1.8) 1.2(1.4) 0.8 (1.4) 09(09) 0.35
BDI 3.1(3.7) 1.8(2) 16(2.1) 13(2.1) 0.08
PA 327 (56.7) 32.7 (5.6) 32.9(4.7) 31.8 (6.8) 0.9
NA 13.9(4.8) 13.3 (3.4) 13.3 (3.4) 13.2 (3.6) 038
HAI 3.8(5.7) 26(3) 2.3(3) 1.9(2.7) 0.3

11.2 Objetivo primario: Neuroimagem

Para as nossas analises, o cOrtex pré-frontal foi dividido em diversas partes para
a extracao dos voxels de cada regido de interesse. Primeiramente, extraimos os valores
de voxels de ambos cértex pré-frontal direito e esquerdo. Em seguida, sub-regides do
cortex pré-frontal foram investigadas. Analisamos os valores de voxels das coordenadas
MNI do CPFDL utilizadas para a aplicacdo das técnicas de neuromodulacdo (x-38, y +
44,7 + 26 e x + 38, y + 44, z + 26), a regido dorsolateral pré-frontal direita e esquerda e
suas sub-regides, como areas BA09, BA10, BA46 e BA09/BA46. Além destes, 0s

cortices pré-frontal medial e orbitofrontal também foram avaliados bilateralmente.

Nossas analises também consideraram regides cerebrais mais distantes do alvo
de estimulacdo, mas que estao envolvidas em neurocircuitarias ativadas pela aplicacdo
de iTBS elou ETCC, como visto em estudos anteriores [57,86]. Essas regibes sao:

cértex cingulado, insula e cértex temporal.
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11.2.1 Comparag¢ao com o protocolo placebo

As analises com regides do cortex pré-frontal demonstraram que a ETCC
sozinha aumentou o fluxo sanguineo em regides orbitofrontal esquerda (coef.<0.001,
z=2.06, p=0.04) (Figura 14) e direita (coef.=0.86, z=2.35, p=0.02) (Figura 15). Nenhum
outro protocolo de estimulacdo apresentou diferenca significativa em fluxo sanguineo

nas regides de interesse do coértex pré-frontal guando comparados ao placebo.
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Figura 15. Ativacdo em regido orbitofrontal direita com aplicacéo de protocolo de ETCC.
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Por sua vez, em regifes mais remotas foi possivel observar que o protocolo de
intervengdes combinadas aumentou o fluxo sanguineo em cértex cingulado anterior
esquerdo (coef. = 0.1, z= 2.12, p= 0.03) (Figura 16) e posterior direito (Figura 17) (coef.
<0.001, z= 2.74, p= 0.02). O protocolo de iTBS ndo apresentou nenhuma alteracao

significativamente diferente quando comparada ao placebo.
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Figura 16. Ativacdo em regido esquerda do cértex cingulado anterior com aplicacdo de
protocolo de IntervengBes Combinadas.
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Figura 17. Ativacdo em regido direita do cértex cingulado posterior com aplicacao de
protocolo de Interven¢cbes Combinadas.
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11.2.2. Comparacdo entre protocolos ativos

Na comparagdo entre os protocolos ativos, a ETCC apresentou aumento
significativo do fluxo sanguineo em coértex orbitofrontal direito em comparagédo ao
protocolo de iTBS (p=0.018), assim como foi visto em relacdo ao protocolo placebo. Por
outro lado, a ativagéo da insula esquerda mostrou-se significativamente aumentada com
os protocolos de iTBS (p=0.03) e intervenc¢des combinadas (p=0.03) se comparados ao

protocolo de ETCC ativa (Figura 18).

Figura 18. Ativagdo em insula esquerda.

Além disso, ativacdes significativamente aumentadas em comparacao a ETCC
também foram observadas em cortex frontal superior medial esquerdo (p=0.006) com

iTBS e em cértex temporal esquerdo (p=0.04) com o protocolo combinado.
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11.3 Objetivo Secundario: Memoria Operacional

Dentre os 94 testes cognitivos realizados, um precisou ser excluido pois os
resultados apresentados pelo software E-prime estavam corrompidos. Inicialmente,
consideramos os 93 resultados em analises de variancia de uma via e analises fatoriais,
mas nenhum resultado significativo foi encontrado. As Tabelas 6 e 7 apresentam os

resultados destas andlises, respectivamente.

Tabela 6. Resultados das analises de variancia de uma via com os dados de
todas as sessoes.

Protocolo
2-Back
Acuracia F(3,89)=0.3, p=0.9, n>=0.008
Tempo de Reacgéo F(3,89)=0.3, p=0.8, n*=0.01

Tabela 7. Resultados das analises fatoriais com os dados de todas as sessoes.

