UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE MEDICINA DE RIBEIRAO PRETO

LUIZ HENRIQUE SOARES SANTOS STEFANO

Efeitos da estimulagao elétrica transcraniana de alta definicao sobre a
hemodinamica cerebral em humanos saudaveis: ensaio clinico
randomizado e controlado

TESE DE DOUTORADO

Ribeirdo Preto

2023



LUIZ HENRIQUE SOARES SANTOS STEFANO

Efeitos da estimulagao elétrica transcraniana de alta definicao sobre a
hemodinamica cerebral em humanos saudaveis: ensaio clinico
randomizado e controlado

Tese apresentada ao Departamento de Neurociéncias e
Ciéncia do Comportamento da Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto da Universidade de Sao Paulo para
obtencédo do titulo de Doutor em Neurologia

Area de Concentracéo: Neurologia

Orientador: Profa. Dra. Taiza Elaine Grespan Santos Edwards

Coorientator: Prof. Dr. Octavio Marques Pontes Neto

Ribeirdo Preto

2023



FICHA CATALOGRAFICA

Soares Santos Stefano, Luiz Henrique

Efeitos da estimulagao elétrica transcraniana de alta definigdo sobre a hemodinamica
cerebral em humanos saudaveis: ensaio clinico randomizado e controlado

Ribeirdo Preto, 2023. p 61 : il; 30cm

Tese de Doutorado, apresentada a Faculdade de Medicina de Ribeirdao Preto/USP.
Area de concentragao: Neurologia

Orientadora: Grespan Santos Edwards, Taiza Elaine

1. Estimulagdo transcraniana nao invasiva 2. Hemodindmica cerebral 3. Doppler
transcraniano




Folha de Aprovacéao

Luiz Henrique Soares Santos Stefano

Efeitos da estimulagao elétrica transcraniana de alta definicao sobre a
hemodindmica cerebral em humanos saudaveis: ensaio clinico randomizado e
controlado

Tese apresentada a Faculdade de Medicina
de Ribeirdo Preto para obtencao de titulo de
Doutor.

Area de concentragdo: Neurologia

Aprovado em:

Banca Examinadora

Prof. Dr. - Instituigao:
Julgamento: Assinatura
Prof. Dr. - Instituigéo:
Julgamento: Assinatura:
Prof. Dr. - Instituigéo:
Julgamento: Assinatura:
Prof Dr. - Instituicao:

Julgamento: Assinatura:




AGRADECIMENTOS

Agradeco profundamente a minha orientadora, Dra Taiza, pelo aprendizado, por
toda paciéncia neste processo e por confiar a mim a realizacdo desta pesquisa
cientifica.

Obrigado aos meus pais por sempre me incentivarem com os estudos e estarem
presentes nos momentos mais dificeis.

Agradeco a ajuda dos amigos e colaboradores do laboratdrio, especialmente
Diandra e Luan, que contribuiram de forma inestimavel para a realizagao deste
trabalho.

Obrigado aos professores do departamento de Neurociéncias e Ciéncias do
Comportamento por todo aprendizado durante estes anos.

Agradeco ao Dr. Octavio, pelas oportunidades e aprendizado.

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenagdo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior — Brasil (Coordenagao de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior - CAPES).



Autorizo a reproducao e divulgacao total ou parcial deste trabalho, por qualquer
meio convencional ou eletrénico, para fins de estudo e pesquisa, desde que
citada a fonte.

“O sucesso deve ser medido ndo pela posicdo que uma pessoa alcancou na
vida, mas sim pelos obstaculos que ela superou.”

(Booker T. Washington)



RESUMO

SOARES SANTOS STEFANO, LH. Efeitos da estimulagao elétrica
transcraniana de alta definicdo sobre a hemodinamica cerebral em
humanos saudaveis: ensaio clinico randomizado e controlado. Ribeirdo
Preto. Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto; Universidade de Sio Paulo,
2023. Tese de doutorado em Neurologia.

Os métodos de estimulagdo transcraniana nao invasiva possibilitam a
modulagao da atividade cerebral, sendo amplamente estudados nos ultimos 25
anos a fim de auxiliar a compreensdao de aspectos neurofisiolégicos e a
reabilitacdo em pacientes apos acidente vascular cerebral (AVC). Dentre essas
técnicas destaca-se a estimulacdo elétrica por corrente continua de alta
definigdo, a qual permite melhor controle dos parametros de estimulagao, menor
custo em relagéo a outros métodos, além de facil integragdo com equipamentos
de monitorizagdo. Os efeitos e possibilidades terapéuticas da estimulagao
transcraniana nao invasiva sdo bem conhecidos, porém poucos sao os estudos
sobre a repercussdao dessas técnicas na hemodindmica cerebral. Assim, o
objetivo geral desta pesquisa foi avaliar a repercussao da estimulagcéo cerebral
nao invasiva sobre a hemodindmica cerebral utilizando monitorizacdo da artéria
cerebral média bilateralmente com ultrassom doppler transcraniano, a qual foi
realizada antes, durante e apds a estimulacao elétrica por corrente continua de
alta definicdo. O objetivo primario deste estudo foi avaliar a seguranga da
estimulagdo transcraniana ndo invasiva de alta definigio em individuos
saudaveis. Os objetivos secundarios foram avaliar se ha algum efeito colateral
da estimulacédo e investigar se ocorre alteragéo significativa nas velocidades de
fluxo da artéria cerebral média em ambos os hemisférios cerebrais. Foram
recrutados 11 individuos saudaveis foram incluidos randomicamente no estudo
e foram estimulados com um protocolo que consistiu em 3 blocos de 2 minutos
para cada intensidade de estimulacdo (1, 2 e 3mA), com um intervalo de 5
minutos entre cada bloco. Os participantes receberam 3 condicbes de
estimulagao (anodo central, catodo central e placebo) em 3 dias diferentes. Nao
houve qualquer efeito colateral ou desconforto significativo durante ou apds a
estimulacdo. Nao houve diferengca estatisticamente significativa entre as
velocidades médias de fluxo da artéria cerebral média durante ou apds a
estimulagao. Desta forma, concluimos que ndo ha alteragéo significativa do fluxo
sanguineo cerebral local e remotamente durante e apds a estimulagao, em todas
as condicbes realizadas, tal como nao houve efeitos colaterais significativos da
estimulagdo, o que remete a seguranga da estimulagéo elétrica por corrente
continua de alta definicdo. Ensaios clinicos futuros sdo necessarios para
confirmar se resultados semelhantes podem ser encontrados em pacientes apos
AVC.

Palavras-chave: Estimulagao elétrica transcraniana de alta definigdo, seguranca,
hemodinadmica cerebral, ultrassom doppler transcraniano.



ABSTRACT

SOARES SANTOS STEFANO, LH. Effects of high definition
transcranial electric stimulation on cerebral hemodynamics in
healthy humans: A randomized controlled clinical trial. Medical School
of Ribeirdo Preto; University of Sdo Paulo, 2023. P. Doctoral thesis in
Neurology.

The non-invasive transcranial stimulation methods induce brain activity
modulation and have been widely studied over the last 25 years. These
promising techniques can aid in stroke rehabilitation, which is the leading
cause of permanent disability worldwide. Among these techniques, high-
definition direct current stimulation stands out, allowing better control of
stimulation parameters, lower cost, and easy integration with monitoring
equipment. The effects and therapeutic possibilities of non-invasive
transcranial stimulation are well known, but few studies have evaluated the
impact of these techniques on cerebral hemodynamics. The general
objective of this research was to evaluate the impact of non-invasive brain
stimulation on cerebral hemodynamics, using transcranial Doppler
ultrasound to assess the middle cerebral artery velocities in both brain
hemispheres, which was performed before, during, and after high-
definition direct current stimulation. The primary goal of this study was to
evaluate the safety of non-invasive high-definition transcranial stimulation
in healthy subjects, setting the path for future studies in stroke patients.
The secondary goals were to assess possible side effects of the
stimulation and evaluate if there was a significant change in the middle
cerebral arteries flow velocities in both hemispheres. Eleven healthy
subjects were randomly included and were stimulated with a protocol that
consisted of 3 blocks of 2 minutes of stimulation intensity (1, 2, and 3 mA),
with a 5-minute interval between each block. Participants received 3
stimulation conditions (central anode, central cathode, and sham) on 3
different days. There were no significant side effects or discomfort during
and after stimulation, and there was no statistically significant difference
between the mean flow velocities of the middle cerebral artery during or
after stimulation. We concluded that there is no significant change in
cerebral blood flow, either locally or remotely, during and after stimulation,
in all conditions performed, and there were no significant side effects of
stimulation, which reinforces the safety of high-definition direct current
stimulation. New randomized clinical trials are needed to confirm if same
results can be found in post-stroke patients.

Key words: High definition direct current stimulation, safety, cerebral
hemodinamics, transcranial doppler ultrasound



TDCS
convencional

HD-tDCS
T™MS
AVC
fNIRS
ATP
PSV
EDV
AC
CC:
SH
SD

IQ

MCA-BFv
direita

CO2

LISTA DE ABREVIATURAS

Estimulagdo transcraniana por corrente

Estimulagao elétrica transcraniana de alta definigéo
Estimulagdo magnética transcraniana
Acidente vascular cerebral

Espectroscopia funcional por infravermelho
Adenosina trifosfato

Velocidade de pico sistélico

Velocidade diastdlica final

Anodo central

Catodo central

Sham

Desvio padrao

Intervalo interquartil

Variagcdo da velocidade média da artéria cerebral média

Gas carbobnico

continua



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Detalhes da técnica de Giovani Aldini, utilizando um estimulador de
corrente elétrica continua a partir de um gerador galvanico. ........c..ccccceeeee... 15
Figura 2. Mudancas na excitabilidade cortical durante o tempo aferidas por 5
minutos apoés a estimulacdo de 1 mA. As amplitudes dos potenciais evocados
retornam a linha de base apds 5 minutos. (P < 0,05)....ccccccveeiiiiiiiiiiiiiieeeeee, 16
Figura 3. Modelo computacional ilustrando a montagem dos eletrodos (TES
4X1) do HD-tDCS. Observa-se o potencial evocado motor qguando o estimulo é

aplicado sobre 0 cOrtex Motor (C3). .....ovvvviiiiieieeee e e 17
Figura 4. Exemplo de aparelho de estimulacao elétrica por corrente continua de
alta definicdo, o qual foi utilizado nesta PesquiSa........cceeeeevieveveieeeievrieeeeeeeenen, 19
Figura 5. Exemplo de aparelho de ultrassom doppler transcraniano, o qual foi
ULIliZado NESIA PESQUISA. c.uuuiieeiieie e e e e e e eea e eees 24
Figura 6. Montagem dos eletrodos do HD-tDCS sobre a juncao témporo-parietal
AIFEILA (TES 4X T ). iiieiiiii ettt ettt e e e et e e e e s era it e e e e sesaa e eeesessaaeeeeeees 29

