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RESUMO

A estimulagao por ultrassom transcraniano focal de baixa intensidade (UFBI) € uma nova
técnica de estimulagéo cerebral ndo invasiva com alta resolu¢ao espacial. O UFBI pode
reduzir transitoriamente a excitabilidade cortical durante a sonicagao (efeito online). O
UFBI no modo thetaburst (tbUFBI) induz aumento da excitabilidade cortical por até 30
minutos (efeito offline), provavelmente devido a um efeito de plasticidade semelhante a
potenciacédo de longo prazo (LTP). Como a doenga de Parkinson (DP) € conhecida por
ter excitabilidade cortical e plasticidade alteradas, nosso objetivo foi avaliar os efeitos
clinicos e neurofisiolégicos do UFBI aplicado ao cértex motor primario (M1) em pacientes
com DP. Vinte pacientes com DP foram avaliados (4 mulheres, idade média de 59,1 + 8,7
anos) tanto no estado 'ON' quanto 'OFF' da medicagédo dopaminérgica, e 17 controles
saudaveis (5 mulheres, 63,7 + 9,2 anos).Foram também testados 7 pacientes (3 mulheres,
66,418,7 anos) com DP recém diagnosticados (DP-denovo). O protocolo online consistiu
na sonicacdo do M1 com intensidades de 20W/cm? (ativo) e OW/cm? (placebo), com
medidas simultaneas de potencial evocado motor (PEM) por estimulagdo magnética
transcraniana (EMT). O protocolo offline consistiu em 80 segundos de tbUFBl em M1 com
intensidade de 20W/cm?. A excitabilidade cortical foi avaliada por meio das amplitudes de
PEM no estado basal (antes do tbUFBI), em 5 minutos ('T5'), T30 e T60 apds o tbUFBI.
O teste de Wilcoxon mostrou diferencga entre as condigbes Ativo vs. Placebo para o grupo
DP-ON (p=0,03), mas ndo para DP-OFF ou controles. O modelo linear de efeitos mistos
(LME) para DP-ON vs. controles mostrou efeito do UFBI (p=0,048), sem efeito de grupo
ou da interagao UFBI x grupo. O LME para DP-OFF vs. controles e LME para DP-ON vs.
DP-OFF nao mostraram efeito significativo de UFBI, grupo ou interagdo. Para os efeitos
offline, a comparacao entre o PEM basal e T5, T30 e T60 usando o teste de Wilcoxon
mostrou diferenga para T30 nos controles (p=0,02) e DP-ON (p=0,042), mas nao nos DP-
OFF. LEM das amplitudes de PEM apds a sonicagao, comparando controles com DP-ON,
mostrou efeito do tempo (p=0,002), mas nenhum efeito do grupo ou interagao (grupo x
tempo). Ao comparar controles com DP-OFF, houve efeito do grupo (p=0,03), do tempo
(p=0,03) e da interagao (p=0,02). Ao comparar DP-ON com DP-OFF, houve um efeito do
grupo (p=0,03), sem efeito do tempo ou da interagdo. O LME para DP-denovo vs. DP-
OFF mostrou um efeito significativo da interagdo tempo x grupo (p=0,03). A analise post
hoc de Mann-Whitney U mostrou diferenca comparando DP-denovo T30-PEM e DP-OFF
T30-PEM (p=0,04). Houve uma diferenca significativa na pontuacdo de bradicinesia do
mUPDRS entre o estado basal e o T60 em DP-ON (p=0,05) e em DP-denovo (p=0,04),
mas nao em DP-OFF. A pontuacgao total e as outras subpontuagdes tremor e axial nao
apresentaram diferengas ao comparar o estado basal com o T60 em DP-ON, denovo ou
OFF. O UFBI online reduziu a excitabilidade cortical em DP-ON, mas nao em controles
ou DP- OFF. O tbUFBI induziu plasticidade cortical motora em controles e DP-denovo,
mas néo em pacientes com DP-OFF. No entanto, a plasticidade foi restaurada nos
pacientes DP-ON. Os pacientes DP-ON e denovo apresentaram melhora da bradicinesia,
destacando um potencial efeito sintomatico do tbUFBI.

Palavras-chave: Doenga de Parkinson; neuromodulagdo; ultrassom focal de baixa
intensidade; excitabilidade cerebral; plasticidade cerebral.



ABSTRACT

Transcranial low-intensity focused ultrasound (tFUS) is a novel non-invasive brain
stimulation technique with high spatial resolution. tFUS can transiently reduce cortical
excitability during sonication (online effect). In theta burst mode (tbFUS), tFUS induces an
increase in cortical excitability lasting up to 30 minutes (offline effect), possibly due to a
plasticity effect similar to long-term potentiation (LTP). As Parkinson's disease (PD) is
known to be associated with altered cortical excitability and plasticity, our goal was to
evaluate the clinical and neurophysiological effects of tFUS applied to the primary motor
cortex (M1) in PD patients. Twenty PD patients were evaluated (4 females, average age
59.1 + 8.7 years) both in the 'ON' and 'OFF' states of dopaminergic medication, along with
17 healthy controls (5 females, 63.7 + 9.2 years). Additionally, 7 newly diagnosed PD
patients (PD - denovo) were tested (3 females, 66,41+8,7 years). The online protocol
involved sonication of M1 with intensities of 20 W/cm? (active) and 0 W/cm? (placebo), with
simultaneous measurements of motor-evoked potentials (MEPs) by transcranial magnetic
stimulation (TMS). The offline protocol consisted of 80 seconds of tbFUS on M1 with an
intensity of 20 W/cm?. Cortical excitability was assessed through MEP amplitudes at
baseline (before tbFUS), at 5 minutes ('TS'), T30, and T60 after tbFUS. Wilcoxon's test
showed a difference between Active vs. Placebo conditions for the PD-ON group (p=0.03),
but not for PD-OFF or controls. The linear mixed-effects (LME) model for PD-ON vs.
controls showed a UFBI effect (p=0.048), without a group or UFBI x group interaction
effect. LME for PD-OFF vs. controls and LME for PD-ON vs. PD-OFF did not show a
significant UFBI, group, or interaction effect. For offline effects, the Wilcoxon test
comparing baseline MEP with T5, T30, and T60 showed a difference at T30 in controls
(p=0.02) and PD-ON (p=0.042), but not in PD-OFF. LME of MEP amplitudes after
sonication, comparing controls with PD-ON, showed a time effect (p=0.002), but no group
or interaction effect (group x time). Comparing controls with PD-OFF, there was a group
effect (p=0.03), a time effect (p=0.03), and an interaction effect (p=0.02). Comparing PD-
ON with PD-OFF, there was a group effect (p=0.03), with no time or interaction effect. The
LME for PD-de novo vs. PD-OFF showed a significant time x group interaction effect
(p=0.03). Post hoc Mann-Whitney U analysis showed a difference comparing PD-de novo
T30-MEP and PD-OFF T30-MEP (p=0.04). There was a significant difference in the
bradykinesia score of the mUPDRS between baseline and T60 in PD-ON (p=0.05) and in
PD-de novo (p=0.04), but not in PD-OFF. The total score and other tremor and axial sub-
scores showed no differences when comparing baseline with T60 in PD-ON, de novo, or
OFF. Online tFUS reduced cortical excitability in PD-ON, but not in controls or PD-OFF.
tbFUS induced motor cortical plasticity in controls and PD-denovo, but not in PD-OFF
patients. However, plasticity was restored in PD-ON patients. PD-ON and denovo patients
showed improvement in bradykinesia, highlighting a potential symptomatic effect of tbFUS.