Interagéao ETCC x

ETCC iTBS
iTBS
2-Back
F(1,89)=0.7, p=04,n* F(1,89)=0.04, p=028, n*< F(1,89)=0.005, p=0.9, n®
Acuracia < 0.001 0.001 < (0.001
Tempo de F(1,89)=09, p=04,n* F(1,89)=003, p=09 n*< F(1,89)=012, p=07,n?
Reacgéo =0.01 0.001 < (0.001

ETCC: Estimulag&o Transcraniana por Corrente Continua; iTBS: Estimulagdo Theta-Burst Intermitente.

Entretanto, ao explorar nossos dados, percebemos que estes foram

significativamente influenciados pela variavel sessdo. Visto isso, inferimos que o

75



desenho deste estudo (1 sessdo por semana) provavelmente levou a um efeito
aprendizagem no teste de cognicdo ao longo das quatro sessdes. Como exemplo
desses achados, a Figura 19 apresenta visualmente a diferenca em desempenho do
tempo de reacdo para o teste 2-back ao longo das quatro sessdes (F(3,89)=3.6, p=0.01,
n? = 0.1), tendo o tempo de reagéo diminuindo ao longo do tempo. Ou seja, a repeticdo

do teste cognitivo levou ao aprimoramento da tarefa.

Dessa forma, todas as andlises de teste cognitivo foram rodadas apenas com os
dados do subset ‘sessdo 1. Os achados de ACC e RT para este subset estao

apresentados na Tabela 8.

1.200
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Figura 19. Diferenca de desempenho em tempo de reacéo ao longo das sessoes.
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A analise de variancia de uma via foi rodada com o objetivo de investigar os
efeitos de cada protocolo nas variaveis RT e ACC. Por termos analisado apenas 0s
resultados da primeira sesséo, as andlises de desfecho cognitivo foram consideradas
exploratérias, e, portanto, ajustes de multiplas comparacfes para avaliar a diferenca
entre os protocolos ndo foram realizados. Os resultados revelaram um efeito significativo
entre os protocolos para RT (F (1,23) = 4,2, p = 0,02, n? = 0,38) (Figura 20A), mas ndo
para ACC (F (1,23) = 1,57, p = 0,60, n? = 0,08) (Figura 20B). Nenhuma caracteristica

demogréfica, como sexo e idade, influenciou significativamente os resultados gerais.

Tabela 8. Resultados da analise de variancia de uma via com dados da sessdo um.

Intervengdes

Placebo ) iTBS ETCC
(Sujeitos =5) Compinadas - s =5) (Suieitos=7) PVA°r
J (Sujeitos =7) (Suleitos =8) (Sujeitos =7)
2-Back
% Acuracia 0.828 (0.23) 0.695 (0.16) 0648 (0.23) 0737(0.19) 06
Tempo de

Reacéo 880.1 (159.1) 695.3 (171) 657.9 (92.2) 864.3(103.9) 0.02

ETCC: Estimulagéo Transcraniana por Corrente Continua; iTBS: Estimulagdo Theta-Burst Intermitente.
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Figura 20. Média de (A) tempo de reacao e (B) acuracia entre os protocolos.
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11.4 Anélises Secundarias

11.4.1 Neuroimagem: Analise Fatorial

A analise fatorial foi rodada com o objetivo de identificar a interagédo entre ETCC
e iTBS e os fatores isolados sobre o desfecho de neuroimagem. Os achados das
analises fatoriais mostraram o fator ETCC significativamente influenciando o aumento
de perfusdo cerebral em regido orbitofrontal esquerda (coef.= 0.75, z= 2.06, p=0.04) e
direita (coef.=0.86, z= 2.35, p= 0.02). A interacdo iTBS x ETCC apresentou aumento
significativo de fluxo sanguineo em regido orbitofrontal esquerda (coef.= 0.76, z=2.06,

p=0.04) e no cortex temporal esquerdo (coef. = 0.45, z=2.09, p=0.047) (Figura 21).

Figura 21. Ativacdo em cértex temporal esquerdo

11.4.2 Memdria Operacional: Analise Fatorial

A andlise fatorial foi rodada com o objetivo de identificar a interacdo entre ETCC
e iTBS sobre o desfecho cognitivo. Nesta andlise, médias de RT e ACC foram as
variaveis dependentes. A andlise fatorial, porém, ndo revelou nenhum efeito significativo
para a interacao entre iTBS e ETCC para ambos RT (F (1,20) = 0,13, p = 0,72, n* =
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0,006) (Figura 22A) e ACC ( F (1,20) = 0,67, p = 0,4, n* <0,001) (Figura 22B) na tarefa
2-back, mostrando que a interagdo das técnicas ndo estava associada aos desfechos

cognitivos.