Figura 7. Protocolo de estimulacdo. Contém a data da avaliacdo, a montagem
do eletrodo (catodo, dnodo ou sham) e o grau de desconforto ao iniciar e depois
da estimulacdo. Na parte inferior sdo descritas a intensidade da estimulacdo em
cada bloco e as velocidades médias da artéria cerebral média de ambos os
hemisférios cerebrais avaliada pelo ultrassom doppler transcraniano em cada
momento (inicio da estimulac&o, 1 minuto de estimulac&o, 2 minutos ao finalizar
a estimulacao, além do inicio do repouso e final do repouso, que compreende 0
quinto minuto apds o fim da estimulacao). ........ooeuviviviiiiiii e, 31
Figura 8. Escala visual analdgica de desconforto.........ccceeeeeeieevveeeieeeevvvnneeeees 32
Figura 9. Monitorizacdo com doppler transcraniano € montagem completa do
HD-tDCS sobre a juncao témporo-parietal direita. Observa-se a onda espectral
da artéria cerebral média bilateralmente no display do aparelho. .................... 33
Figura 10. O protocolo de HD-tDCS né&o induziu resposta vascular significativa.
a) Modelo computadorizado usando a montagem de eletrodo 3 x 1 HD-tDCS
sobre a juncdo temporo-parietal direita previu o campo elétrico induzido no
cérebro publicado anteriormente por Santos et al. (2018) (45). b) Em outro
estudo, foi avaliado a diferenca entre a percepcao visual vertical no inicio e 2
minutos apds o término da HD-tDCS com intensidades de corrente de 1,2 e 3
mA. Houve efeitos especificos de intensidade e polaridade somente apds a
condicao de estimulacdo catodo. A insercao representa a linha dentro do balde
usada para avaliar a percepcao visual vertical da perspectiva do participante. As
setas ilustram o lado de rotacdo do balde; publicado anteriormente por Santos et
al. (2018) (45). ¢) Montagem completa do presente estudo, demonstrando a
monitorizacdo por ultrassom doppler transcraniano e a estimulacdo por HD-
tDCS. d) Diferenca entre a velocidade do fluxo sanguineo da artéria cerebral
média (expressa em porcentagem) avaliada no inicio € 2 minutos apés o término
da estimulacdo por HD-tDCS com intensidades de corrente de 1, 2 e 3 mA, sem
alteracdo significativa . A insercdo representa uma amostra de dados do doppler
transcraniano (imagem do monitor) durante o HD-tDCS a 3 mA. (a-b) Imagens
de acesso aberto. O consentimento informado por escrito foi obtido dos
participantes para a publicacio da imagem C. ........ceevvvuieeiiiieeeieeeeeeeeeeee e 37




Figura 11 a) Variacdo da velocidade média (MCA-BFv) da artéria cerebral média
direita (grafico superior) e b) Variacdo da Velocidade média da artéria cerebral
média esquerda (grafico inferior). Em ambos os hemisférios cerebrais e
condicdes de estimulacdo ndo houve alteracio significativa. ........cc.cccccccc...... 38
Figura 12. Graphical abstract do artigo publicado. .......cccceeveeiiiiiiiiiiiiiieeeeeee, 39




LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Randomizacdo do HD-tDCs para as condicoes de estimulacdo e

10N (=Y A TSI L0 F=Te [T 30
Tabela 2. Descricdo da média e desvio padrao da pontuacdo na escala visual
analdgica de desconforto para cada intensidade e modo de estimulacéo. ...... 35

Tabela 3. Descricdo da média e mediana das velocidades da artéria cerebral
média direita e esquerda antes da estimulacdo, em cada intensidade e em cada
(oo aTe [Tor=To e[S =1oY 110 0 1U] F= To= Vo TR 36




SUMARIO

1. INTRODUGAO ...cocceeeeeeeeeeeeesseessessnessassneesssssnsesassssesssssnsessassneessssnnessessnes 14
1.1 HISTORICO DA ESTIMULACAO TRANSCRANIANA NAO INVASIVA ..coveieeeeeeeeeeeeeeeeen, 14
1.2 METODOS DE ESTIMULACAO TRANSCRANIANA NAO INVASIVA ..ooovieeeeeeeeseeeeeeeen, 18

1.2.1 Estimulacao elétrica por corrente continua ................cceeeueeeeeeseeeeeeenennn. 18

1.2.2 Estimulacdo maqgnética tranSCraniana .............ccuceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeerenenn, 19
1.3 UTILIDADE DA ESTIMULACAO TRANSCRANIANA NAO INVASIVA NA REABILITACAO DO
ACIDENTE VASCULAR CEREBRAL ...vtetteee ettt ettt eee et et eeee et seeeateaneeeeanese e nesneseneenenns 20
1.4 HEMODINAMICA CEREBRAL ...ttt ettt ettt e et et e e eee et e eeee st s e e eeeeeeenen 21
1.5 ULTRASSOM DOPPLER TRANSCRANIAND ..ottt et eeee e e et eeeaeeeeeeeenees 22
1.6 FRONTEIRA CIENTIFICA E CONTEXTUALIZACAQO DO ESTUDO ....ueeeeeeieeeeeeeeeeeee e, 24

2. OBJETIVOS .......ccoiiiiiiiiiriirecscccsssssssssssssssse s s s s s s s s s asmmsssssssssssssesesssesnssnnnnnnns 26
2.7 OBUETIVO GERAL ..ottt ettt et e et et et e et et eeeeeeeeeeeeeesaeeneeeaeeeeeeeeeaeseeeans 26
2.2 OBUETIVOS ESPECIFICOS v ettt eeeeteeeee ettt et et eee et et et eeeeetes e et steseeeeeeeeeeeeseeneeeeeeeenen 26

3. MATERIAL E METODOS ... ceeeeeeeeseeesseesessesssssessssesesssessnsesssneessssesesnees 27
3.1 CONSIDERACOES ETICAS .evteeeeete et ee et eeeeee et e e eee et eeeeseeeee et eeaeaeeeeeeaeeeeeeeeeneeeeaeeene 27
3.2 DESENHO DO ESTUDO ..ottt eeeeeee ettt eee et aeee e eeeeeeeeeeseeeeeaseeseeseeeeeeseeeeeeseeseeseaaaeas 27
3.3 CRITERIOS DE INCLUSAO ... ettt ettt et et aeeateseee et eneeeeseeee e seteenesneseeeeenes 27
3.4 CRITERIOS DE EXCLUSAD «.. vttt et eee ettt eeeeeee ettt eeee et eeeeeeeseeaeeeeaeeeeeeeeseeseeseaaaeas 27
3.5 PROTOCOLO DE ESTIMULACAO ...t eeeeeeeee e eeeeeee et eeeeeee st et eeeesreseeeenesreeeeseesrenneeanes 28
3.6 PROTOCOLO DE MONITORIZACAO COM ULTRASSOM DOPPLER TRANSCRANIANO32
3.7 ANALISE ESTATISTICA ettt ettt et ee ettt e e et eeeeeeeeaeseeeeeeseeeeeeeeeseeseesaeas 33

4. RESULT ADOS. ... ieiiiieiiteireieesiaerenssnereassasreassassanssassenssnssenssassesssassnnssnssnnss 35
4.1 RESULTADOS DA PESQUISA ..ottt eeeeeeeee st eeeeeeeeeeeeeentseeearese s e eneseeeneareeneeenenne 35
4.1 PUBLICACAO DOS RESULTADOS ...ttt eeeeeee et et eeeee et eeeeeee et eeeeeteaeeeeeeseneeeeseeseeeeeaes 38

5. CONCLUSAO E DISCUSSAOD. .....ooeeoereeeeeeseeresseesessesesmesssssesssmesssnessssssssnees 40
5.1 CONCLUSAO A PARTIR DOS RESULTADOS E DO OBJETIVO PRIMARIO ......ccevenen... 40
5.2 DISCUSSAO E COMPARACAO COM OUTROS ESTUDOS ...eveuveeeeeeeeeeeeeeeeee e eeeeeeaaeas 40
5.3 LIMITACOES DO ESTUDO ... cveeeet ettt eee et eeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeaeeeseeseeeseeseeeeeeseeseeseanaeas 42
5.4 UTILIDADE PRATICA DESTA PESQUISA E PROXIMOS PASSOS ...oevvvieeeeeeeeeeeeeeenaens 43

6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ......oooeeeeeeeeeeeeeeeeeereesesesseesssessssssssssssessessesssssnasn 44

6. ANEXOS ...ttt mssssessssssssmssssssssssssssssssmsssssssssssmsssssssssssssssmsssssssssssssssasss 50



14

1. INTRODUGAO

1.1 Histérico da estimulagao transcraniana nao invasiva

A estimulagdo transcraniana ndo invasiva consiste em técnicas que
possibilitam inibir, excitar ou modular a atividade neuronal de forma nao
invasiva visando efeitos terapéuticos, os quais vem sendo amplamente

estudados, com aplicacdes em diversas areas da pratica clinica.

O interesse cientifico destas técnicas se intensificou nos ultimos 25 anos,
periodo no qual foram realizados diversos estudos visando avaliar a
eficacia, perfil de efeitos colaterais, seguranga e aplicabilidade em
diferentes contextos clinicos. No final do século vinte, os estudos de Priori
e colaboradores (PRIORI, 2003) e Nietsche e Paulus (NITSCHE;
PAULUS, 2000) demonstraram que a excitabilidade do cértex motor
primario poderia ser modulada de forma satisfatéria em individuos
saudaveis utilizando uma corrente elétrica de baixa intensidade, através
de eletrodos posicionados no escalpo. O resultado destes estudos
intensificou o interesse pela estimulagdo transcraniana n&o invasiva,
levando a diversas publicagdes e aprimoramento das técnicas (MOSILHY
et al., 2022)

Apesar do grande interesse cientifico e clinico atual, o uso da estimulagéo
transcraniana nao invasiva remonta a Roma antiga, onde foi descrito pelo
meédico romano Scribonius Largus o uso de descargas elétricas geradas
pelo peixe torpedo para tratamento de cefaléia (UTZ et al., 2010). Ainda
no século XVIII, apés a invengao da bateria galvanica por Luigi Galvani, a
qual gerava uma corrente elétrica continua, Giovanni Aldini foi o primeiro
a utiliza-la para fins terapéuticos em um paciente de 27 anos que sofria
de depressao maior, internado no Hospital Santo Orsola na Italia em maio
de 1801. Foi descrito uma melhora progressiva do humor com algumas
semanas aplicando o tratamento com corrente elétrica continua
(PARENT, 2004).
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Figura 1. Detalhes da técnica de Giovani Aldini, utilizando um estimulador de
corrente elétrica continua a partir de um gerador galvanico.

Fonte: A. Giovani. Essai Theorique Et Expérimental Sur Le Galvanisme. De
I'lmprimerie de Fournier Fils, 1804.

A partir do trabalho de Aldini, o qual foi um marco para o uso e aprimoramento
da estimulacdo elétrica por corrente continua nas ciéncias médicas,
pesquisadores pioneiros na Alemanha em 1880 comecaram a desenvolver
protocolos para tratamento de disturbios psiquiatricos utilizando corrente elétrica
continua, constituindo as bases da eletroconvulsoterapia, que se desenvolveu
em paralelo a outras técnicas de estimulagao elétrica continua como estimulacéo
galvanica vestibular, micropolarizagdo transcraniana, corrente polarizante,
dentre outros (STEINBERG, 2013).

Muitos pesquisadores utilizaram a estimulagdo elétrica por corrente continua
para tratamento de disturbios psiquiatricos durante o século XIX e inicio do
século XX, porém a variacdo de procedimentos sem uma formalizagao e
definicdo protocolar das técnicas levou a resultados inconclusivos, sendo
abandonado o uso da estimulacao elétrica por corrente continua na década de
1930 (STEINBERG, 2013).