Keywords: Parkinson's disease; neuromodulation; low-intensity focal ultrasound; brain
excitability; brain plasticity.
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1 INTRODUCAO
11 DOENGCA DE PARKINSON

1.1.1 DEFINIGAO E ASPECTOS CLINICOS

A Doenga de Parkinson (DP) é a segunda doenga neurodegenerativa mais
prevalente no mundo. A sua incidéncia é estimada em 17 por 100.000 pessoas por
ano (Hirsch et al., 2016). De 1990 a 2015, o numero de individuos com DP no mundo
dobrou, sendo estimado em cerca de 6 milhdes de pessoas. Projecdes feitas para o
ano de 2040 sugerem que, impulsionado pelo envelhecimento da populagédo, esse
numero deve novamente dobrar, chegando a 12 milhdes de pessoas (Dorsey et al.,
2018). No Brasil, existem poucos estudos que avaliam prevaléncia da doenga, o mais
recente realizado em Bambui, mostrou uma prevaléncia estimada de 3,3% em

pessoas com 64 ou mais anos (Barbosa et al., 20006).

Os sintomas motores mais comuns da DP incluem bradicinesia associada a
tremor de repouso e rigidez (Postuma et al., 2015b). Contudo, o espectro clinico da
doenca contém também sintomas ndo-motores que podem se manifestar antes ou
apo6s a instalagdao dos motores. Entre os sintomas ndo motores estdo depressao,
transtorno comportamental do sono REM, constipagao, hiposmia e declinio cognitivo,

como ilustrado na

Figura 1 (Armstrong & Okun, 2020). Essas manifestacbes clinicas podem

ocorrer de maneira bastante heterogénea em cada paciente com evolugdo também
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diferenciada, o que suporta o conceito atual de que existem diversos subtipos de DP
(De Pablo-Fernandez et al., 2018).
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Figura 1. Sintomas clinicos e evolugédo temporal progressiva da DP. DCREM: Disturbio comportamental
do sono REM; DCL: Declinio cognitivo leve; SED: Sonoléncia excessiva diurna. Adaptado de: Kalia et
al. 2015

A etiologia da DP ainda é desconhecida na maioria dos casos. Alteragbes
genéticas monogénicas sao a causa em cerca de 3-5% dos casos (Bloem et al., 2021).
Alguns fatores de risco como presenga de tremor, constipagéo ja foram identificados,
mas sem apontar para uma etiologia especifica (Noyce et al., 2012). As vias
fisiopatoldgicas ja elucidadas representam uma interagdo complexa entre agregagao
aberrante de a-sinucleina, disfuncao de mitocondrias, lisossomas ou transporte de
vesiculas, problemas de transporte sinaptico e neuroinflamagao (Figura 2) (Kalia et
al., 2015).
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Alfo - sinucleina
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GAK
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GBA

SCARB2 (LIMP-2)
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clfa-sinucel’'na

Transmissdo ?
priénica @ SNCA (a-synuclein)
LRRK2
- GCH1
> STX1B (syntaxin-1B)

Figura 2. Processos celulares descritos na patogénese da DP. Adaptado: Kalia et al. 2015
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No que tange a fisiopatologia da doenga de Parkinson, a doenga é
primariamente definida pela degeneragdo dopaminégica de neurénios com proje¢ao
nigroestriatal(Kordower et al., 2013). Essa alterac&o esta associada com modificgdes
importantes nas conexdes motoras dos ganglios da base, levando a um eferéncia
motor disfuncional (Braak & Del Tredici, 2008; Obeso et al., 2008). As alteragdes
motoras resultantes que se manifestam como sintomas na DP estdo correlacionadas
com mudangas na atividade do cortex motor em modelos animais de DP (Guo et al.,
2015; Hyland et al., 2019) bem como em pacientes com DP(Ammann et al., 2020;
Lefaucheur, 2005).

A atividade cortical motora pode ser descrita a partir da avaliacdo da
excitabilidade cortical com métodos nédo invasivos como a EMT. Um regulador chave
da atividade motora cortical € o equilibrio entre excitagao e inibicdo, que pode ser
avaliado com uso de protocolos especificos de EMT(Chen, 2004). Apesar de décadas
de investigacdo, ainda ndo esta o mecanismo que leva a hiperexcitabilidade cortical
encontrada na DP, os principais achados referentes a esse topico serdo descritos a

seqguir.

1.1.2 EXCITABILIDADE CORTICAL

A EMT pode ser usada para avaliar a excitabilidade cortical e testar circuitos
cerebrais, especialmente por meio da mensuragao dos potenciais motores evocados
(PEM). Ao induzir uma corrente elétrica na representagdo do cortex motor primario
(M1) de um musculo especifico, a eletromiografia (EMG) pode ser usada para registrar
a atividade muscular evocada pela ativagdo do M1, transmitida através do trato
corticoespinal (Badawy et al., 2012; Hallett, 2007). A amplitude do PEM é um indicador
da excitabilidade cortical e espinal, bem como da integridade dos caminhos
corticoespinais (Figura 3). Assim, no cértex motor, o estimulo necessario para produzir
um PEM tipico reflete a excitabilidade/conduc&o global de interneurénios corticais,
vias corticoespinhais rapidas, bem como motoneurénios espinhais (Cracco et al.,
1999).



26

O limiar motor em repouso (RMT) esta fisiologicamente relacionado a
excitabilidade da membrana, especialmente em relagdo aos canais de sédio (Badawy
etal., 2012). Ele se refere a intensidade da EMT necessaria para evocar uma resposta
de PEM de 50 microvolts em 5 de 10 tentativas de pulso unico. Paradigmas de EMT
em pares podem ser usados para avaliar circuitos intracorticais no M1. Geralmente,
eles envolvem um estimulo condicionante (CS) seguido por um estimulo de teste (TS)
em uma variedade de intervalos interestimulos (IIE), como representado na Figura 3.