Por outro lado, a andlise fatorial mostrou que o fator iTBS estava relacionado
com uma resposta mais rapida (F (1,20) = 12,4, p = 0,02, n*? = 0,38) (Figura 22C),
enguanto nenhum efeito significativo foi encontrado para o fator ETCC em RT (F ( 1,20)
=0,73, p=0,40, n?=0,04) (Figura 22D). Além disso, nao foram encontradas diferencas
significativas na acuracia de respostas para os fatores iTBS e ETCC (F (1,20) =0,3, p

=0,3,n?<0,001 e F (1,20) <0,001, p = 1,0, n? <0,001, respectivamente).
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Figura 22. Performance no teste de memoéria operacional com analises fatoriais. A) Mudanga de
escore residual para acuracia; B) Mudanca de escore residual para tempo de reacao; C)
Influéncia do fator iTBS sobre tempo de reacgéo; D) Influéncia do fator ETCC sobre o tempo de
reacao.
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11.5 Seguranca e tolerabilidade

Nenhum efeito adverso sério (ex. convulsado) foi reportado durante ou apds as
sessOes de neuroestimulagcdo. Para cada evento adverso reportado na Tabela 9 foi
perguntado ao participante a gravidade do mesmo em uma escala Likertde 1 a4 e a
relacdo do efeito colateral com o protocolo de estimulagdo aplicado. Para nossas
andlises, até mesmo os efeitos colaterais que foram considerados sendo 'improvaveis'
(escore =1) de estarem relacionados com o protocolo de estimulacdo, foram

considerados em nossas analises.

De acordo com os dados de nosso estudo, as incidéncias de efeitos colaterais
foram baixas, tendo coceira, formigamento, vermelhiddo e sonoléncia como os efeitos
colaterais mais reportados. Entretanto, os resultados das andlises de variancia de uma
via mostraram efeitos significativos na incidéncia de cefaleia (F ( 3,90) = 3.48, p = 0.02),
vermelhid&o (F ( 3,90) = 4.9, p = 0.003) e contragdo muscular (F ( 3,90) = 3.73, p =0.01)
entre os protocolos. Numericamente, os protocolos com iTBS ativa (iTBS sozinha e
intervencdes combinadas) apresentaram maior incidéncia de cefaleia e contracdo
muscular se comparados ao protocolo de ETCC e placebo. Em contrapartida, os
protocolos com ETCC ativa (ETCC sozinha e interven¢cdes combinadas) apresentaram
maior incidéncia de vermelhid&do no local de aplicacéo dos eletrodos, se comparado aos

protocolos de iTBS sozinha e placebo.
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Tabela 9. Incidéncia de efeitos colaterais por protocolo aplicado.

Intervengdes

Efeitos Adversos Plancebf) Combinadas 'TBS_ E:I' CC_ p-valor
(Sessodes = 23) o (Sessbes =23) (Sessdes =24)
(Sessdes = 24)

Cefaleia 0 (0%) 13 (10.9%) 10 (8.7%) 0 (0%) 0.02
Dor de Pescogo 2(1.7%) 0 (0%) 3(2.6%) 4 (3.3%) 075
Dor Local 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)

Coceira 29 (25.2%) 31(25.8%) 28 (24.3%) 31(25.8%) 0.99
Formigamento 29 (25.2%) 31 (25.8%) 28 (24.3%) 31 (25.8%) 0.99
Queimagio 2 (1.7%) 8 (6 7%) 2 (1.7%) 6 (5.2%) 0.47
Vermelhidio 23 (20%) 2 (35%) 20 (17.4%) 45 (3? 5%) 0.003
Sonoléncia 16 (13.9%) 2 (10%) 10 (8.7%) 25 (20.8%) 0.24
Alteragdes Cognitivas 3(2.6%) (1 7%) 0 (0%) 4(3.3 ) 0.75
Alteragdo de Humor 3(2.6%) 5(4.2%) 3 (2.6%) 6 (5.2%) 0.92
Fadiga 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) -
Nausea 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) -
Contragdo Muscular 8 (6.9%) 23 (19.2%) 29 (25.2%) 6 (5.2%) 0.01
Convulsées 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) -

ETCC: Estimulag&@o Transcraniana por Corrente Continua;

iTBS: Estimulagdo Theta-Burst Intermitente.
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12. DISCUSSAO