Na década de 1960 renova-se o interesse pela estimulacido elétrica, motivado
por estudos experimentais em animais demonstrando que a estimulagao elétrica
por corrente continua produzia efeitos na excitabilidade do cortex cerebral: a
estimulagcdo com a polaridade positiva (anodo) determinava aumento na
atividade motora, estado de alerta e humor, enquanto imulagido com polaridade
negativa (catodo) induzia a apatia e menor atividade motora(GULEYUPOGLU et
al., 2013).
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Foi apenas a partir de 1998 que as bases modernas da neuromodulacao se
desenvolveram a partir dos estudos de Priori e colaboradores (PRIORI, 2003), e
Nietsche e Paulus (NITSCHE; PAULUS, 2000), demonstrando efeitos
prolongados na excitabilidade cortical utilizando estimulacdo por corrente
continua de curta duragao e baixa intensidade (TDCS) em humanos. Nestes
estudos a excitabilidade cortical foi reduzida com a estimulagdo por catodo
levando a hiperpolarizagdo neuronal, enquanto a estimulagdo por anodo
determinou aumento da excitabilidade cortical com despolarizacdo neuronal
demonstrada por descargas espontdneas e aumento de amplitude dos

potenciais evocados motores dos neurdnios.

Para realizar o experimento com TDCS, Nietsche e Paulus utilizaram 2 eletrodos
colocados no escalpo (1 eletrodo sobre a topografia do cortex motor e outro
contralateral) utilizando uma esponja embebida em solugdo salina como
condutor, ligado a um estimulador de 1 mA. A corrente era ligada por 1-5 minutos
e os potenciais evocados motores eram aferidos antes da estimulagao logo em
seguida por 5 minutos apos (NITSCHE; PAULUS, 2000).

Figura 2. Mudancgas na excitabilidade cortical durante o tempo aferidas por 5
minutos apos a estimulacdo de 1 mA. As amplitudes dos potenciais evocados
retornam a linha de base apds 5 minutos. (P < 0,05).

-
4]
3

1.254

MEP size after current stimulation / baseline

1 2 3 4 5 10
Time (min)

Fonte: Nitsche, M. A., & Paulus, W. (2000). Excitability changes induced in the
human motor cortex by weak transcranial direct current stimulation. The Journal
of Physiology, 527(3), 633—639.
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Deste modo, o TDCS mostrou-se uma técnica de estimulagdo nao-invasiva
eficaz, muito bem tolerada e com grande potencial clinico e cientifico,
impulsionando a partir dai um enorme numero de publica¢des e o0 aprimoramento

desta técnica.

O progresso com a tecnologia de microncontroladores permitiu o
desenvolvimento de equipamentos de estimulacéo elétrica transcraniana de alta
definicdo (HD-tDCS) — inclusive o desenvolvimento de modelos computacionais
estimando o campo elétrico cortical - muito precisos e que permitem melhor
controle dos parametros de estimulacdo, além de facil integragdo com

equipamentos de monitorizacdo (EDWARDS et al., 2013).

Figura 3. Modelo computacional ilustrando a montagem dos eletrodos (TES
4X1) do HD-tDCS. Observa-se o potencial evocado motor quando o estimulo é
aplicado sobre o cortex motor (C3).

C3 |
Primary MOtor — memes L P
Cortex W

P3 B

posterior

Fonte: Edwards, D., Cortes, M., Datta, A., Minhas, P., Wassermann, E. M., &
Bikson, M. (2013). Physiological and modeling evidence for focal transcranial
electrical brain stimulation in humans: A basis for high-definition tDCS.
Neurolmage, 74, 266-275.
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1.2 Métodos de estimulagao transcraniana nao invasiva

1.2.1 Estimulacgao elétrica por corrente continua

Esta técnica envolve a aplicacao de corrente elétrica continua de baixa amplitude
(1-2 mA) através de 2 eletrodos superficiais no couro cabeludo sobre a area
cortical a ser estimulada, utilizando um aparelho de estimulacdo de baixa
voltagem. Os eletrodos séo divergentes em polaridade, onde o eletrodo positivo
€ denominado anodo e o negativo, catodo. A corrente é aplicada de forma
continua, por um periodo de 5 a 15 minutos (NITSCHE; PAULUS, 2000).

Estudos demonstraram um aumento da excitabilidade cortical sobre o anodo e
uma reducao sobre o catodo (NITSCHE; PAULUS, 2000; UTZ et al., 2010). A
exposig¢ao dos neurdnios a corrente elétrica continua de baixa amplitude também
influencia na fungdo neuronal a nivel regional, podendo ter efeitos duradouros,
nao apenas modificando padrées de ativagdo dos neurbnios e excitabilidade
cortical, mas também alteracdes sinapticas que sao responsaveis pelos efeitos
prolongados da estimulagéo (BIKSON; REATO; RAHMAN, 2012).

Os mecanismos de acdo determinando os efeitos da estimulacao elétrica

transcraniana descritos consistem em:

a) Alteracdo do potencial de repouso da membrana pds-sinaptica e
transcricdo génica: A Corrente elétrica positiva (&nodo) altera a
permeabilidade da membrana a nivel da bomba de sédio do neurénio,
determinando o influxo de ions sddio e facilitando a despolarizagao. No
caso do estimulo negativo (catodo), ocorre aumento da permeabilidade
dos ions potassio, facilitando a hiperpolarizacdo dos neurdnios. Soma-se
a este mecanismo, no caso do anodo, o estimulo a transcricao génica das
proteinas CAMK2 as quais aumentam a permeabilidade dos canais de
sodio (LIEBETANZ et al., [s.d.]).

b) Ativagdo dendritica: Kromberg e colaboradores (14) demonstraram que a
estimulagdo com anodo despolarizou os dendritos basais e hiperpolarizou
dendritos apicais, com efeito oposto na estimulagdo com catodo,
auxiliando modulagdo da neuroplasticidade. Este mecanismo ainda

carece de maior investigacao.
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Tempo de estimulacao: Realizar estimulacido com anodo por um periodo
maior que 30 minutos resultou em efeito inibitorio ao invés de excitatorio,
sem alteragbes quando realizada a estimulagdo com catodo. Isso deve
ocorrer pela exaustdo de neurotransmissores num meio de
hiperestimulacao associado a uma menor recaptacao dos ions calcio pelo
neurénio pré-sinaptico (MONTE-SILVA et al., 2013).

Mecanismo vascular: Mais detalhado a frente no tépico “hemodinémica
cerebral”, estudos avaliando os efeitos do TDCS sobre o fluxo sanguineo
cerebral de forma indireta, utilizando ressonancia magnética funcional,
observaram um aumento do fluxo sanguineo local que é sustentado apés
o fim da estimulagédo (ZHENG; ALSOP; SCHLAUG, 2011). Mais detalhes

serao abordados no topico “hemodinamica cerebral”.

A habilidade de alterar a excitabilidade cortical e atividade sinaptica regional
levou a um grande interesse deste método tanto a nivel terapéutico como
ferramenta de pesquisa em neurociéncias. Dessa forma houve uma evolugéo
para o HD-tDCS, o qual foi desenvolvido como método mais eficaz, capaz de
direcionar a corrente de forma mais precisa para a regido a ser estimulada,
atingir melhor penetragao cortical e maior duracao de seus efeitos (KUO et al.,
2013)

Figura 4. Exemplo de aparelho de estimulagéo elétrica por corrente continua de
alta defini¢cdo, o qual foi utilizado nesta pesquisa.

Soterix Medical®

Fonte: arquivo pessoal. 2020.

1.2.2 Estimulagao magnética transcraniana

O primeiro aparelho de estimulagcdo magnética transcraniana (TMS) foi
desenvolvido por Barker e colaboradores em 1985 e rapidamente surgiram

estudos clinicos, principalmente para aplicagdo na area da neuropsiquiatria
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(BARKER; JALINOUS; FREESTON, 1985). Este método consiste em utilizar um
campo magnético para estimular o tecido cerebral, o qual induz uma corrente
elétrica que despolariza os neurbnios. Este campo magnético é gerado atraves
de uma bobina condutora a qual recebe energia elétrica de um capacitor. E o
método de estimulagdo transcraniana n&o invasiva mais estudado, além da

estimulacao elétrica por corrente continua (LEWIS et al., 2016).

Os efeitos da estimulagao magnética transcraniana dependem da frequéncia dos
pulsos de estimulagao, determinando mudancas na eficiéncia sinaptica de forma
que baixas frequéncias (<1 Hertz), a TMS ¢ inibitéria, enquanto nas frequéncias
acima de 5 Hertz o efeito do estimulo é excitatério (CHEN et al., 2015). Outros
mecanismos propostos para os efeitos da estimulagdo consistem em mudanca
nos fatores neurotroficos e alteragcdo da conectividade funcional entre os
circuitos cerebrais (KLOMJAI; KATZ; LACKMY-VALLEE, 2015).

1.3 Utilidade da estimulagao transcraniana nao invasiva na reabilitagao do
acidente vascular cerebral

O acidente vascular cerebral (AVC) é a principal causa de incapacidade no
mundo; a cada ano em torno de 12 milhdes de pessoas sofrem um AVC e 5
milhdes permanecem incapacitadas (ZHANG et al.,, 2021). Dificuldade de
marcha e equilibrio afetam 2/3 dos individuos com AVC determinando alta
limitacdo e piora da qualidade de vida. Portanto o desenvolvimento e aplicacéo
de métodos que favorecam a recuperagdo destes déficits & prioridade na
reabilitagdo do AVC (POLLOCK et al., 2012).

As técnicas de neuromodulacdo nao invasiva sao uma ferramenta eficaz no
auxilio a recuperacao do déficit neuroldgico, possibilitando a modulagao
prolongada da rede neural, incluindo a plasticidade neural mal adaptativa onde
ocorre inibicao cortical pelo hemisfério saudavel. Outro mecanismo importante
seria a estimulacdo dos neurbnios viaveis na regido da lesdo isquémica
(ELSNER et al., 2013; ROCHE; GEIGER; BUSSEL, 2015).
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1.4 Hemodinamica Cerebral

Muitos estudos investigaram a fisiologia e as aplicagdes clinicas da estimulagéo

transcraniana nao-invasiva, porém seus efeitos hemodindmicos foram pouco
explorados. Alguns trabalhos utilizando ressonéncia magnética funcional,
espectroscopia funcional por infravermelho (fNIRS) e tomografia por emisséo de
positrons junto ao TDCS observaram alteragées no fluxo sanguineo cerebral e
da oxigenagao cerebral aferidos por estes métodos (LANG et al., 2005;
MERZAGORA et al., 2010; ZHENG; ALSOP; SCHLAUG, 2011). Estes efeitos
provavelmente decorrem do estimulo direto aos vasos sanguineos cerebrais,
assim como uma maior demanda metabdlica pela ativacdo das vias neurais e
modulagao da atividade glutamatérgica a qual leva a uma potenciagao de longa
duracdo (ROCHE; GEIGER; BUSSEL, 2015).

Para melhor compreensido deste processo de interacdo entre a estimulagao
transcraniana nao invasiva e a circulacao cerebral, € importante a compreensao
do conceito de unidade neurovascular. Esta consiste em um conjunto de
neurdnios, astrécitos e pericitos préximos ao endotélio dos capilares, ocorrendo
uma interligacdo entre esses elementos celulares. Esta estrutura por eles
formada possui a mais proxima relacdo espacial e temporal entre o fluxo
sanguineo cerebral e a atividade neural (GIROUARD; IADECOLA, 2006).