50ms |1mV

A l/\( C \l/)\f

\V N
B I)‘,_ 5 *M

Figura 3. Representagéo do EMT de pulso pareado. (A) Estimulo de teste isolado (seta azul) gerou um

PEM com amplitude de 1mV. (B) SICI: um estimulo subliminar (seta vermelha) entregue 2ms antes do
estimulo de teste (seta azul) reduziu a amplitude do PEM. (C) ICF: um estimulo subliminar (seta
vermelha) entregue 10ms antes do estimulo de teste (seta azul) aumentou a amplitude do PEM. (D)
SICF: um estimulo supraliminar (seta azul) entregue 1,4ms antes do estimulo limiar (seta verde)

aumentou a amplitude do PEM. Adaptado de Udupa e Chen 2019.

A inibigao intracortical de intervalo curto (SICIl) € uma medida em pares que
avalia a inibigho nos circuitos cerebrais (Kujirai et al., 1993).
Os processos fisioldgicos subjacentes ao SICI ainda n&o estdo completamente
resolvidos, embora circuitos corticais de interneurdnios inibitérios, atuando através de
receptores GABAA, e projetando-se em tratos de saida piramidais, contribuam para o
desenvolvimento do SICI (Higashihara et al., 2020; Ni & Chen, 2008). A facilitagdo
intracortical de intervalo curto (SICF) é um paradigma de pulso pareado de EMT que
mede a excitagdo cortical (Higashihara et al., 2020). O mecanismo da SICF & proposto
como sendo por meio da soma dos efeitos do primeiro e segundo estimulos no
segmento inicial do axénio de interneurdnios corticais que geram ondas indiretas (I)
(llic et al., 2002).
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1.1.3 EXCITABILIDADE CORTICAL NA DOENCA DE PARKINSON

Na DP, o envolvimento dos nucleos basais e as alteragdes nas projecdes
talamocorticais levam a uma fisiologia cortical anormal (Udupa & Chen, 2019a).
Estudos anteriores de EMT mostraram que a excitabilidade cortical e a plasticidade
cortical estdo comprometidas em pacientes com parkinsonismo (Ni et al., 2013a) e
sintomas motores como bradicinesia estdo relacionados a alteragdes na excitabilidade
do cortex motor (Bologna et al., 2018, 2020). Paradigmas de EMT de pulso pareado
usados para testar os circuitos inibitérios e excitatérios corticais mostram um aumento

da excitabilidade cortical em DP (Tabela 1).

A SICI é considerada uma medida de inibigao cortical mediada pelos receptores
GABAA (Ziemann, 2004b) e esta diminuida no parkinsonismo, mesmo quando
mensurada no hemisfério cerebral assintomatico (Ammann et al., 2021). A facilitagao
intracortical de intervalo curto (SICF) esta aumentada no parkinsonismo, e se
normaliza apos o uso de medicagdo dopaminérgica. (Ni et al., 2013a; Udupa & Chen,
2019a). As alteragdes na SICI e SICF s&o secundarias a um comprometimento nos
circuitos inibitérios corticais e estdo correlacionadas aos sintomas motores do

parkinsonismo (Ammann et al., 2021; Ni et al., 2013a).

Outras medidas avaliadas pelo EMT de pulso unico ou pareado corroboram a
teoria de hiperexcitabilidade cortical nesses pacientes. O periodo silente se refere a
pausa na atividade voluntaria continua do EMG apdés o PEM, essa pausa esta
reduzida na DP ao se comparar com controles quando se estimula o cortex ipsi ou
contralateral ao musculo examinado com EMG, com restauracdo apds uso de
medicagdo dopaminérgica (Priori et al., 1994; Spagnolo et al., 2013), revelando uma
reducdo de mecanismos de inibicdo diretamente e a partir de conexdes inter-
hemisféricas. Outra medida de pulso pareado por EMT ¢é a inibigao inter-hemisférica
(IHI). Ela € medida ao fornecer um estimulo condicionante ao M1, seguido de um
estimulo de teste ao M1 contralateral (Ferbert et al., 1992). Essa inibicdo é
possivelmente mediada por meio de vias inter-hemisféricas do corpo caloso (Ni et al.,
2009). A IHI esta reduzida em pacientes com DP, especificamente em pacientes com
movimentos em espelho (Li et al., 2007), salientando uma possivel representagao
clinica dessa alteracao.
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A funcao inibitéria do cerebelo também pode ser mensurada pela EMT. A
inibicdo cerebelar do cérebro (CBIl) € mediada pela via cerebelo-talamica-cortical e
pode ser avaliada por pulso unico por EMT do cerebelo seguido por pulso unico na
regido de Ml com um ISI de 5 a 8 ms (Pinto & Chen, 2001; Ugawa et al., 1995) A CBI
esta reduzida em pacientes com DP (Ni et al., 2010), ratificando a abrangéncia da
reducdo de mecanismos inibitorios na DP.

Tabela 1. Medidas de EMT de pulso simples e pulso pareado em pacientes com DP

Medidas de pulso unico de EMT

DP em comparagao aos controles

Limiar motor

Reduzido

Periodo silente contralateral

Reduzido (quando em estado ‘OFF’)

Periodo silente ipsilateral

Reduzido (quando em estado ‘OFF’)

Medidas de pulso pareado de EMT

SICI

Reduzido

SICF Aumentado (quando em estado ‘OFF’)
IHI Reduzido
CBI Reduzido

CBI: Inibigao Cerebelar do cérebro; IHI: Inibigdo Inter-hemisférica SICF: Facilitagao Intracortical de

Curto Intervalo SICI: Inibicao Intracortical de Curto Intervalo. Adaptado de: (Chen et al., 2022)

Estudos sobre os circuitos corticais e suas interagcdes na DP por meio de
estudos de EMT com estimulos em simples ou pareado mostraram alteragcées em
varias medidas de excitabilidade cortical e circuitos intracorticais (Tabela 1). Essas
alteragdes podem variar de acordo com os estagios da doenga, os efeitos dos
medicamentos dopaminérgicos e a heterogeneidade clinica dos fendtipos da DP
(Chen et al., 2022).