Neste ensaio aleatorizado, controlado, fatorial e duplo cego foram avaliados os
efeitos isolados e combinados de ETCC e iTBS sobre o cértex pré-frontal de sujeitos
saudaveis por meio de medidas de neuroimagem e de memaria operacional. De um total
de 211 voluntarios interessados em participar da pesquisa, 25 participantes foram
incluidos (idade média = 28.6 (7)) e aleatoriamente alocados para receber 4 sessfes
de neuromodulacdo cada: a) ETCC ativa; b) iTBS ativa; c) Placebo; d) Intervencbes
Combinadas. Ao todo foram realizadas 24 sessdes de Intervencdes Combinadas e
ETCC e 23 sessfes de iTBS e placebo, somando um total de 94 sessbes. Os achados

especificos dos resultados de neuroimagem e de cognicdo serdo discutidos abaixo.

12.1 Achados de Neuroimagem

O objetivo primario desta tese foi avaliar as alteracdes na perfusdo cerebral de
sujeitos saudaveis a partir da aplicagdo combinada de iTBS e ETCC, seus protocolos
como monoterapia e placebo em regides de interesse. A hipGtese primaria do nosso
estudo era de que o protocolo de intervencbes combinadas aumentaria a perfusao
cerebral das regides de interesse quando comparado aos demais protocolos.
Entretanto, nossos achados foram diversos. O protocolo de ETCC levou ao aumento
significativo de fluxo sanguineo em regido orbitofrontal esquerda se comparado ao
protocolo placebo, e em regido orbitofrontal direita em comparacéo ao placebo e iTBS.
Por sua vez, o protocolo de intervencbes combinadas aumentou a ativacado de regides
mais remotas ao cortex frontal. Por exemplo, quando comparado ao placebo, o protocolo
duplo ativo aumentou o fluxo sanguineo em cortices cingulados anterior esquerdo e
cingulado posterior direito, mas também apresentou maior ativacao em insula esquerda

e em cortex temporal quando comparado a ETCC. Por fim, o protocolo de iTBS foi
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superior a ETCC na ativacdo da insula esquerda e do cortex frontal superior medial

esquerdo.

Em relacdo aos achados com o protocolo de intervengcbes combinadas, o
aumento da ativacdo do cértex cingulado anterior com aplicacdo de intervencdes
combinadas € um resultado particularmente importante para este estudo, uma vez que
o cingulado anterior esta diretamente associado a alteragfes funcionais e anatdmicas
em quadros de depressdo. Estudos prévios mostraram que pacientes depressivos
apresentam volume reduzido e diminuicdo de fluxo sanguineo cerebral na porcao
anterior do cortex cingulado [140,141]. Como o cértex cingulado ndo pode ser
diretamente estimulado com ETCC ou com bobinas mais tradicionais de EMTr, como
bobina em figura de 8, circular ou duplo-cone, diversos estudos investigam a
possibilidade do CPFDL esquerdo ser um alvo importante para acessar a
neurocircuitaria da depresséo, que apresenta desbalanco em atividades de porcbes

corticais, mas também subcorticais do cérebro.

Na verdade, estudos prévios mostram que a conectividade entre CPFDL
esquerdo e cortex cingulado podem estar diretamente associados com a eficacia clinica
da EMTr [67]. Foi observado que coordenadas especificas do CPFDL podem aprimorar
a conectividade com estas areas mais remotas do cérebro e aumentar os efeitos
terapéuticos da EMTr. Em nosso estudo, por exemplo, aplicamos neuronavegacéo com
as coordenadas MNI 6timas do CPFDL esquerdo para esta finalidade, como descrito
em Fox e colegas, 2012 [67]. Segundo os pesquisadores, essas coordenadas podem
aprimorar a resposta clinica das técnicas de neuromodulacéo. E interessante notar que
mesmo utilizando coordenadas MNI 6timas, a iTBS sozinha, ou até mesmo a ETCC,
ndo modularam esta regido em sujeitos saudaveis com apenas uma sessdo de
estimulagdo. Esses achados sdo animadores para 0 campo uma vez que o protocolo

combinado pode ser uma possibilidade de otimizar os efeitos de conectividade entre o
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CPFDL e o cortex cingulado anterior e posterior, ampliando a eficacia do tratamento da

depressdo com técnicas de neuromodulagéo nao invasiva.