Os neurdnios da unidade neurovascular detectam variagdes do suprimento de
oxigénio e nutrientes, enviando sinais elétricos e quimicos (alteragao nos niveis
de glutamato e acido gama-aminobuitirico) aos interneurbnios e astrocitos
adjacentes para a ativagdo dos mecanismos de ajuste do fluxo sanguineo
necessarios (FIGLEY; STROMAN, 2011).

Os astrocitos da unidade neurovascular comunicam-se com 0s neurbnios e
células endoteliais estabelecendo conexdes importantes para a manutenc¢ao do
tébnus vascular. De acordo com a atividade neuronal e consequente sinalizagao
dos neurbnios sobre as variagcdes de oxigénio e nutrientes disponiveis, os
astrocitos liberam prostaglandinas, adenosina-trifostato (ATP) e 6xido nitrico,
agindo sobre as células musculares lisas das arteriolas e sobre os pericitos,
indiretamente causando vasodilatagdo ou vasoconstricio (HAYDON;

CARMIGNOTO, 2006). As primeiras descrigdes dos astrocitos atribuia um papel
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secundario e passivo destas células no funcionamento nesta estrutura
(CORNELL-BELL et al., 1990), porém Cornell-Bell e colaboradores
demonstraram que estas células tém capacidade de formar extensas redes de
comunicagao e promover os efeitos supracitados sobre as arteriolas e capilares
cerebrais (CORNELL-BELL et al., 1990; HARDER; ZHANG; GEBREMEDHIN,
2002).

Por sua vez, os pericitos - células em contato direto com as células endoteliais,
povém o suporte estrutural para estas células e podem contrair-se em resposta
a elevagdao dos niveis de adenosina-trifosfato, controlando o didametro dos
capilares e dessa forma auxiliando a modular o fluxo sanguineo em resposta a
atividade neuronal (PEPPIATT et al., 2006).

A unidade neurovascular portanto é a estrutura fundamental do controle
homeostatico cerebral, através de complexas interagdes celulares que
respondem ao metabolismo cerebral (MUOIO; PERSSON; SENDESKI, 2014).
Em decorréncia, o detalhamento dos efeitos da estimulagéo transcraniana nao
invasiva, em especial do HD-tDCS, sobre a hemodindmica cerebral sao

fundamentais para seguranca e aplicagao pratica deste método.

1.5 Ultrassom doppler transcraniano

Para avaliar os efeitos da estimulagdo transcraniana nao invasiva sobre a
hemodindmica cerebral, € necessario um meétodo que monitore e mensure as
alteragcbes circulatérias produzidas pela estimulagdo. Neste contexto, o
ultrassom doppler transcraniano pode ser utilizado, tratando-se de uma técnica
nao invasiva e de baixo custo que consegue acessar com alta acuracia as
velocidades médias das principais artérias da circulacdo cerebral com 6tima
resolucdo temporal, sem artefatos de movimento como ocorre em outras
técnicas, além da possibilidade de poder ser transportado a beira leito e realizar

monitorizag&o por longo periodo (MAGEE, 2020).

Alguns estudos ja utilizaram o ultrassom doppler transcraniano para avaliar
alteracbes na circulacdo cerebral durante experimentos na area motora e

cognitiva, aferindo de forma acurada alteragbes de velocidades de fluxo das
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artérias insonadas durante tarefas motoras, verbais e cognitivas (BAKKER et al.,
2014; Ll et al., 2014; PANERAI, 2009).

O ultrassom doppler transcraniano utiliza os principios do efeito doppler para
aferir a velocidade das hemacias circulando nas grandes artérias cerebrais;
Utiliza um probe com cristal pizoelétrico o qual transforma a eletricidade em uma
onda de ultrassom que atinge a hemacia em movimento e é refletida de volta ao
transdutor- este sinal é interpretado pelo software do equipamento e esta
variacao de frequéncia de retorno (“frequency shift’), proporcional a velocidade
da hemacia, é convertida em velocidade de fluxo demonstrada em centimetros
por segundo (PANERAI, 2009). Este calculo pode ser resumido pela formula
(fR—fT)=2vfTcos6/c, onde fR é a frequéncia recebida, fT a frequéncia transmitida,
v é a velocidade e cos6/c refere-se ao cosseno do angulo de insonagao (que
deve ser o mais proximo de zero possivel), dividido pela velocidade de

propagacao da onda de ultrassom no tecido (MAGEE, 2020).

Sao varias as aplicagdes clinicas para o ultrassom doppler transcraniano, sendo
as principais: avaliagdo de estenose arterial intracraniana e controle de
recanalizagao no tratamento de fase aguda de AVC (MOLINA; ALEXANDROV,
2007), avaliacdo do fluxo sanguineo colateral cerebral e vasorreatividade
(RINGELSTEIN et al.,, 1990), deteccao e monitorizagdo do vasoespasmo
cerebral na hemorragia subaracnoéide (KINCAID, 2008) e monitorizagcao

perioperatoria de cirurgia cardiaca e carotidea (MARTIN et al., 2009).
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Figura 5. Exemplo de aparelho de ultrassom doppler transcraniano, o qual foi
utilizado nesta pesquisa.

Fonte: arquivo pessoal. 2020.

A Unica limitacdo do ultrassom doppler transcraniano, além de ser um método
examinador-dependente - exigindo alto grau de treinamento e conhecimento
para sua execugao, € a ocorréncia de dificuldade de insonagdo em situagcdes
onde a janela acustica temporal (local onde é posicionado o probe do aparelho
e as ondas de ultrassom conseguem penetrar a barreira 6ssea) nao é favoravel,
Em termos clinicos denominada“janela acustica ruim”. Esta situagdo pode
ocorrer em torno de 20% dos individuos, como por exemplo em pessoas idosas
e/ou com osteoporose, sendo mais comum em asiaticos (BRISSON et al., 2021).

1.6 Fronteira cientifica e contextualizagao do estudo

Conforme mencionado, os métodos de estimulagao transcraniana nao invasiva
sdo amplamente utilizados em estudos e tratamentos de diversas condi¢des
neuroldgicas, incluindo o acidente vascular cerebral. Frente a uma patologia
inerente da circulagao cerebral, que pode ser agravada em caso de alteragdo do
fluxo sanguineo, é necessario certificar a seguranga das técnicas de estimulagéo
nao-invasivas utilizadas nos pacientes com AVC. Até o momento ndo havia

estudos avaliando os efeitos do HD-tDCS sobre a hemodinamica cerebral com
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uma monitorizagdo direta de fluxo sanguineo, sendo providencial portanto a

realizacao deste estudo.

Foi realizado um levantamento bibliografico através da plataforma PubMed, onde
nao encontramos estudos avaliando a circulacdo cerebral por doppler

transcraniano durante a a estimulagao com HD-tDCS.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Investigar os efeitos da estimulagao transcraniana n&o invasiva de alta definigao
sobre a hemodindmica cerebral utilizando avaliacao direta da circulacao cerebral

por ultrassom doppler transcraniano.

2.2 Objetivos especificos

O objetivo primario deste estudo foi avaliar a seguranca da estimulagao

transcraniana nao invasiva de alta definicdo em individuos saudaveis.

Os objetivos secundarios foram:

A. Avaliar se ha alguma alteracgao significativa na velocidade média do fluxo
sanguineo da artéria cerebral média em ambos os hemisférios cerebrais

antes, durante e apés a estimulagdo transcraniana nao invasiva.

B. Avaliar se ha algum efeito colateral durante e apds a estimulagao.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Consideragoes éticas

Este estudo seguiu os principios da declaragdo de Helsinky. O projeto de
pesquisa e o termo de consentimento livre e esclarecido foram previamente
aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa institucional (nimero do protocolo
9,485,212.7.0000.5440). Todos os voluntarios leram e assinaram o termo de
consentimento livre e esclarecido antes de serem incluidos no estudo.

Os voluntarios foram submetidos a uma técnica experimental de estimulacao
cerebral ndo invasiva, porém segura em individuos saudaveis, evidéncia a qual
ja é conhecida (BIKSON et al., 2016). Nenhum deles apresentou qualquer efeito
adverso significativo durante ou apds as sessdes de estimulagao.

3.2 Desenho do estudo

Foi realizado um estudo randomizado controlado duplo-cego em uma unica
instituicdo, com 11 participantes saudaveis (6 mulheres e 5 homens, média de

idade 31 + 5.6 anos), sem evidéncia de patologias cerebrais ou cardiolégicas.

3.3 Critérios de inclusao

a. ldade entre 18 e 65 anos

b. Nao utilizacdo de qualquer medicacio de uso continuo

3.4 Critérios de exclusao

a. Tabagismo
b. Cefaléia ou qualquer outra doenca clinica ou psiquiatrica

c. Janela acustica transtemporal ruim
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d. Histdria de neurocirurgia ou traumatismo cranioencefalico

e. Lesdo local da pele, que pode comprometer o posicionamento do equipamento

de estimulacao e/ou do ultrassom

3.5 Protocolo de estimulagao

O aparelho de HD-tDCS (Soterix Medical, New York, USA), foi operado por um
investigador independente, especializado em neuromodulagéo n&o invasiva, o

gual executou a montagem dos eletrodos e a estimulacgao.

Os eletrodos foram posicionados sobre a jungéo témporo-parietal direita junto a
uma touca para estimulagédo, num total de 4 eletrodos circulares de prata (1cm
de raio, 5.99e7 S/m), acoplados com fixadores de plastico e preenchidos por gel

condutor (4mm de espessura, 1.4 cm/S).

A posigao dos eletrodos foi selecionada a partir de modelos computadorizados
de HD-tDCS com projecdo sobre a jungdo temporo-parietal, que projeta a
inducao da corrente elétrica sobre o cortex cerebral, conforme figura 3 (SANTOS
et al., 2018). O mesmo protocolo ja foi utilizado para investigacao dos efeitos
sobre percepcao de verticalidade, balango postural e eletroencefalograma
(FAVORETTO et al., 2022; SANTOS et al., 2018).



29

Figura 6. Montagem dos eletrodos do HD-tDCS sobre a jungao témporo-parietal
direita (TES 4X1).

4"’———':';‘\- /{7

Fonte: arquivo pessoal. 2020.