1.1.4 PLASTICIDADE CEREBRAL

A plasticidade refere-se a capacidade do tecido neural de modificar sua estrutura
ou fungdes em resposta a estimulos, essas mudancas tém duracéo além do periodo
de estimulag&o (Suppa et al., 2022). A plasticidade cerebral é considerada a base do

aprendizado e da memoria, medeia a recuperacao de lesdes cerebrais, como trauma
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e acidente vascular cerebral, e esta alterada em muitos disturbios neurologicos e
psiquiatricos (Appelbaum et al., 2023). A plasticidade cerebral abrange diferentes
mecanismos de reorganizagcdo, incluindo recrutamento de vias que sao
funcionalmente homdlogas, mas anatomicamente distintas das lesadas,
fortalecimento de conexdes sinapticas existentes, a arborizacdo dendritica e a
sinaptogénese (Rossini et al.,, 2007). A transmissdo sinaptica pode ser tanto
potencializada quanto deprimida como resultado da plasticidade, e essas mudancgas
abrangem dominios temporais que variam de milissegundos a horas ou até dias (Citri
& Malenka, 2008).

Todas as sinapses excitatorias no cérebro virtualmente expressam varias formas
diferentes de plasticidade sinaptica de maneira simultanea(Citri & Malenka, 2008). Os
mecanismos mais conhecidos que mediam a plasticidade sinaptica sao a potenciagao
de longa duragao (LTP) e a depresséo de longa duragao (LTD). A LTP é geralmente
definida como um aumento duradouro, mas ndo necessariamente irreversivel, na
forga sinaptica, ou também pode ser entendida como diminuigdo da LTD (Malenka &
Bear, 2004). A indugdo de LTP e LTD dependem da ativagdo do receptor
glutamatérgico N-metil-D-aspartato (NMDA) e do influxo de calcio pds-sinaptico, como
representado na Figura 4 (Malenka & Bear, 2004; Massey & Bashir, 2007).

Depolarization

Sinapse excitatéria Potenciacao de longo prazo

Figura 4. Modelo de transmisséo sinaptica em sinapses excitatérias. Durante a transmissao sinaptica
basal (painel esquerdo), o glutamato liberado se liga tanto aos receptores NMDA quanto aos AMPA. O
ion Na+ flui através do canal AMPA, mas ndo através do canal NMDA devido ao bloqueio de Mg2+
desse canal. A despolarizagdo da célula pds-sinaptica (a direita) remove o bloqueio de Mg2+ do canal
NMDA e permite que tanto Na+ quanto Ca2+ fluam para dentro do terminal dendritico. O aumento
resultante de Ca2+ é necessario para facilitar as despolarizagbes subsequentes que impulsionam a
plasticidade sinaptica. Adaptado de Citri & Malenka, 2008
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Varios protocolos de EMT foram desenvolvidos para induzir a plasticidade
cerebral (Kricheldorff et al., 2022). Eles incluem EMT repetitiva regular (rEMT),
estimulagao thetaburst (TBS) de forma continua (cTBS) ou intermitente (iTBS) ( Figura
5). Além da estimulagdo quadripulso, e estimulagdo associativa em pares (PAS)
(Figura 6). Esses protocolossdao comumente utilizados para avaliar a plasticidade tipo
LTP em M1 em individuos saudaveis e em pacientes com disturbios do movimento
(Suppa et al., 2022).
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11! | Cada “burst: contem 3 pulsos na frequéncia 50Hz
2 iTBS » r (]
\ /7 ]
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X 8 [ [PEM |/
L1l ) Cada “burst: contem 3 pulsos na frequéncia 50Hz

Figura 5. Representagdo de protocolos de indugcédo de plasticidade com uso de EMT repetitivo e
thetaburst. EMT: Estimulagdo magnética transcraniana; cTBS: estimulagéo thetaburst continua; iTBS:
Estimulagao thetaburst intermitente. Adapatdo de Kricheldorff et al. 2022
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Figura 6. Representagéo de protocolos de inducéo de plasticidade com uso de estimulagéo associativa

em pares. PAS: Estimulagéo associativa em pares. Retirado de Snow, 2015

1.1.5 PLASTICIDADE CEREBRAL NA DOENCA DE PARKINSON

Estudos de EMT utilizando diferentes protocolos demonstraram que a
plasticidade cortical esta comprometida em pacientes com DP como resumido na
Tabela 2. As pesquisas demonstram uma reducdo da plasticidade sem uso de
medicagcdo dopaminérgica (OFF) , mas que geralmente é restaurada na fase ON, ou
seja, com o uso da medicagéo (Bagnato et al., 2006; Chen et al., 2022; Kacar et al.,
2013; Morgante et al., 2006; Moriyasu et al., 2022; Zamir et al., 2012). A resposta de
plasticidade também é afetada por complicagbes motoras, como as discinesias
induzidas pela levodopa (LID). (Bologna et al., 2018; Morgante et al., 2006; Rothwell,
2007; Suppa et al., 2017a).

Tabela 2. Resumo dos estudos que avaliaram neuroplasticidade em pacientes com
DP

Referéncia Populagéo Protocolo Resultado

Bagnato et | 16 pacientes com DP | PAS - Estimulo elétrico | Auséncia de efeito pela resposta
al., 2006 nos estados “ON” e | aplicado no nervo | avaliada pela amplitude do PEM em

“OFF” e 10 controles | mediano, seguido por | pacientes ‘OFF’ apds 30 min com

um pulso de EMT em
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pareados por sexo e
idade.

M1 contralateral, com
ISI de 25 ms. 90 pares
de estimulos foram

entregues a 0,05 Hz.

restauracao apos uso de medicacgao

dopaminérgica.

Morgante et

16 pacientes com DP

PAS - Estimulo elétrico

Auséncia de efeito pela resposta

“OFF” e 13 controles
pareados por sexo e
idade.

gerados repetidos a

cada 5 s por 30min.

al., 2006 (9 com discinesia e 7 | aplicado no nervo | avaliada pela amplitude do PEM em
sem discinesia) nos | mediano, seguido por | pacientes ‘OFF’ apds 30 min com
estados “ON” e “OFF” | um pulso de EMT em | restauracdo apos uso de medicacao
e 9 controles | M1 contralateral, com | dopaminérgica apenas em
pareados por sexo e | ISl de 21,5 ms por 30 | pacientes sem discinesia
idade. min.
Zamir et al., | 12 pacientes com DP | iTBS - trens de 3 | Aumento da resposta avaliada pela
2012 nos estados “ON” e | pulsos a 50 Hz na | amplitude do PEM comparavel entre
“OFF” e 10 controles | frequéncia de 5 Hz por | pacientes ‘OFF’ , ‘ON’ e controles
pareados por sexo e | 2 s intercalados por 8 s | até 60 min apds o protocolo
idade. de auséncia de pulso,
repetidos 20 vezes.
Kacar et al., | 20 pacientes com DP | PAS - Estimulo elétrico | Aumento da resposta avaliada pela
2013; no estado “OFF” , 10 | aplicado no nervo | amplitude do PEM apds 30 minutos
DP denovo e 10 | mediano, seguido por | do protocolo em todos os grupos,
controles pareados | um pulso de EMT em | porém de maior magnitude nos
por sexo e idade. M1 contralateral, com | controles em comparagdo aos
ISI de 25 ms por 15 min | pacientes DP-OFF e DP denovo.
Moriyasu et | 16 pacientes com DP | QPS - Quatro pulsos | Auséncia de efeito pela resposta
al., 2022; nos estados “ON” e | monofasicos de EMT | avaliada pela amplitude do PEM em

pacientes ‘OFF apés 30 min com
restauracao apos uso de medicacgao

dopaminérgica.