Outro achado interessante foi que o protocolo de intervencdes combinadas
modulou outras regies mais distantes do cortex pré-frontal, como a insula e o cortex
temporal esquerdo. Na verdade, estudos anteriores sugerem que a aplicacdo de iTBS
sobre o CPFDL pode modular a ativagdo da insula, regido que esta funcionalmente
conectada com essa porcdo do cortex pré-frontal [142,143], bem como o circuitaria
fronto-cingulo-temporal [86]. Nossos achados sugerem que a insula esquerda foi
significativamente ativada com ambos protocolos que aplicaram iTBS ativa - iTBS
isolada e interven¢bes combinadas. Esses achados eram previamente esperados uma
vez que a iTBS é uma intervencdo que possui mais focalidade e profundidade que a

ETCC, e pode atingir regides mais profundas mais facilmente.

Por outro lado, o protocolo de intervencbes combinadas apresentou alteracfes
significativas também em cértex temporal esquerdo, achado que ndo pdde ser
confirmado com o protocolo de iTBS sozinha. Interessantemente, nossos dados podem
sugerir que a aplicacdo dual de ETCC e iTBS leva a modula¢do mais robusta de redes
associadas ao cortex pré-frontal quando comparada aos demais protocolos. Esse
achado também é animador do ponto de vista clinico uma vez que a rede frontotemporal
€ uma circuitaria com atividade desbalanceada em quadros depressivos [144] e em

outros quadros psiquiatricos [145].

Por sua vez, o protocolo de ETCC foi o Unico que apresentou alteracdes mais
robustas em regides corticais do pré-frontal. Os achados apontam que ETCC modulou
significativamente o coértex orbitofrontal esquerdo em relacdo ao placebo, e o cortex
orbitofrontal direito em comparacg&o ao protocolo placebo e iTBS. E de se esperar que
alteracBes significativas sejam encontradas sobre o cortex pré-frontal direito com

aplicacdo de ETCC em comparagdo com o protocolo de iTBS ou o placebo, uma vez
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gue estes ndo aplicaram nenhum estimulo ativo sobre o cértex direito. Entretanto, é
interessante que essas alteracdes tenham sido observadas em regides frontais um
pouco mais distantes do local de aplicagéo dos eletrodos. Isso pode ser explicado pela

baixa focalidade da ETCC quando comparada com outras técnicas mais focais.

Na verdade, estudos de modelamento computacional que investigaram a
aplicacdo bilateral de ETCC sobre o cértex pré-frontal mostraram uma grande variacdo
da forca dos campos elétricos que penetraram no cérebro, sendo que efeitos globais da
ETCC também foram visto como mais robustos em regiées nado-alvo do cortex pre-
frontal [106,146]. Ademais, achados também apontam que a montagem bilateral sobre
0 CPFDL aplicando anodo sobre F3 (CPFDL esquerdo) e catodo sobre F8 (area frontal
lateral direita) induz campos elétricos mais fortes sobre o CPFDL esquerdo quando
comparada a montagem similar a deste estudo, que posicionou anodo sobre F3

(CPFDL esquerdo) e catodo sobre F4 (CPFDL direito) [146].

Nossos achados também sugerem que o protocolo de iTBS aumentou a ativacdo
do cértex frontal superior medial esquerdo em comparagdo com o protocolo de ETCC.
Esse achado esta de acordo com a literatura que mostrou modulacdo do cortex frontal
superior em estudos que aplicaram EMTr sobre o CDLPF esquerdo de pacientes com

depresséo e sujeitos saudaveis, por exemplo [147,148].

Finalmente, a andlise fatorial com os achados de neuroimagem deste estudo
mostrou que a interacdo dos protocolos de iTBS e ETCC causaram um efeito sinérgico
para aumento de ativacdo de fluxo sanguineo em cértex orbitofrontal esquerdo e em

cortex temporal.
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12.2 Achados de Cognicéo

Este estudo também avaliou os efeitos da aplicacdo combinada, isoladas das
técnicas de iTBS e ETCC sobre cortex pré-frontal de sujeitos saudaveis em desfechos
cognitivos. Primeiramente, utilizando dados de 93 aquisi¢éo, néo foi possivel encontrar
diferenca na cognicdo apés aplicacdo dos diferentes protocolos de neuroestimulacao.
Entretanto, explorando nossos dados, foi percebido uma melhora cognitiva significativa
ao longo das sessfes, 0 que nos fez entender que o desenho de nosso estudo (uma
sessdo por semana) causou um efeito aprendizagem a partir da repeticdo da tarefa
cognitiva, independentemente dos protocolos de estimulacdo aplicados. Dessa forma,
apenas os dados da sesséo 1 foram utilizados para realizar as analises de cognicao

deste estudo.

Com uma amostra de 24 sessdes, as analises de uma via revelaram que o tempo
de reacdo, mas ndo acuracia de resposta, foi significativamente diferente entre os
protocolos aplicados neste estudo. Por termos uma amostra pequena, andlises de
comparagbes multiplas ndo foram conduzidas. Complementarmente, as andlises
fatoriais conduzidas com os dados de cogni¢do revelaram que o fator iTBS apresentou

resultados significativamente superior ao fator ETCC para tempo de reacéo.