A estimulacao foi administrada em 3 blocos de 2 minutos, para cada intensidade
de corrente (1, 2 e 3mA) e um intervalo de 5 minutos entre cada bloco. Os
participantes receberam trés condi¢des de estimulacdo em dias diferentes, com

intervalo minimo de 24h:

a. Anodo central (com efeito de despolarizagdo neuronal)
b. Catodo central (com efeito “negativo”, de hiperpolarizagado neuronal)

c. Sham (sem efeito de estimulacao cortical)

Para garantir segredo em relagdo a estimulagédo, o aparelho de HD-tDCS foi
posicionado fora do campo visual do participante e do operador do ultrassom
doppler transcraniano. As condicbes de estimulacdo e intensidade da

estimulacao foram randomizadas em bloco (tabela 1).
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Tabela 1. Randomizacao do HD-tDCs para as condigdes de estimulagdo e
intensidade

Randomizagéo Sesso 1 Sessdo2  Sessédo 3
A HD-tDCS polaridade AC CC SH
Intensidade da corrente (mA) 1;2;3 2;3;1 3;1;2
B HD-tDCS condition AC CC SH
Current intensity sequence (mA) 2; 3; 1 3;1;2 1;2; 3
C HD-tDCS condition AC CC SH
Current intensity sequence (mA) 3;1;2 1;2;3 2; 3,1
D HD-tDCS condition CcC SH AC
Current intensity sequence (mA) 1;2;3 2;3;1 3;1;2
E HD-tDCS condition CcC SH AC
Current intensity sequence (mA) 2; 3; 1 3;1;2 1;2; 3
F HD-tDCS condition CcC SH AC
Current intensity sequence (mA) 3;1;2 1;2;3 2; 3,1
G HD-tDCS condition SH AC CC
Current intensity sequence (mA) 1;2;3 2;3;1 3;1;2
H HD-tDCS condition SH AC CC
Current intensity sequence (mA) 2;3;1 3;1;2 1;2;3
I HD-tDCS condition SH AC CC
Current intensity sequence (mA) 3;1;2 1;2;3 2; 3,1

AC: anodo central; CC: catodo central; SH: placebo (sham).
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Figura 7. Protocolo de estimulagdo. Contém a data da avaliagédo, a montagem
do eletrodo (catodo, &nodo ou sham) e o grau de desconforto ao iniciar e depois
da estimulacdo. Na parte inferior sdo descritas a intensidade da estimulacdo em
cada bloco e as velocidades médias da artéria cerebral média de ambos os
hemisférios cerebrais avaliada pelo ultrassom doppler transcraniano em cada
momento (inicio da estimulagao, 1 minuto de estimulacdo, 2 minutos ao finalizar
a estimulacao, além do inicio do repouso e final do repouso, que compreende o
quinto minuto apds o fim da estimulacao).

Data da avaliagho: / /
Montagem HDtDCS eletrodo central
Baseline Doppler

= (=]

Grau desconforto ao ligar Observagio

Acomodagho - Grau de desconforto
Inicio Repouso Final Repouso

E =} | S [ (o)

Intensidade Inicio 1 minuto Final Inicio Final Grau de
Estimulagio Estimulacio Desconforto

Estimulaglo Repouso Repouso
["Lado inicio l
DOPPLER | E (=) 3 (=) e (=) 3 (=) & (o)

No inicio da estimulacdo e apds, foi questionado ao participante sobre
desconforto ou alguma reagéo adversa, sendo aplicada a escala visual analégica

de desconforto (figura 8).
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Figura 8. Escala visual analdgica de desconforto

ESCALA VISUAL ANALOGICA

* |ntensidade dos sintomas
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Nenhum sintoma Pior sintoma possivel

ESCALA VISUAL ANALOGICA - EVA ‘!z;
www.eletroterapia.com.br

(Adaptado de O'Sullivan SB. Fisioterapia Avaliacdo e Tratamento 2004 Ed. Manole Cap.25: 821-839)

3.6 Protocolo de monitorizagdo com ultrassom doppler
transcraniano

A monitorizagdo com ultrassom doppler transcraniano foi realizada em uma sala
silenciosa, confortavel e com pouca luz, dedicada a realizacdo de
eletroencéfalograma. Durante todo procedimento os participantes
permaneceram imoveis em decubito dorsal, em uma posigcao confortavel e foram

orientados a nao ingerir cafeina ou alcool pelo menos 24h antes de cada sessao.

A insonagao com o ultrassom foi possivel utilizando dois probes de 2mHz, um
sobre a regido temporal direita e outro a esquerda (janela acustica), acoplados
em um fixador (Multidop®X; Compumedics, Germany). A montagem do
ultrassom ocorre em paralelo a montagem da estimulacédo por HD-tDCS (figura
9). Essa insonagédo e a monitorizagao do sinal da artéria cerebral média foi
realizada por um neurologista vascular com treinamento em doppler

transcraniano, cego para a randomizac¢ao da estimulacio.

O aparelho de ultrassom doppler transcraniano produz uma imagem espectral
da velocidade de pico sistolico (PSV) e da velocidade diastdlica final (EDV). A
velocidade média consiste no resultado de [PSV + (EDV x* 2) / 3] e foi escolhida
como medida do resultado primario, pois € um parametro central do ultrassom
doppler transcraniano, com boa reprodutibilidade e baixa variacao interindividual
comparada a EDV e PSV (HENNERICI et al., 1987; NAQVI et al.,, 2013;
SORTEBERG et al., 1990).
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A velocidade média da artéria cerebral média foi acessada a uma profundidade
de 55mm (x 3 mm) com melhor sinal possivel (HENNERICI et al., 1987) e seus
valores foram demonstrados no display do ultrassom e gravados em video

externo (tempo real).

Os pontos de coleta das velocidades médias da artéria cerebral média foram:
antes da estimulagao (baseline), inicio da estimulagao, 1 minuto de estimulagéo,
final da estimulacdo (2 minutos), imediatamente apds terminar a estimulagéo
(inicio do repouso) e em 5 minutos apdés o fim da estimulacao (final do repouso)

- conforme figura 7.

Figura 9. Monitorizagdo com doppler transcraniano e montagem completa do
HD-tDCS sobre a jungao témporo-parietal direita. Observa-se a onda espectral
da artéria cerebral média bilateralmente no display do aparelho.

Fonte: arquivo pessoal. 2020.

3.7 Analise estatistica

As analises foram conduzidas de acordo com diretrizes estatisticas para analise

de estudos crossover, ou seja, considerando sua estrutura longitudinal/temporal
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(BYRON JONES AND MICHAEL G. KENWARD, 2014). Usamos o teste de
Kruskal-Wallis para avaliar o efeito da intensidade de corrente para cada
condicao de HD-tDCS (centro anodo, catddo ou sham) e o efeito da condigéo do

HD-tDCS para cada intensidade de corrente (1, 2 ou 3mA).

Como as hipéteses foram definidas a priori e utilizamos um teste global entre
tratamentos de comparacgdo, nao foram realizados ajustes para comparagdes
multiplas (SCHULZ; GRIMES, 2005).

Em as teses foi utilizado nivel de significancia de 5% (bilateral). As analises
estatisticas foram realizadas utilizando o programa R Project for Statistical
Computing.

A direrenga de 20% de alteragao da velocidade méda do fluxo da artéria cerebral
média em relagado ao repouso (baseline) é considerada significativa. A escolha
do que é considerado normal em relagdo a variagcdo de velocidade da artéria
cerebral média (20%) - figura 10d, foi baseada no estudo de Soterberg e
colaboradores (SORTEBERG et al., 1990), que avaliou 35 pacientes saudaveis
e realizou monitorizagdo prolongada com ultrassom doppler transcraniano,
observando variacbes nas velocidades médias, assim como no indice de
pulsatilidade e resisténcia da artéria cerebral média bilateralmente, encontrando
uma variagao significativa de velocidade (p<0,05) em oscilagdes acima de 20%.
Estes achados sdo semelhantes as variagdes de velocidade da artéria cerebral
média encontradas por Aaslid e colaboradores (AASLID; MARKWALDER,;
NORNES, 1982).
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4. RESULTADOS

4.1 Resultados da pesquisa

A estimulacado foi bem tolerada pelos participantes, nao ocorrendo efeitos

adversos significativos durante ou apos a estimulacao (tabela 2).

N&o houve alteracao estatisticamente significativa das velocidades médias de
fluxo da artéria cerebral média, tanto no hemisfério cerebral estimulado quanto
no hemisfério contralateral, em todas as condi¢cdes avaliadas, cuja variagcao

permaneceu abaixo de 20% em relagéo ao repouso (baseline).

Tabela 2. Descricdo da média e desvio padrdo da pontuagédo na escala visual
analdgica de desconforto para cada intensidade e modo de estimulagao.

Current SH cc AC
Intensit Mean (SD) Mean (SD) Mean (SD)
y Median [1Q] Median [IQ] Median [I1Q]
Baseline 00 00 00
01[0] 01[0] 01[0]
1 mA 0.72+1.19 2.36 £ 2.06 0.63 £ 0.67
0 [0; 1] 1[1; 4.5] 1[0; 1]
2 mA 0.90 £ 1.22 2.54 +2.58 290+ 254
1[0; 1] 2 [0.5; 3.5] 2[1.5; 4.5]
3 mA 145+ 1.63 3.81+1.83 32
11[0; 2.5] 4 [3; 5] 3[1.5; 4]

AC: anodo central; CC: cathodo central; SH: sham; SD= desvio padrao; IQ: intervalo

interquartil
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Tabela 3. Descricdo da média e mediana das velocidades da artéria cerebral
média direita e esquerda antes da estimulagéo, em cada intensidade e em cada
condicdo de estimulagio.

Mean (SD) Mean (SD) Mean (SD)
Label
Median [IQ] Median [IQ] Median [IQ]
Time-points of Current Cathode Anode
. Sham
assessment Intensity Center Center
RIGHT MCA-BFv (cm/s)
66.66 + 9.18 67.23 + 7.68
Baseline (raw data) 6765867[%:_ 77'(())‘;3] 63.17 [60.42; 64.83 [62.83;
' T 69.58] 74.58]
1.86+5.3 -0.95+12.44 4.04 + 8.64
1.91[-0.19; 5.83] i -1.14 [-7.83; 3.12] i 3.29 [0.96; 5.73]
. . 2+7.87 2.51+12.37 4.06 £ 10.24
Online (30s) - baseline 3.31[-367;:6.11] | 4.2[5.88,6] i 1.71[-0.65: 8.39]
449+6.15 -0.11+£11.3 5.38+10.29
7.01[0.35; 8] 1.1[-4.63; 2.25] i 3.55[-0.68; 8.87]
0.87 + 6.86 -0.07 £ 12.47 5.45+6.26
0.47 [-1.52; 2.72] i -1.84 [-7.85; 8.51] 5.12 [3; 9.76]
Online (2min) - _%:;27 TZ;Z 1.62 £ 11.62 44 +943
baseline ' 7 01]' ' -0.46 [-7.87; 8.62] i 2.79[-1.91; 9.92]
1.94 +7.22 0.28 + 11 51+8.85
3.68 [-3.39; 7.84] i -0.65[-5.51; 5.83] i 2.62[1.8;6.23]
25+4.92 0.18 £11.82 6.1+ 10.41

Offline (30s) - baseline

Offline
baseline

1.5 [-0.58; 5.34]

1.35[-7.73; 7.84]

6.55 [-0.47; 13.48]

3.11+£83

3.69 [-1.28; 8.51]

-0.74 [-6.34; 6.05]

0.1 +12.31 5.78 + 11.01
2.42 [-2.33; ) _
10.25) 0.47 [-9.78; 4.85] | 0.81[0.39; 15.52]
3.32+8.21 0.25 + 11.07 5.58 + 8.16

5.15 [2.83; 7.06]

043 +6.17
0.95 [-2.98; 4.23]

1+11.92
-1.56 [-8.99; 4.94]

2.26 +9.94
2.81 [-5.26; 9.37]

(5min) -

1.59 [-3.26; 7.38]

-0.8 [-4.23; 1.96]

-0.22 £ 6.55 -0.41+874 2.53+9.97
1.99[-2.68;4.75] |  2[-7.01;5.5] 0.42 [-4.45; 10.2]
184574 -2.80+7.84 2.4 +8.68

2.94 [-4.38; 5.87]




37

Figura 10. O protocolo de HD-tDCS né&o induziu resposta vascular significativa.
a) Modelo computadorizado usando a montagem de eletrodo 3 x 1 HD-tDCS
sobre a jungdo temporo-parietal direita previu o campo elétrico induzido no
cérebro (publicado anteriormente por SANTOS et al., 2018). b) Em outro estudo,
foi avaliado a diferenga entre a percepcgao visual vertical no inicio € 2 minutos
apos o término da HD-tDCS com intensidades de corrente de 1, 2 e 3 mA. Houve
efeitos especificos de intensidade e polaridade somente apds a condicdo de
estimulacdo catodo. A insergcao representa a linha dentro do balde usada para
avaliar a percepcgao visual vertical da perspectiva do participante. As setas
ilustram o lado de rotacao do balde (publicado anteriormente por SANTOS et al.,
2018). c¢) Montagem completa do presente estudo, demonstrando a
monitorizacdo por ultrassom doppler transcraniano e a estimulagdo por HD-
tDCS. d) Diferenca entre a velocidade do fluxo sanguineo da artéria cerebral
média (expressa em porcentagem) avaliada no inicio e 2 minutos apds o término
da estimulagao por HD-tDCS com intensidades de corrente de 1, 2 e 3 mA, sem
alteragao significativa. A insergao representa uma amostra de dados do doppler
transcraniano (imagem do monitor) durante o HD-tDCS a 3 mA. (a-b) Imagens
de acesso aberto. O consentimento informado por escrito foi obtido dos
participantes para a publicagdo da imagem c.
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Fonte: arquivo pessoal. 2020. Artigo publicado em anexo.
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Figura 11 a) Variagao da velocidade média (MCA-BFv) da artéria cerebral média
direita (grafico superior) e b) Variagdo da Velocidade média da artéria cerebral
média esquerda (grafico inferior). Em ambos os hemisférios cerebrais e
condigdes de estimulagao nao houve alteragao significativa.

a

401 Montage

Ly . S [ S W E3 Anode center (online)
B Anode center (offline)
BE Cathode center (online)
-101 H H .