DP: Doenca de Parkinson; denovo: Paciente com DP recém diagnosticado e ainda sem uso de

medicacéao ISI: Intervalo Inter estimulo; min.: Minuto(s); M1: Cértex motor; EMT: Estimulagdo magnética

transcraniana; QPS:Estimulagao quadripulso; s: Segundo(s).

O comprometimento da plasticidade do cortex motor em pacientes com DP

correlaciona-se com a gravidade dos sintomas motores (Chen et al., 2022). Um estudo

comparando DP com controles saudaveis, demonstrou que o grau de bradicinesia dos

pacientes com DP estava relacionado com redugéao de resposta ao protocolo de pulso

pareado, ou seja, reducédo da capacidade de indugéo de plasticidade (Bologna et al.,

2018).

Guerra et al.

demonstraram que pacientes com DP apresentavam

comprometimento da indugdo plasticidade avaliada apos a aplicagdo de rEMT na
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frequéncia 5Hz em M1, o que estava correlacionado a gravidade da bradicinesia
apresentada pelos pacientes. Apos a restauracdo da plasticidade com uso de
estimulagdo elétrica com corrente alternada (tACS) observa-se melhora da
bradicinesia e da capacidade de inibicdo intracortical GABA-A avaliada pela
mensuragao de SICI (Guerra, Colella, et al., 2023), corroborando a correlagédo entre

plasticidade e sintomas motores.

1.2 ULTRASSOM

1.2.1 PROPRIEDADES DO ULTRASSOM

O ultrassom € uma vibracdo mecanica ciclica com frequéncia maior que o limite
superior da audicdo humana, que é aproximdamente 20kHz em adultos jovens,
saudaveis. As ondas ultrasdnicas sédo geradas a partir do efeito pizoelétrico. O efeito
piezoelétrico € a capacidade de alguns materiais de gerar uma carga elétrica quando
sdo submetidos a uma pressao mecanica ou de mudar de forma quando sao
submetidos a uma tenséo elétrica, podendo gerar uma onda mecanica, ou vibragao.
Os transdutores de ultrassom sao construidos a partor de materiais pizoelétricos
(Shriki, 2014).

Os parametros gerais do ultrassom fornecem informagdes cruciais sobre a
natureza e as caracteristicas da onda ultrassénica emitida. Eles incluem a frequéncia
fundamental ( f,), medida em Hertz (Hz), que representa o numero de vezes que uma
particula vibrante passa por sua posi¢ao original em um segundo. O comprimento de
onda (A), que refere-se a distancia entre dois picos sucessivos da onda ultrassénica.
E, o periodo, que € a quantidade de tempo necessario para completar um ciclo (T).
velocidade do som (c) varia dependendo do meio através do qual ele se propaga,
especialmente de sua densidade e elasticidade (Carlsen, 1975) . Essas variaveis
seguem a relagao fundamental: ¢ = A X f,. A estimulagao por ultrassom transcraniano
¢ feita a partir de pulsos curtos de ultrassom a uma frequéncia de repeticdo de pulsos
fixa. O ciclo de trabalho é determinado pela relagdo entre o tempo de envio de uma
pulsacéo e o tempo total do ciclo. Por exemplo, se o transdutor envia uma pulsagao a
cada 10 milissegundos e o tempo total do ciclo € de 20 milissegundos, o ciclo de

trabalho seria de 50%, como exemplificado na Figura 7.
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Figura 7. Visualizacdo de parédmetros de ultrassom que podem ser personalizados para alterar os
efeitos esperados. T:Ciclo. Adaptado de Fomenko et al., 2018.

Os parametros padronizados para quantificar a intensidade do ultrassom
incluem a Intensidade de Pico Espacial e Média Temporal (ISPPTA), que representa
a medida da intensidade maxima de uma onda ultrassénica em um ponto especifico
no espaco. Essa métrica é crucial para avaliar a poténcia maxima atingida pela onda
em um local determinado. Além disso, a Intensidade Média Espacial e Média Temporal
(ISPPA) é outra medida relevante, expressando a intensidade média da onda
ultrassbénica ao longo do tempo (Fomenko et al., 2018). Esses valores padronizados
desempenham um papel fundamental na avaliagdo e na garantia de conformidade
com as normas de seguranga, permitindo uma analise precisa da distribuigdo e do
comportamento da intensidade do ultrassom em diversas aplicacbes médicas e
industriais . As diretrizes da Food and Drug Administration (FDA) para ultrassom no
cérebro humano sugerem uma ISPPA maxima de 190W/cm? e ISPTA de 94mW/cm?
(U.S. Food and Drug Administration, 2019) Esses valores podem ser determinados
empiricamente para qualquer dispositivo usando medicdo e modelagem em um
tanque de agua, permitindo que os pesquisadores estimem a presséo e a focalidade
de seus dispositivos, dadas as configuracdes selecionadas (Darmani et al., 2022).
Dentro desses limites, a estimulagdo por ultrassom possui varios parametros que

podem ser controlados para estimular o cérebro (Figura 7).
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E necessario considerar a atenuagdo do ultrassom em cada meio para calcular
o valor final de energia transmitido ao alvo. A atenuagao pode ocorrer secundaria ao
espalhamento, absorgao e reflexdo. Os valores variam de acordo com o tecido, a agua
tem atenuacdo desprezivel, o sangue tem atenuacdo de 0.03dB/cm/MHz, e tecidos
moles tem atenuacgédo de 0.3dB/cm/MHz. ar, osso e metal requerem normalmente
frequéncias menores que 1MHz ou irdo atenuar toda a energia do ultrassom (Papaléo
& De Souza, 2019).

O foco acustico do ultrassom € pequeno e permite estimulacdo de areas muito
focais no cérebro. Contudo, existe um fator limitante importante, quanto maior a
frequéncia, maior sera a resolugdo espacial, porém, quando em frequéncias muito
altas, a energia € absorvida pelo osso (créanio), gerando uma distorgdo importante do
foco. Assim, os transdutores transcranianos tem o foco limitado pela frequéncia.
Usualmente, € utilizada uma frequéncia de até 700kHz, gerando uma
perda aceitavel pela absorcdo do osso da calota craniana e mantendo uma
focalizagao bastante precisa, de aproximamente 3 — 6 mm de diametro (White et al.,
2006).