Contrariamente a hipGtese prévia deste estudo, ndo foi possivel perceber o
protocolo combinado significativamente aumentando a performance cognitiva de
sujeitos saudaveis, quando comparado com protocolos em monoterapia ou placebo.
Embora inesperados, os resultados desta tese estdo de acordo com o estudo recente
gue investigou a aplicacdo concomitante de ETCC e iTBS sobre o CPFDL de sujeitos
saudaveis em medidas psicolégicas do estresse e nao conseguiu encontrar

superioridade da técnica combinada quando comparado com iTBS sozinha [107].
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A falta de efeitos sinérgicos/aditivos da combinacéo das técnicas para cognicao
sobre o CPF pode ser explicada pelo fato de que a ETCC e a iTBS séo duas técnicas
qgue estimulam areas corticais e suas redes adjacentes, mas ndo dominios cognitivos
especificos per se, como ja foi visto em estudos prévios [149]. Uma outra explicacao
para os resultados encontrados no nosso estudo é de que a ETCC sozinha nao produziu
efeitos robustos, 0 que pode néo ter contribuido para os efeitos sinérgicos ou aditivos

do protocolo combinado.

Por sua vez, nossos resultados mostraram que o fator iTBS, mas ndo ETCC,
levou a um tempo de reacgdo significativamente mais rapido na memoria de trabalho. Até
0 momento, ndo h4 estudos na literatura comparando os efeitos diretos dos protocolos
ETCC e iTBS na cognigcdo de individuos saudaveis. Apenas uma meta-andlise
investigou os efeitos de ETCC e EMTr na memoéria de trabalho do teste n-back em
amostras saudaveis e neuropsiquiatricas e mostrou um efeito geral maior para
protocolos de EMTr [98]. Embora interessantes, nossas descobertas podem ser
explicadas porque iTBS pode causar potenciais de acao natural no disparo neuronal
enddgeno e pode ter produzido mudangas de excitabilidade cortical mais robustas no

CPFDL e nas redes associadas a cogni¢cédo de forma aguda.

Além disso, outra meta-analise recente mostrou que o método de localiza¢do do
alvo terapéutico pode influenciar os efeitos cognitivos gerais de protocolos de iTBS
[150]. Neste estudo, os autores descobriram que uma abordagem mais individualizada
da localizacédo do alvo aplicado pode levar a um aumento significativo no desempenho
cognitivo. Portanto, uma vez que a iTBS é um método mais focal do que a ETCC, o
método de neuronavegacdo aplicado em nosso estudo pode ter potencializado os
ganhos da iTBS em dire¢cdo a um desempenho cognitivo superior. Na verdade, estas

sdo descobertas encorajadoras para 0 campo, uma vez que 0s protocolos de TBS
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consomem menos tempo do que os protocolos EMTr convencionais e seus efeitos foram

menos explorados para desempenho cognitivos [151].

Por outro lado, o fator ETCC ndo apresentou nenhum efeito significativo no
desempenho cognitivo. Os efeitos da ETCC na memodéria de trabalho de voluntéarios
saudaveis ou de populacdo neuropsiquiatrica foram muito mais investigados do que o
protocolo iTBS. No entanto, durante os Ultimos anos, novos estudos tém descoberto
efeitos mistos da ETCC para o desempenho cognitivo, como apresentado anteriormente

nesta tese.

Embora ndo tenhamos conseguido provar que a combinacdo de ETCC com
outra técnica de neuromodulagdo pode aprimorar significativamente a performance
cognitiva de sujeitos saudaveis, entende-se que nosso estudo seja importante para
pensar novas possibilidades de otimiza¢éo do protocolo de ETCC para a cogni¢cdo. Para
direcdes futuras, algumas perguntas ainda se mantém em aberto. Por exemplo, é
importante que proximos estudos de ETCC avaliem preditores de resposta (marcadores
biol6gicos multimodais) da técnica para a cognicao, por exemplo. Ou até mesmo que
investigue a melhor ‘dose’ para a cogni¢gdo, por meio do uso de modelamento
computacional, uma vez que varios estudos sugerem que a aplicacdo de 2mA sobre o

cortex pré-frontal para desfechos cognitivos para produzir uma resposta nao linear.