. B Cathode center (offline)
I S et e E3 Sham (online)

-40 1 BE Sham (offline)

MCA-BFv (%)

1 mA 2 mA 3mA
CURRENT INTENSITY

Montage
D) P e et e e e e e S i S E e S .
| T [ E3 Anode center (online)

20

101 B Anode center (offline)
g BE Cathode center (online)
:20 ! B Cathode center (offline)

SO0 syl T [N S K P L e S E3 Sham (online)
-401 B8 Sham (offline)

MCA-BFv (%)

1 mA 2 mA 3mA
CURRENT INTENSITY

Fonte: arquivo pessoal. 2020. Artigo publicado em anexo.

4.1 Publicagao dos resultados

Foram publicados 2 artigos em revistas internacionais referentes a este estudo.

A primeira publicacao foi aceita em 16 de junho de 2022 pela revista Clinical
Neurology and Neurosurgery - editora Elsevier (DOI:
10.1016/j.clineuro.2022.107345), consistindo em artigo completo sobre o estudo.
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Figura 12. Graphical abstract do artigo publicado.

Methods

Patients: 11 healthy adults
Intervention: active HD-tDCS
Control: sham HD-tDCS
Outcome: MCA-BFv

Time: during and after HD-tDCS

Results

Montage

B8 Anode center (cnline)
W Anode center (offine)
W Cathode center (online)
W Cathode center (offiine)
E3 Sham (onfine)

8 Sham (offiine)

SB85823888

8883385488350

3mA 1mA 2mA ImA

2mA
CURRENT INTENSITY CURRENT INTENSITY

Fonte: arquivo pessoal. 2020. Artigo publicado em anexo.

A segunda publicagao foi aceita em 15 de setembro de 2022 pela revista Data in
Brief — editora Elsevier (DOI: 10.1016/].dib.2022.108603), especializada na

descricdo de metodologias, onde foram detalhadas as técnicas utilizadas e a

montagem dos equipamentos que possibilitaram atingir os resultados

apresentados e dessa forma abrir caminho para pesquisas futuras.
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5. CONCLUSAO E DISCUSSAO

5.1 Conclusao a partir dos resultados e do objetivo primario

No presente estudo ndo houve alteracao significativa das velocidades de
fluxo sanguineo na artéria cerebral média bilateralmente, assim como nao houve
reacao adversa significativa com aplicagdo da metodologia utilizada.
Ressaltamos que esta montagem do HD-tDCS estimula uma area extensa do
cortex cerebral localmente e também produz efeitos a distancia, o que é
observado no modelo computadorizado (figuras 3 e 10). Além disso estimula por
mais tempo e com diferentes intensidades, enquanto outros estudos utilizam a
intensidade de 1mA apenas (GIORLI et al., 2015; VERNIERI et al., 2010). Estes
achados demonstram a seguranga da estimulagao nao invasiva por HD-tDCS e

abre caminho para futuros estudos em pacientes com AVC.

A seguranga do método ja foi estudada por Bikson e colaboradores em 2016
(BIKSON et al., 2016), os quais realizaram uma revisao sobre a evidéncia
disponivel acerca da seguranca e efeitos colaterais da estimulagéo por TDCS e
HD-tDCS abrangendo mais de mil sujeitos de pesquisa e 33200 sessbes de
estimulagdo; Nao houve nenhum evento adverso grave como dor local severa,
crises convulsivas, cefaleia refrataria ou qualquer outro efeito adverso
significativo. Porém pouco é conhecido sobre os efeitos na hemodinadmica
cerebral, com apenas um estudo (VERNIERI et al., 2010) abordando o tema

nesta extensa revisao.

Dessa forma, o resultado deste estudo reforga a seguranga do método e
possibilita novas pesquisas, disponibilizando para comunidade cientifica a

metodologia utilizada.

5.2 Discussao e comparagao com outros estudos

O estudo é pioneiro em avaliar os efeitos da estimulacdo elétrica

transcraniana nao invasiva de alta definicdo (HD-tDCS) sobre a circulagao
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cerebral com um método direto de monitorizagdo do fluxo sanguineo cerebral

(ultrassom doppler transcraniano).

Poucas pesquisas foram realizadas utilizando ultrassom doppler transcraniano
para avaliar a hemodindmica cerebral associada a outras técnicas de
estimulagao cerebral ndo invasiva, porém os estudos realizados, tém diferentes
protocolos de estimulacdo e apresentaram resultados discrepantes (IYER;
MADHAVAN, 2018).

Vernieri e colaboradores em 2010 (VERNIERI et al., 2010) analisaram os efeitos
da estimulagdo elétrica transcraniana convencional (TDCS) sobre a
hemodindmica cerebral quantificando a velocidade média da artéria cerebral
média por ultrassom doppler transcraniano bilteralmente, assim como a
vasorreatividade cerebral. O conceito de vasorreatividade cerebral compreende
a capacidade da musculatura lisa vascular cerebral dilatar-se ou contrair-se em
resposta a estimulos metabodlicos ou vasoativos com objetivo de auxiliar na
regulacao do fluxo sanguineo (FISHER; MIKULIS, 2021). Neste estudo, Vernieri
recrutou 10 individuos saudaveis e para o estudo da reatividade vascular
forneceu inalagao de ar com 7% de gas carbdnico (CO2) durante a estimulagao
por TDCS (1mA com eletrodo posicionado sobre o cértex motor a esquerda)
associada a monitorizagcdo por ultrassom doppler transcraniano e com

capnografo (CO2 expirado).

A vasorreatividade foi calculada a partir da férmula: reatividade vascular =
(velocidade média da artéria cerebral média sem CO2 — velocidade média da
artéria cerebral média com inalagdo de CO2 / velocidade média da artéria
cerebral média sem COz2) X 100.

Assim como no presente estudo, ndo houve mudanga nas velocidades médias
da artéria cerebral média, porém houve discreta alteracdo da reatividade
vascular (p = 0.0001), com reducgéo bilateral da vasorreatividade sob estimulacao
com TDCS-anodo (redugéo de 3.4%/mm Hg CO:2 expirado) e aumento bilateral
da vasorreatividade com TDCS-catodo (elevagdo de 0.8%/mm Hg CO:2
expirado). O autor atribuiu este efeito a modulagao pelo sistema simpatico em

resposta ao CO2, e ndo a estimulagao por TDCS.
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Giorli e colaboradores em 2015 (GIORLI et al., 2015) recrutaram 25 voluntarios
saudaveis e também avaliou a hemodinamica cerebral utilizando ultrassom
doppler transcraniano associado a estimulagdo por TDCS com intensidade de
1mA. Porém uma limitagéo importante deste estudo foi a ndo utilizagédo de fixador
do probe do ultrassom, de forma que aferiram as velocidades médias da artéria
cerebral média direita por 20 segundos e depois a esquerda, ou seja, sem coleta
continua e persistente destas velocidades. Neste estudo os autores encontraram
alteragdes estatisticamente significativas referentes a velocidade média da
artéria cerebral média, de forma que observaram aumento de velocidade com o
TDCS-anodo e reducgéo da velocidade com TDCS-catodo, porém néao foi claro

qual ponto de corte utilizado para a velocidade normal da artéria cerebral média.

Em 2015, List e colaboradores (LIST et al., 2015) utlizaram TDCS com
intensidade de 1mA por 20 minutos em 15 voluntarios saudaveis sobre o cortex
motor esquerdo, associado a monitorizagao por ultrassom doppler transcraniano

e calculo da vasorreatividade, ndo encontraram alteragdes apds a estimulagao.

5.3 Limitagoes do estudo

O presente estudo apresentou limitagdes, as quais € importante descrever e

aprimorar para as préximas pesquisas:

a. Limitagao técnica do proprio aparelho de ultrassom disponivel, o qual
ndo consegue gravar o exame em tempo real e exportar tais
informacdes para andlise estatistica, necessitando, portanto, a coleta
manual das informagdes conforme apresentado neste estudo.

b. Baixo numero amostral, devido a caracteristica do estudo como
unicéntrico, dificuldade de espaco fisico pois era 0 mesmo local
disponivel para a realizagcdo da rotina de exames de
eletroencéfalograma no hospital. Soma-se o fato da complexidade da
montagem e do tempo extenso de protocolo limitando a disponibilidade

de voluntarios.
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c. Monitorizacdo exclusiva da artéria cerebral média, que representa a
principal via da circulacdo cerebral, porém é possivel complementar
com a monitorizagdo das artérias cerebrais anteriores e posteriores,
abrangendo uma area ainda maior da circulagao cerebral.

d. Nao monitorizagdo concomitante da vasorreativiadade cerebral, a qual
pode alterar-se durante o estimulo do HD-tDCS e carece de mais

estudos.

5.4 Utilidade pratica desta pesquisa e préoximos passos

A proxima etapa seria realizar novo estudo randomizado, multicéntrico,
abrangendo maior numero de participantes e com insonacédo também da artéria
cerebral posterior. Faz-se necessario também, em paralelo a avaliagido das
velocidades médias de fluxo, a monitorizagdo da vasorreatividade cerebral, que
pode alterar-se durante a estimulagdo por HD-tDCS e é um mecanismo

associado ao funcionamento da unidade neurovascular descrito no item 1.4.

Sao necessarios também novos ensaios clinicos em outros métodos de
estimulagdo, como a estimulagdo magnética nao-invasiva e associagdo com
métodos de monitorizacdo de fluxo que permitam também a avaliagdo da
microcirculagao (fNIRS ou ressonancia magnética funcional) e ndo apenas da
macrocirculagdo (ultrassom doppler transcraniano avaliando as artérias do

poligono de Willis).