1.3 ULTRASSOM FOCAL TRANSCRANIANO

O uso neurolégico do ultrassom tem se expandido nos ultimos anos.
Recentemente, o uso de ultrassom na faixa de frequéncia de megahertz (MHz) para
ablacdo térmica de tecidos cerebrais tem se tornado uma area de interesse para
doengas neurolégicas. O ultrassom focal de alta frequéncia guiado utiliza a
ressonancia magnética (RM) em conjunto com milhares de canais de ultrassom para
induzir lesdes em estruturas cerebrais subcorticais com precisdo milimétrica e de
maneira minimamente invasiva (Bretsztajn & Gedroyc, 2018). Em 2016, a FDA dos
Estados Unidos e, em 2021, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) do

Brasil aprovaram esse procedimento para o tratamento do tremor essencial.

Ha, também, um crescente interesse no uso de ultrassom focalizado com o
intuito de gerar uma abertura reversivel da barreira hematoencefalica (Hynynen et al.,
2005; Sheikov et al., 2004). Essa abertura permite que os farmacos acessem
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determinadas regides cerebrais de maneira mais precisa e em maiores concentragdes
do que quando administrados por outras vias. Estudos exploratérios com doencga de
Alzheimer e DP, mostraram que esse uso do ultrassom e seguro e possivelmente
viavel como uma opgéo clinica de via de administragdo de farmacos no sistema

nervoso central (Gasca-Salas et al., 2021; Lipsman et al., 2018).

O uso do ultrassom transcraniano focal de baixa frequéncia (UFBI) para a
modulagao neural se iniciou antes dos usos mencionados anteriormente. Os primeiros
experimentos mostraram supressao reversivel da atividade espontédnea de disparo
neuronal mediante exposigéo a ultrassom (W. J. Fry, 1954). E, em 1958, William Fry
utilizou o UFBI para estimular o nucleo geniculado lateral de gatos, resultando na
supressédo de potenciais evocados visuais registrados no cortex visual (F. J. Fry et al.,
1958). O trabalho seminal realizado por Tyler e colaboradores mostrou pela primeira
vez que a estimulagao por UFBI era capaz de modular o tecido neural do hipocampo
por meio da ativagdo dos canais de sddio e calcio sensiveis a voltagem (Tyler et al.,
2008). Contudo, apenas mais recentemente o UFBI tem sido mais bem explorado

como técnica de neuromodulacéo nao invasiva.

O UFBI é capaz de modular o cérebro de maneira reversivel a partir da
propagacdo de ondas acusticas pelo créanio de maneira focal e precisa como
evidenciado em simulacéo do uso de UFBI em cranio humano utilizando o software K
wave para estimar o trajeto do ultrassom dentro do cranio tendo como alvo o cortex

motor , como detalhado na Figura 8.
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Figura 8. A: Perfil de presséo acustica do transdutor de 500 kHz sonificando contra o couro cabeludo

do participante na localizagao determinada pela neuronavegagdo. Pode-se observar um foco em

formato de cigarro dentro do cérebro, além de um artefato proveniente da face nao ativa do transdutor.

B: Perfil de pressdo abaixo do transdutor sobreposto a ressonancia magnética T1 do participante

(apenas o hemisfério esquerdo mostrado), com a superficie cortical do cértex motor primario mostrada

por uma linha pontilhada. Areas fora do foco acustico foram cortadas. Adaptado de Fomenko et al. 2020

A precisao da focalidade do UFBI é superior a de todos os métodos atuais de

neuromodulagdo ndo-invasiva, como EMT e a estimulagdo por corrente continua
(tDCS) (Darmani et al., 2022; Pasquinelli et al., 2019) . Estudos utilizando UFBI em

fo PRF DC SD Isepa Protocol Effect

Legon 2014/500 [1000 |36 |500 |23.87 |Onlme ||
Muller 2015 |
Lee 2015/250/|500 |50 |300/ |3/ Online |1
Lee 2016/210 500 |7-8.8
Lambert 2020350 |1000 [36 500 (9.4 |Online |1 |
Lin 2021500 [300 |6 |500 |5.64 |Online |1

M1

fo PRF DC SD Isppa  Protocol Effect

Legon 2018|500 | 1000 36 500 17.12 | Online ||
Fomenko 2020|500 |200/500/ | 10*/30%/{100/200/300/|2.32 | Online | |*
1000 50 400%/500*

Yu 2021|500 |300/3000 |6/60 500 5.90 |Online |1

Xia 2021|500 | 1000 30 500 2.32 |Online ||

Heimbuch 2021|500 | 1000 36 300/500 4.9 |Online/ |-
Offline

Zhang 2021|500 | 100 5 500 8.053 | Offline | 1

Zeng 2022|500 |5/1000 10/32 80000/500 |2.26 |Offline |1

Figura 9. Resumo dos estudos com Ultrassom focal transcraniano de baixa intensidade.
DC: Ciclo de trabalhoPRF: Frequéncia de repeticdo de pulso; SD: Duragdo da emissdo do
ultrassom. Extraido de Sarica et al., 2022
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seres humanos produziram uma ampla gama de efeitos excitatérios e inibitérios em

areas-alvo corticais (Figura 9) (Sarica et al., 2022).

1.3.1 ULTRASSOM FOCAL TRANSCRANIANO DE BAIXA INTENSIDADE

1.3.1.1 MECANISMO DE ACAO DO ULTRASSOM FOCAL TRANSCRANIANO DE
BAIXA INTENSIDADE

Atualmente, existem trés potenciais mecanismos de acdo do UFBI para induzir
neuromodulacdo, sao eles: cavitagdo, alteracdo de temperatura e deformacao
mecanica (Figura 10). E importante considerar que esses mecanismos podem operar
em paralelo, e todos os subtipos neurais e paradigmas experimentais provavelmente

tém sensibilidades diferentes a varios mecanismos.

Figura 10. Mecanismos de acao

propostos para o UFBI. (A) A

A cavitagdo acustica provoca a

formagédo de bolhas dentro da
membrana neuronal, resultando

em mudancgas de capacitancia ou
Temperatura ®
i

s gl

—

quebra da membrana celular. (B)

Os canais lipidicos sequestram
enzimas ancoradas a membrana
intracelular e limitam as interacdes

com substratos ligados a

membrana. (C) Aumento de
temperatura ou (D) forga mecanica

aplicada @ membrana interrompe

. Enzima substrato

B

os canais lipidicos, resultando na

translocacdo da enzima e no
Mecanica " o
aumento das reagdes enzimaticas

do substrato. As moléculas emergentes alteram a abertura de canais idnicos mecanossensiveis.