s

Portanto, é importante entender a forgca dos campos elétricos em diferentes
regibes cerebrais e poder correlaciona-las com as respostas cognitivas. Ademais,
estudos futuros precisam ser conduzidos para avaliar investigar os efeitos diversos de
aplicacdes concomitantes (online) ou simultaneas (offline) da ETCC com outras técnicas

na cognicao.
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12.3 Seguranca e tolerabilidade

Vermelhiddo, contragdo muscular e cefaleia foram os unicos efeitos adversos
com incidéncia significativamente diferente entre os protocolos. Embora ndo tenhamos
conduzido analises de comparacdes multiplas para este desfecho, foi possivel perceber,
pelo nimero de incidéncias dos efeitos adversos por protocolo, que o protocolo de
intervengdes combinadas nédo foi numericamente diferente dos demais. Tanto os efeitos
de contracdo muscular e cefaleia apresentaram a mesma incidéncia em protocolos de
iTBS isolada e intervencdes combinadas, o que sugere que estes efeitos tenham sido
produzidos pela aplicagéo de iTBS ativa. Esses efeitos colaterais estédo de acordo com
os achados da literatura que apresentam dor de cabeca, tontura e contracfes
musculares como os efeitos adversos mais presentes durante e apos a aplicacdo de

estimulagéo theta-burst [126].

Por outro lado, foi possivel identificar ‘vermelhiddao’ como sendo um efeito
colateral de incidéncia semelhante nos protocolos de estimulacbes combinadas e
ETCC, levando-nos a perceber que a ETCC ativa influenciou diretamente no relato de
presenca de vermelhiddo na pele. Seguindo revisdes recentes, vermelhidédo na pele € o
segundo efeito colateral mais presente em protocolos de ETCC ativa, apenas sendo
inferior a sensacao de formigamento na pele [119,121]. No geral, os efeitos do protocolo
de intervencbes combinadas ndo foram menos tolerados que os demais. Esses
resultados sdo similares aos achados anteriores, que combinaram ETCC e iTBS sobre

o cortex motor [107,152].

12.4 Pontos fortes e limitagées do estudo
Este estudo apresenta pontos fortes e limitacdes que precisam ser mencionados.
Como pontos fortes € preciso destacar que este € o primeiro estudo combinando duas

técnicas de neuromodulagdo ndo-invasiva sobre o cértex pré-frontal, tendo seus efeitos
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avaliados por meio de técnicas de neuroimagem e cogni¢cdo. Ademais, os métodos
aplicados neste estudo propiciam uma baixa variabilidade de respostas das técnicas de
neuromodulacgdo, diferenciando-o dos estudos do campo. Este ponto sera discutido com
mais profundidade no topico seguinte, intitulado ‘variabilidade metodolégica e

reprodutibilidade’.

Das limitacdes, destaca-se o tamanho amostral pequeno, especialmente com os
achados de cognicdo, que foram baseados apenas no subset de uma sessdo. Uma
amostra pequena pode ocasionar resultados falso-negativos, e, por isso, podemos ndo
ter conseguido identificar com mais precisdo possiveis achados deste estudo. A
integridade do cegamento ndo foi analisada em nosso estudo. Entretanto, julgamos que
a integridade de cegamento néo seria ideal para o desenho de nosso estudo, uma vez
que poderia influenciar o voluntério a prestar mais atencéo nas nuances das diferencas
entre os protocolos semanalmente. O desfecho de cognicédo foi apenas realizado com o
dominio de memoria operacional, o que limitou nossos achados a outros dominios
cognitivos especificos. Porém, uma bateria cognitiva mais longa poderia ter causado
auséncia dos efeitos agudos das técnicas sobre o desempenho cognitivo. Ademais, 0s
achados de neuroimagem s6 foram conduzidos levando em consideracéo regides de
interesse especifica, ndo aprofundando em outras técnicas possiveis, como
investigacao de alteragbes em redes neuronais. Entretanto, esses dados poderéo ser

investigados posteriormente, em futuros estudos com os dados desta pesquisa.

12.5 Variabilidade Metodoldgica e Reprodutibilidade

Como ja comentado anteriormente, a variabilidade de respostas da ETCC pode
estar relacionada com uma série de fatores, sendo que muitos deles dizem respeito
exclusivamente a questbes metodologicas. Embora em grande ascensédo, os estudos

gue investigam a neuromodulacdo nao-invasiva no campo da neurociéncia cognitiva e
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comportamental apresentam uma grande Vvariabilidade de procedimentos
metodoldgicos, que vem sendo amplamente discutidos e criticados [153]. Alguns
autores relacionam essas variabilidades a falta de diretrizes claras que possam guiar 0s

pesquisadores em seus campos de interesse.