A partir destes estudos, certifica-se a segurangca em relagdo a circulagao
cerebral, permitindo a ampla aplicacao clinica e académica em pacientes com

doencas cérebrovasculares.
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7. ANEXOS

7.1 Estudo publicado: Middle cerebral artery blood flow stability in
response to high-definition transcranial electrical stimulation: A
randomized sham-controlled clinical trial.
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Keywurele:

Since nearanal activity is eoupled with newrevascular activity, we aimed o analyze the cerebral biuod fow
H!I‘f'":‘-‘“fi""“‘" rascranial cloctric nemmdynnmics durlng and following high-definitlon wanserantal direct current stimulation (HO-DCS) We
stirmulagion

assessed the mean middle cerebral attery bland fiow welacity (MCA-BFy) bilaterally using transcranial deppler
ulirasound, during ond after HO-DOCS, In eleven right-handed healthy ndult particlpands (6 women, 5 men; mean
age 31 + 5.6 years old), with no evidence of brain or cardisvascalar dysfunction. The HBADCS electrade
mantage was centerod over the right tempora-pariel joncton, The stimulation protocol comprised 3 blocks of
2 min # each current intensity (1, 2, and 3 mA) and an inter-stimulus interval of 5 min between blocks. Par
ticipants received three electrical stimulation conditions (anode center, cathode conter, and sham) on three
different dave, with an interval of a1 least 24 b Stimulazion was well wlerated across HD-DCS conditions wsted,
and the volunteers reported no signifivant discamfor: related 1o ssimulation, Thers was no significant difference
i the right or the left MCA-BFY during or after the stimulation protoco] seross all simulbathon conditons. We
carclude that nt 4 range of intensities, vascular reaction assessed sing middle cersbeal artery blosd Aow is not
algnificantly abwred during or afrer HD-UCS bodh locally and remmely, which provides further evidence for the
safety of HO-DCS,

Transeranial deppler
Hemodynomic resporse
Safiety

1. Introduction disorder, for which there i no present established treatment [5-7],
Typlcally, patients with ¥V disorder do not complain about their
abnormal sense being undetected unless appropriately assessed |5,
While still overlonked In some neuralogical sertings, VY disorder |5

known to strongly impact functional recovery after stroke [5.7.5], The

High-definition transcranial direct corrent stimulation (HD-tDCS) is
an emergent experlmental treatmtent option in psychiatey and neurology
[1,2], There has been a focus on HD-tDCS behavioral, imaging, and

elecorophysiological effects, yet there i 2 dearth of Hierature on he-

modynamic effects of the main cerebral arteries, which may be partic-

ularly mportant in applications of cerebrovascular disease (341,
More than half of patients after stroke experience visugl vertical {VV)

most severs expression of ¥V disorder s termed “pusher syndrome” or
“lateropulsion”, [t is a severe body tilt associated with pushing behavior
and resistance to any external attempt to correct the patient’s body to
the true verticsl position [V, |. The resolution of VV disorder is
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Fig. 1. : High-definition transcranial clectrical stimulation (HDDCS) protocol thae induced sustained behavieral effects did not incuce a significant vascalar
response. a: Finite element models of iDES using the 3 « 1 HD-DCS electrode montage over TR predicied the nduced electric field on the braing previowsly
puablished by Santos et b Didference betwesn the visual vertical perception ascesoed at basaline and 2 min after the end of HDADCS with current intensities of
1,2, and 3 ma {mean; ML) There were imtensity and polarivy-specific effects only after the cathode centes HID-DCS condinion. Inset represents the Hne inside the
Ducker wsed 1o ases visual vertical perception from te participant’s perepective. The amows illustrate the sde of the bucker's mtation: previowsly published by
Santos et al. [22). o Experimental setup of the cerebral hemodynamics wrial. d: Difference between the middle cerebral artery blood fow velacity (MCA-BFy,
expressed 08 8 percentage) assemeed o beseline and 2 min after the end of stimulation of HD-DCS with current intensities of 1, 2, amd 3 ned, showing noe significant
change. [nsex represents a sample of transeranial doppler duta (picture of the monitor) during the HI-DCS a8 3 mA. (3 and b Images under Open Access and Creative

Comimons Atrribution License). Wrnten informed eongent was obtalned from the parteipants to publish this limage,

associated with better functional outcomes [7,5.12.77], Newroanatom-
lcal smdies indicate several cortical areas associated with verticalicy
disorder, including insuls [7,14-10], postcentral gyrus [14,10], inferior
frontal gyrus |- . parletal vortex (914,17 18], superlor and
middie temporal gyrus (9. 7.19], and the temporo-parietal juncticn
(TR (20,21,

Targeting the TPJ, we have developed & non-invasive neuro-
modulagion method that ean exert a powerlul, sustained direction.
specific manipulation on visual vertical perception and postural con-
trel using HD-DCS in neurodypical and post-stroke subjects 22,21,
However, to establish an effective and safe therapeutie strategy for
stroke patients using HDMDICS, it s critical 1o determing hemodynamic
effects on main cerebeal arterles.

Most recently, the need w investigate the hemodynamic effeces of
nmon-invasive transcranial electric neuromodulation on the main cerebral
arteries using transcranial doppler ultrasound (TCD) was highlighted (2,

H. Changes in middle cesebral artery blood flow velovity were described
after different transcranial clectric and magnetic neuromodulation
protocals [ 4] {for review, see | 1.4]). However, no stedy describad
the hemodynamic cffecis of HD-4DES on the main cerebral arieries,

montage involving a cenival cathode and surrounding anode clec-
wodes where we previously demensteated behavior effects. We reaconed
that understanding potential main cerebral artery blood flow changes
would be relevant to implementing our stimulation protoco] in cere-
brovaseular disorders. We conducted a clinical trial using the range of
our stimulation parameters ypically applled and systematically evalu-
ated during and after stimulation effects. We hypothesized that middle
cerebral artery cerebral blood flow would increase associated with
stimulation, either due to a direct effect on the blood vessel or secondary
1o the increase in neuronal activity, and that protocel would be well
tolerated.

2. Methods

In a randomized, sham-controlled, double-blind, crossover design,
we studied eleven right-handed healthy adult participants (6 woemen;
mean 31 = 5.6 vears ald) with no brain or eardiovaseular dysfunction
cvidence.

Thizs study wag conducted according o the Helsinki Declaration re-
quircments for human investigation and approved by the local cthics
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Fig. 2. : Right tupper graph) and left {lower graphi middle corebral arvery biood flosw velocity (MCA-BFy); expressed by the difference from baseline as percentage)
shiowing no significant changes during (2 min of stimulation] and after (5min fellowing stmulaton) 1, 2, and 3 mA HDMDCS over the rlght tempor-

parietal junction,
21, Simuledon Promeol

The HD-DCS (Soterix Medical, New York, USA) was placed over the
right TPJ region and composed of four electrical stimulation electrodes;
the single-center electrode was placed on the right hemlsphere n the
circumeenter of & triangle with vertices on the 10-20 electroencepha-
logram (EEG) system | 27| eoordinates G4, T4, P4, The three surreunding
electrodes were placed over C4, T4, and P4. The same position of the

| les weas used during 1 Jition, The stimulation profoco]
comprised 3 blocks of 2 min at each current intensity {1, 2, and 3 mA),
and an intersstimulus interval of 5 min between blocks, The approximate
total duration of each session was 120 min. Participants received three
electrical stimulation conditions (anode center, cathode center, and
sham} on three different days, with an interval of at least 24 h.

Block randomization was used for HD-DCS conditions (anode cen-
ter, cathode ceneer, and sham) and curvent intensity (1, 2, and 3 mAL
Simple balanced randomization was nsed to determine the sham con-
dition {anode or cathode center). A detailed descriptian of the profocal
can be found elsewhere [22],

The participants, assessor, and statsticlan were blind e the
intervention.

2.2 (Rieoimse medsures

We assessed the middle cerebral artery blood fow velociry (MCA-
BFv) using a portable transcranial doppler ultrasound (Compumedics,
Germany), Two 2 MHz ulirmsound fransducers were placed over the
right and the left temporal bone windows and fized with a headpiece
(Multidop®; Conip dics, Germanyl, Ing the MCA-BFV al an
aversge depth of 55 mm { = 3 mm) [29-31]. The primary outcome was
the mean MCA-BFy sinee i1 is 2 central parameter in TCD with good
reprocfucibility and less interindividual variability than the systolic or
dinstolic peak velocities [31- The time-points of MCA-BFy asses-
ment collected in relation to each block of stimulaticn were: TO! base-
line; T1/online: 30 & after stimulumion (immediaely after rampoup);
T2 /online: 2 min (bafore ramp-down); T3/0ffline: immediately after
the end of stimulation {(after ramp-down);, T4/offline: 5 min after
stimulation.

Tolerability wis nssessed using the visual analog scale for discomfor:
degree after each application of HD-ICS, graded from zero to 10 (22,
34]. After each session, the participants wete also instructed to report
any siudy-related adverse effects.
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Deseriptive data of the right and left Middle Cerebeal Arery Blood Flow velocity (MCA-BFv) for each HD-(DCS condition and current intensicy.
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mA: milliampere; SD: standard deviation; 1QR: interqu
minutes,

2.3, Statistical analysis

The statistical guidelines for the analysis of crossover studies wers
followed with its longitudinal/temporal structure | We used the
Kruskal-Wallis test to assess the effect of current intensity for each
HD-DCS condition (anode center, cathode center, or sham} and the
effect of HD-DCS condition for each current intensity (1, 2, or 3 mAL
Since the hypotheses were defined a priorl, and we used a global test
across comparison freatments, no adjustments for multiple comparisons
were performed [96]. A 5% level of slgnificance was used (two-sided).
Statistical analyses were performed using B Project for Statistical
Computing. The descriptive results of the figures are presented as the
difference from the baseline. A 20-30% difference from baseline in
MCA-BFY is considered a clinically sigaificant change for inducing
neurological symptoms [20.31].

3. Results

Stimulation was well tolerated across stimulation conditicns tested
(see the companion dataset paper), consistent with prior results (221,
There were no serious adverse effects reported in this study.

The present study revealed no statistically significant difference in
MCA-EFv during the stimulation protocol across all conditions, on either

le interval rangs; MCA-RFv: middle cerebral artery bload Fow velocity; cm: centimeter; s secand; min;

the ipsilateral or the contralateral stimulation side (0 1 an
1ble 1), The change in MCA-BFv, observed both dnrlng and fiol Iomng

stimulution, was below the range of change {20-30%) dwl is deseribed

to have a potential threshold for clinical significance (Fig. 1).

4. Discussion

This ig the fiest report of cerebral hemodynamic effects of HD-IDCS
assessed using TCD. The effects of conventional tDCS were previously
Investigated by Vernierl er al. (2010), who did not observe any signifi-
cant change in MCA-CBFv |24 Under the same stimulation proto-
col, Giorli et al. (2015) found an increase in MOA-BFv during and after
anodal condition and a decrease after cathodal condition |. Different
resiilts might cocur due to methodology discrepancies or individual
variability.

Changes in microvasculature cercbral blosd Mow and  blood
oygenation during and after HD-tDCS were described in healthy sub-
jects [37-40] and patients after traumatic brain injury [41]. Indeed,
different methods such as functional magnetic resonance imaging,
funetional near-infrared spectroscopy, and computerized tomography
can also investigate cerebral hemodynamic features [3 4], However,
TCD is advantageous sinee it is a non-invasive, low-cost, and
radiation-free tool that allows measurement at the bedside, with
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continuous and real-time evaluation of main cerebral artery hemody-
mamics, It is widely usexl in clinical practice as a reliable and high
sensitivity tool in experienced hands for assessing the cerebral blood
flow of main cerebral arteries (3 Furthermore, TCD is recom-
mended by the American Heart Association for monitoring cerebral
vascular clinical situations sech as stenosis, vasospasm, shunt, and
embali Thus, TCD can be considered an optimal tool o assess
safety relating to middle cerebral artery hemodynamic effects from
transeranial brain stimulation protocels.