Embora os canais ibnicos possam ser sensiveis tanto a temperatura quanto a mecanica, diferentes
canais mostrados em (C) e (D) enfatizam que eles podem ter sensibilidades diferentes a temperatura

ou a forga mecanica. Adaptado de Darmani et al., 2022

A cavitagdo acustica ocorre quando a pressdo cai abaixo do ponto de

vaporizagao da zona lipofilica da membrana. Isso provoca a formagao oscilatoria de



39

bolhas dentro da membrana neuronal. Contudo, sugere-se que os parametros efetivos
comumente utilizados causariam mudancas na atividade neural na auséncia desse
fendmeno, visto que bolhas ndo foram encontradas na maioria dos experimentos (Yoo
et al., 2022) .

Alguns experimentos ex vivo suportam a hipétese de deformagdo mecancia,
Tyler at al. demonstrou que o UFBI foi capaz de ativar canais idbnicos dependentes de
voltagem, resultando em exocitose vesicular sinaptica e transmissao sinaptica (Tyler
et al., 2008). Ademais, posteriormente foi demonstrado que canais idnicos
mecanossensiveis também podem ser ativados pela estimulagdao UFBI (Brohawn et
al., 2014). A ativacdo de canais idnicos dependentes de voltagem com ultrassom
sugere que esses canais podem ter propriedades mecanossensiveis, e a deformagéo
pode ser um dos mecanismos para o UFBI gerar neuromodulagédo (Kubanek et al.,
2016).

Por fim, € preciso considerar o potencial efeito da temperatura. Alguns estudos
tém demonstrado a supressao reversivel da atividade neural apés o aumento térmico
induzido por ultrassom. Ha crescentes evidéncias que sustentam o papel do aumento
da condutancia dos canais de potassio, o que reduz o potencial de membrana em
repouso e, consequentemente, a atividade neuronal (Prieto et al., 2020). Dada a
diversidade de tipos de canais que sao pelo menos moderadamente termossensiveis,
uma caracterizagdo mais abrangente do cérebro e de cada regido e seu perfil de tipos
celulares proporcionara uma compreensao mais profunda do papel da alteracédo de
temperatura com mecanismo de acédo do UFBI (Tan et al., 2016).

Coletivamente, uma diversidade de canais i6nicos regula os efeitos
neuromodulatérios do UFBI por meio da alteracdo mecanica da membrana, e a
composi¢do dos canais provavelmente varia substancialmente entre os tipos
celulares. Embora quase todos os canais mecanossensiveis também tenham sido
identificados como termossensiveis, o ultrassom aparentemente pode ativar esses
canais independentemente de qualquer mudancga térmica significativa. O mecanismo
de aletragcdo mecanica parece ser 0 mais provavel, porém nao se pode excluir uma
possivel atuagdo da temperatura como um dos fatores do mecanismo de

neuromodulagdo do UFBI (Darmani et al., 2022).
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1.3.1.2 EFEITO ONLINE DO ULTRASSOM FOCAL TRANSCRANIANO DE BAIXA
INTENSIDADE

Estudos utilizando UFBI em seres humanos produziram uma ampla gama de
efeitos excitatérios e inibitorios em areas-alvo corticais e subcorticais (Fomenko et al.,
2018). Um estudo recente examinou sistematicamente os efeitos de diferentes
parametros de UFBI na excitabilidade cortical motora em individuos saudaveis
(Fomenko et al., 2020b) . Evidenciou-se redugéo na excitabilidade cortical apds o uso
do UFBI em parametros especificos durante sonicagdo com duragcdo de 500ms
(Figura 11). Essa inibicao cortical foi mensurada pela redugdo do potencial evocado
motor (PEM), que foi aferido utilizando EMT simultaneo ao uso do UFBI, denominado
efeito online. Outro estudo com protocolo semelhante mostrou efeitos inibitorios

similares quando o UFBI teve o cortex motor como alvo (Legon et al., 2018a).
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Sonication duration =0.1,0.2,0.3,0.4,0r0.5 s
Figura 11. (A) Parametros acusticos da estimulagdo por UFBI que foram avaliados nos experimentos

realizados por Fomenko at al. incluem diferentes duragdes de sonicacéo, frequéncias de repeticdo de
pulsos e porcentagens de ciclo de trabalho. A frequéncia fundamental foi mantida constante em 500
kHz. (B) Durante a estimulagdo por EMT e UFBI variou-se o parametro de duragdo da sonicagao.
Diferentes duragdes (0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5 segundos) da condi¢gdo UFBI ativo foram randomizadas com
a condigcdo de UFBI placebo. O pulso Unico de EMT ocorreu 10 ms antes do final da sonicagdo. Foi
utilizado um intervalo de estimulo de 5 segundos entre cada época de estimulacdo. Extraido de
Fomenko et al. 2020. Cycle: ciclo; Duty cycle: Ciclo de trabalho; PRF: Frequéncia de repeti¢do de pulso;
Sonication duration: Duracdo da emissdo do ultrassom; Sham: Placebo; TUS: UFBI. Extraido de
Fomenko et al., 2020

Até o momento, os efeitos imediatos online da estimulagdo por UFBI em
humanos ja foram observados em uma variedade de estruturas corticais e
subcorticais. A UFBI sobre o cértex somatossensorial primario (S1) foi capaz de

atenuar os potenciais evocados somatossensoriais (PES), melhorar o desempenho
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em uma tarefa de discriminacdo sensorial, além de evocar sensacgdes tateis
transitorias especificas da representagéo topografica no S1 (Legon et al., 2014; Liu et
al., 2021). Da mesma forma, a UFBI sobre o cortex visual primario (V1) ndo apenas
induziu a ativagdo medida por ressonancia magnética funcional do V1, mas também
induziu potenciais evocados visuais e fosfenos percebidos nos participantes (Lee et
al., 2016).

Quando M1 é o alvo, a estimulagdo com UFBI com frequéncia de 1KHz
demonstrou ser capaz de inibir os PEMs mensurados simultaneamente a sonicagéo a
partir de um aparato que acoplou o UFBI ao EMT (Figura 12) (Fomenko et al., 2020b;
Legon et al., 2018b).