Contudo, alguns pontos ja foram levantados como sendo importantes para
garantir a reprodutibilidade e menor variabilidade metodoldgica dos estudos cientificos
neste campo. Os pontos especificos que garantem menor variabilidade entre os
estudos, segundo uma ampla revisdo recente [153], sdo: 1) localizacdo de alvos
terapéuticos por meio de neuronavegagdo ao invés de métodos que levem em
consideracdo apenas medidas cranianas, como o sistema 10-20 do EEG; 2) incluséo de
testes cognitivos ou medidas comportamentais para garantir que os efeitos das técnicas
de neuromodulacado séo, de fato, especificos do desfecho que esta sendo avaliado; 3)
controlar a funcionalidade de regides alvo; 4) inclusao de achados de neuroimagem para
guantificar os efeitos das técnicas de neuromodulacdo em regides locais e para medir a
relacdo com as neurocircuitarias adjacentes; 5) caracterizacdo de protocolos

terapéuticos (Figura 23).

Esses sdo alguns aspectos metodoldgicos que podem servir para a reducao da
variabilidade de resposta das técnicas, mas eles ndo necessariamente precisam ser
aplicados em conjunto. Na verdade, eles podem ser, muitas vezes, impraticaveis em
pesquisas clinicas, mas podem ser decisivos para pesquisas basicas. Nesse sentido,
uma das forcas de nosso estudo esta associada com os esforcos metodoldgicos aqui
aplicados, desde a localizacdo personalizada de alvos de interesse, passando pela
avaliacdo cognitiva e controle de funcionalidade de regides alvo com o protocolo de
estimulacdo combinado, até a aquisicdo de neuroimagem. Esses aspectos de nosso

estudo podem assegurar uma baixa variabilidade nas respostas dos protocolos de
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estimulacdo, bem como a reprodutibilidade acessivel de acordo com os métodos aqui

aplicados.

Conclusive:
Mechanistically
informed

Exploratory:
Mechanistically
agnostic

Low High

Figura 23. Esforgcos metodoldgicos que influenciam na variabilidade de resposta de
estudos com estimulagdes ndo-invasivas. Extraido de Polania et al. [156]




13. CONCLUSAO

Esta tese prop0s investigar os efeitos isolados e combinados de duas técnicas
de estimulagdo transcraniana ndo-invasiva sobre o coértex pré-frontal de sujeitos
saudaveis por meio de medidas de neuroimagem e cognic¢ao. Para isso, foi conduzido
um ensaio randomizado, controlado, duplo-cego e fatorial que permitiu a aplicacdo de
uma sessdo de quatro protocolos distintos de estimulacdo: 1) ETCC; 2) iTBS; 3)
Intervencdes Combinadas; 4) Placebo.

Nossos achados mostraram que o protocolo combinado sobre a porcéo
dorsolateral do cortex pré-frontal foi capaz de induzir altera¢des significativas de fluxo
sanguineo em regides mais profundas do cérebro, como cértex cingulado anterior e
posterior, enquanto o protocolo de ETCC sozinha foi capaz de modular regiées mais
corticais, como cortices orbitofrontal direito e esquerdo. Por sua vez, nao foi possivel
encontrar alteracdes significativas com o protocolo de iTBS sozinha. Entretanto, os
achados de cognicdo deste estudo mostraram que a iTBS, mas ndo ETCC ou o
protocolo combinado, significativamente aprimorou a capacidade cognitiva de sujeitos
saudaveis.

Os achados de neuroimagem sao animadores, do ponto de vista clinico,para o
campo, uma vez que estudo futuros podem ser conduzidos com o objetivo de investigar
os efeitos da combinacdo das técnicas na melhora de quadros depressivos, a fim de
otimizar os efeitos de conectividade entre o cortex pré-frontal dorsolateral esquerdo, o
cértex cingulado anterior, insula e cOrtex temporal - redes que apresentam ativacdo
desbalanceada na depresséo.

Ademais embora os resultados desta tese tenham falhado em mostrar aumento
da performance cognitiva ap6s sessao Unica de intervengfes combinadas, os achados
de que o fator iTBS pode aprimorar a capacidade cognitiva de sujeitos saudaveis €

também encorajador para o campo, uma vez que este protocolo de EMTr teve seus
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efeitos menos avaliados na cognigdo, se comparado com protocolos mais tradicionais
de EMTr. Além disso, a vantagem da iTBS é que seu protocolo consome menos tempo
qgue os demais métodos.

Do ponto de vista do perfil de seguranca e tolerabilidade, ndo foi possivel
observar maior incidéncia de efeitos adversos durante o protocolo combinado,
evidenciando que este protocolo foi tdo tolerado quanto aos protocolos com técnicas

isoladas.
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