The experimental use of tDCS for the prevention of infarct growth in
hyperacute siroke requires cerebrovascular safety analyses [42.43]. A
recent pilot study in humans showed a promising application of con-
veational tDCS applied before completing the recanalization procedure
in hyperacute middle cerebral artery stroke patients [44]. The focal
HD-DCS methed as used in the present study, might be applied for the
same purpose in the future and our findings could contribute to a pos-
itive rigk-benefit pssessment for developing new protocols,

Here we provide evidence that vascular reaction assessed by bleod
flow was unaltered during and after HD-ADCS at a range of intensities,
both locally and remotely. Together with the wolerability data, these
finlings are essential considerations in safety amd mechanism for
neurologic and peychiatric patients associated with cerebrovascular
disease etiology, Yet, further exploration is warranted given that the
potential middle cerebral artery vascular response to brain electric fields
{either directly or indirectly) might increase with mome prolonged
stimulation or with brain lesions. Fumure studies should analyze the
characteristics of continuous data,
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Keywnrds, 3 mA. Participants received three electrical stimulation
High-definition transcranial efectric conditions {anode center, cathode center. and sham) ran-
stimulaticn domly ordered across different days. The collected data
Teanscramal dopgler is publicly available at Mendeley Data. This article and
;L"’f;;;"""*”“‘ fESpOnEe: the data will inform Ffuture related investigations and

safety analysis of transcranial non-invasive brain stimulation.
i@ 2022 The Authors. Published by Elsevier Inc.

This is an open access article under the CC BY license

{hitp: //creativecommons.org/licenses /by 4.0/)

Specifications Table

Subject Meurnscience: General
Specific subject area Transcranial Neuromaodulation dnd Vascular Neurology,
Type of dara Takle
lmage
How the data were acquired The rranscranial Doppler (TCD) ulrraseund dara wag acquired using a

Multidop®X; Compumedics. Germany device to assess the mean right and left
middle cerebral arferies’ blood fiow velocity (MCA-BFv), through the
transtemporal bone windows of the participants. At the same time, the
HO-DCS (Soterin Medical, New York, USA) was placed over the right
temporo-parietal junction (TP]) and participants received three electrical
stimulation conditions (anode center, cathode center, and sham) on three
different days, Data were recorded before (baseline), during. and after the

stirmulation.
Dara format Raw
Analyred
Imyage
Descriprion of data collection The data of eleven healthy adulrs were collecred in a hospital room dedicared

to neurophysiological investigation. with the participant in a comfortable
supine position, exposed to low light, and in silence. Bilateral MCA-BFy were
concomitantly assessed using two TCD transducers fixed with a headpieoe
(Multidop®X; Compumedics, Cermany), observed in the ultrasound display
and video recorded. The fime points of TCD data assessment were befiore,
during, dnd alter each stimulation trial. Visual analoy scale data for discomion
was collected after each stimulation intensity block. The participants, assessor,
and statistician were blinded o the stmulation prodocol.

Dara source locabion Institution: Department of Neurosciences and Behavioral Sciences, Ribeirao
Preto Medical School, University of 5ao Paulo.
Ciry Town/Region: Ribeirao Preto | Sho Paubo,
Country: Brazil
Lagitunde: 21° 10F 36" South | Longitude: 47" 4% 15" WesL.

Data accessibility https:{idatamendel ey com/datasets GAnS84n2d4] 1
dod: 10,7632 /64n584n2d4.1
Related research article Stefano LHE. Favoretto DB, Mascimento DC, Santos LRA, Louzada F, Bikson M,

et al. Middle cerebral artery biood flow stabilily in response to high-definition
rranscranial electrical stimulation : A randomized sham-controlled clinical rrial.
Clin Neurol Neurosurg. 202222 0{May): 107,345,

hrrps:f fdokorg 10, 1016/j.cinewro, 2022, 107345

Value of the Data

= The high-definition transcranial direct current stimulation (HD-tDCS) is an emergent exper-
imental treatment for recovering cognitive and motor deficits following neurological disor-
ders through the modulation of cortical excitability [1,2]. As different cerebral blood flow re-
sponses can occur ollowing neuronal actvity changes, the analysis of hemodynamic eflects
of the main cerebral arteries is significant for applving HD-tDCS [31L
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= The data were ohtained using the well-established transcranial Doppler witrasound method
[0 assess cerebral blood How velocity ol the right and lelt middle cerebral arteries.

« The dataset allows anyone (o reproduce the analysis published in the companion paper enti-
tled “Middle cerebral artery blood flow stability during and after high-definition rranscranial
electrical stimulation: a randomized sham-controlled clinical trial™,

» The dataset can benefit researchers aiming to analyze the safety and vascular modulatory
patential of non-invasive brain stimulation.

1. Data Description

The dataset is in a workbook (.x1s) accessible in Mendeley data (see Specifications table). This
dataset is composed of 14 variables described in a separare legend sheet.

Table 1. Raw data of right and left Middle Cerebral Artery Blood Flow velocity (MCA-BFv) and
Visual Analog Scale Score [or discomiort for each HD-tDCS condition and current inlensity.

2. Experimental Design, Materials and Methods

For methodical detail of the protocol, see the companion paper “Middle cerebral artery blood
flow stability during and after high-definition transcranial electrical stimulation: a randomized
sham-controlled climical trnial.” [4]. In brief, we assessed the mean maddle cerebral arteries’ blood
flow velocity (MCA-BFv) of eleven healthy right-handed adults (6 women; mean age 31 + 56
years old) before, during, and after high-definition transcranial direct current stimulation (HD-
DCS). The participants, assessor, and statistician were blind o rhe intervention.

The HD-IDCS device (Soterix Medical, New York, LISA) was conirolled by an independent in
vestigator specialized in non-invasive neuromodulation that set and delivered the intervention
condition 0 guarantee the allocation concealment. The stimulation electrodes were placed over
the right remporo-parietal junction (TP) region and composed of four circular AgfAgCl elec-
trodes (1 cm radius, 5.99¢7 Sfm) atached w plastic holders, filled with conductive gel (4 mm
thickness, 1.4 5/m) and fixed by a HD cap. The position of the electrodes was selected after the
analysis of finite element models of HO-IDCS over the targeted TP that predicted the induced
electric ficld on the brain [G]. The center electrode was placed in the circumcenter of a triangle
with vertices on the 10-20 electroencephalogram (EEG) system [5] coordinates C4, P4, T8, and
surrounded by three electrodes placed over €4, P4, and T8. The stimulation was administered in
3 blocks of 2 min at each current intensity (1, 2, and 3 mA) and an inter-stimulus interval of
5 min between blocks. Participants received three electrical stimulation conditions (anode cen-
ler, cathode center, and sham) with identical electrode positions, on three dillerent days, with
an interval of at least 24 h. In the active HD-tDCS conditions, the electric current ramped-up for
the initial 30 5, maintained the current intensity for 2 min, and ramped-down for 30 5 ar the end
ol the stimulation. To ensure blinding ol participant, the HD-tDCS device was positioned away
from the participant’s visual field and, in the sham condition, the current followed a ramp-up
af 30 5 to the randomized current infensity and a subsequent ramp-down phase of 30 s. The
HD-1DCS conditions and current intensities were block-randomized (Table 1), The sham condi-
tion (anode or cathode center) was determined using simple balanced randomization. The same
stimulation protocol was applied previously o investigate its effects on verticality perception,
postural balance and EEG [6,7].

The transcramial Doppler (TCD) wltrasound was assessed in a silent hospital room dedicated
o the neurophysiological investigation. Parficipants were instructed not o drink caffeine or al-
cohol 24 h prior to each session. In a comfortable supine position with low light, participants
were asked to stay still while data was collected from 2 MHz ultrasound transducers were placed
over their right and the leff temporal bone windows and fixed with a headpiece (MultidopdX;
Compumedics, Germany;). The neurovascular neurclogist (LLH.5.5.) supervised the TCD signal and

58



T Liwso -
B LH. Stefano, D8, Fvoreno and 0.C Nascimento e al fDaea in Brief 45 (2022) 108603
Table 1
Randomization method for the HD-0CS condinion and current intensity per session.
Randomization Code Session 1 Session 2 Session 3
A HD-tDCS condition AL s SH
Current intensity sequence (mA) s 23 231 212
B HD-tDCS condition AC cc 5H
Current intensity sequence {mA) b | £ H H 1123
C HD-tDCS condition AC cc SH
Current ntensity sequence (mA) E R 123 2131
o HD-tDCS condition oC 5H AC
Current intensity sequence {mA) 1;2:3 2.3 i
E HO-tDCS condition cC SH AC
Current intensity sequence (mA) 2: 31 3:1;2 1; 2; 3
F HD-tCS condition cc SH AT
Current intensity sequence {mA) K bl [ 123 22321
G HD-CS condition SH AC oc
Current intensity sequence {mf) 1;2:3 27321 3:1;2
H HD-tDCS condition SH AC oC
Current intensity sequence (mA) 2:3:1 3:1:2 o3
1 HD-tDCS condition SH AC cC
Current intensity sequence {mh) W2 1123 2031

AC, anode-center; CF, cathode-center; SH: sham: ma, milliampere.

Table 2
Descriptive data of Visual Analog Scale Score for discomfort, with each HD-tDCS condition and current intensity.
SHMean CCMean M Mean
Current (5D Median (5D Median (5DiMedian
Intensity [1QR] (] [1QR]
Baseline 0+0 o0+0 oD+0
0oy oo o [o]
1 mAa 07 1 119 236 | 206 063+ 067
0 1] 1[1: 45] 1]0: 1]
2 mA 0so | 122 254 | 258 290 1 254
1[0 1] 2 [05: 3.5 2 [15; 45]
3 mA 145 + 163 381 k183 342
1[0 2.5] 4[3; 5] 3[15: 4]

AC: amode center, O cathode center: SH: sham: 50 standard deviation: IQR: interquartile range.

adjusted the ransducers as needed during the data collection and was blind (o the stimulation
randomization. The TCD relies on pulsed wave Doppler to produce a speciral waveform with
peak systolic velocity (PSV) and end diastolic velocity (EDV) values. The mean flow velocity is
the resull of [PSY + (EDV * 2) [ 3] and was chosen as the primary oulcome measure since il is a
central parameter in TCD with good reproducibility and less interindividual variability compared
fo sysrolic or diastolic peak velocities (for review [8-10]). The MCA-BFv were assessed ar an
average depth of 55 mm (4 3 mm) [8,9], shown in the ultrasound display and recorded in real-
time video. The time-points of MCA-BFv assessment collected within each block of stimulation
were: TO: baseline; T1jonline: 30 s after stimulation (immediately after ramp-up); T2/online;
2 min (before ramp-down); T3jolfline: immediately after the end of stimulation (afler ramp-
down); T4/offine: 5 min after stimulation. After each session, participants were asked o report
the discomfort degree using a visual analog scale, graded from zero to 10 (Table 2), and any
adverse effects related to the study protocol during the study period.
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