A

Figura 12. Diagramas mostrando como um transdutor de UFBI de 2 canais acoplado a uma bobina

de EMT para modular o M1 no estudo de Fomenko et al. (2020) e Xia et al. (2021). A) Um suporte

personalizado com espessura de 10 mm é usado para segurar o transdutor logo abaixo da bobina de

EMT em forma de oito, com uma pelicula de hidrogel usada para acoplar o transdutor ao couro
cabeludo. B) Fotografia de i) transdutor de UFBI de 2 canais, ii) suporte personalizado impresso em
3D para UFBI-EMT e iii) bobina de EMT em forma de oito de 70 mm. Adaptado de Fomenko et al.,
2020. Corticospinal tract: Trato corticoespinhal; US Transducer: Transdutor de ultrassom; Hydrogel

Pad: pelicula de hidrogel; Skull: cranio.

Além disso, foi demonstrado que a UFBI sobre o M1 reduz a ICF e SICI
mensuradas simultaneamente pelo aparato UFBI-EMT, além de reduzir o tempo de

reacao em uma tarefa visuomotora (Darmani et al., 2022). Um outro estudo avaliou o
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curso temporal da estimulacédo online por UFBI na excitabilidade do cértex motor e
mostrou que para um tempo de sonicagado de 500ms a inibigado motora ocorre de 10ms
antes até 20ms apos o término da estimulagéo pelo UFBI (Xia et al., 2021).

Uma importante limitacdo do método “online” € o som produzido pelo aparelho
ou utilizado como mascaramento como possivel fator de confusdo na
neuromodulacdo. O UFBI possui uma percepc¢ao auditiva e, quando aplicado a pele,
isso também pode induzir uma sensacao tatil. Essas percepcdes sensoriais podem
causar ativagao indireta do cortex auditivo e/ou somatossensorial (Qi et al., 2021). Em
animais, a estimulagcdo por UFBI leva a uma ativagdo cortical generalizada em
camundongos devido a ativagao indireta do cortex auditivo, o que pode confundir os
efeitos neurofisiologicos esperados da estimulagdo (Sato et al., 2018). Da mesma
forma, uma ativacdo auditiva durante a estimulagdo por UFBI em humanos foi
observada por meio de potenciais relacionados a eventos auditivos. Alguns estudiosos
defendem que a ativagao direta/indireta do cortex auditivo interage com os efeitos
esperados do UFBI (Braun et al., 2020; Park et al., 2021). Esse fator tem implicagdes
para a generalizagdo dos efeitos do UFBI, especialmente no que diz respeito a

protocolos de estimulag&o online.

Um estudo recente mostrou que os efeitos inibitérios motores do UFBI foram
reproduzidos por experimentos controle rigorosos em que houve manipulagdo da
intensidade, duracdo e condicdes de mascaramento auditivo da estimulacao,
sugerindo, entdo, que essa inibigao seria resultado da estimulacao auditiva periférica,
e ndo de uma neuromodulagao direta (Benjamin R. Kop et al., 2023). Esse resultado
chama atengéo para necessidade de controle meticuloso da metodologia no que tange
aos efeitos sonoros produzidos pelos aparelhos ou usados para mascaramento

auditivo.

1.3.1.3 EFEITO OFFLINE DO ULTRASSOM FOCAL TRANSCRANIANO

Além dos efeitos online, o uso do UFBI também pode acarretar efeitos
mensuraveis até cerca de sessenta minutos apos a estimulacgéo (efeito offline). O uso

de protocolo com frequéncia de 5Hz (thetaburst) (Figura 13) em 15 individuos
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saudaveis mostrou aumento da excitabilidade cortical avaliado a partir do PEM. Houve
também reducédo de medida indireta de inibigdo (SICl) e aumento de medida indireta
de excitabilidade cortical (ICF) avaliados com base em protocolos de pulso pareado
utilizando EMT (Zeng et al., 2021).

TBD =20 ms TBD =20 ms
|——— (]
' 1/PRF=200ms :

tbTUS: 400 bursts, TBD = 20 ms, PRF=5 Hz, SD=80s

5
-

Figura 13. Thetaburst UFBI (tbUFBI) consiste em um trem de pulso de 80 segundos com pulsos de
ultrassom de 20 milissegundos (0,5 MHz) repetidos a cada 200 milissegundos (400 pulsos). Extraido de
Zeng et al. 2021. TBD: duragéo do thetabusrt; PRF: Frequéncia de repeticdo de pulso; tbTUS: tbUFBI;

SD: Duragao da emissédo do ultrassom.

O efeito offline do UFBI se refere ao seu efeito de neuromodulagao que perdura
apos o periodo de emiss&o do ultrassom. Zeng et al. introduziu um protocolo offline
excitatério de UFBI com frequéncia thetaburst (tbUFBI), utilizando uma sonicagao de
80s com duragéao de pulso de 20ms entregues a uma PRF de 5 Hz. Isso significa que
a PRF é entregue em uma frequéncia theta de ~5 Hz (Zeng et al., 2021). O padréo de
estimulagdo foi modelado a partir da estimulacédo thetaburst do EMT (TBS), um
protocolo eficaz para induzir plasticidade, pois imita o padrao natural de disparo no
cérebro (Huang et al., 2005). Os autores também usaram um outro protocolo de UFBI
repetitivo ndo excitatoério e uma estimulagao placebo como experimentos controles na
avaliac&o do efeito do tbUFBI. Evidenciou-se um aumento significativo dos PEMs em
comparacao a linha de base, até 30 minutos apds o tbUFBI ativo (Figura 14). No que
tange as medidas de pulso pareado, SICI mostrou redugdo por até 30 minutos,
enquanto a ICF teve um aumento evidenciado por até 5 minutos. Além disso, o tempo
de movimento na tarefa visuomotora foi significativamente reduzido apo6s o tbUFBI
ativo, enquanto a precisao e o tempo de reagao nao foram afetados (Zeng et al., 2022).
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Figura 14. Amplitudes dos PEMs normalizadas em relagc&o a linha de base apd6s a aplicagdo de
tbUFBI em vermelho ("tbTUS"), em azul a estimulagéo repetitiva controle (“rTUS”) e a estimulagéo
placebo inaiva (“sham”) em preto. Até 30 minutos apds a aplicagdo de tbUFBI sobre M1, as
amplitudes dos PEMs s&o significativamente maiores do que a linha de base. Adaptado de Zeng et
al., 2021. Ratio to pre-TUS MEP: Razao para o PEM preUFBI; MEP amplitudes: Amplitudes dos
PEMs. Pre: linha de base; T5: 5 minutos; T30: 30 minutos T60: 60 minutos.

Além disso, um estudo utilizando protocolo tbUFBI e avaliando os efeitos
excitatérios com uso magnetoencefalografia mostrou aumento da conectividade local
e inter-regional, além de aumento da poténcia das bandas alfa e beta que sé&o
associados com o movimento, em areas corticais e subcorticais, incluindo o cortex
motor suplementar, ganglios da base e regido parietal. Esse estudo também avaliou
adultos jovens saudaveis e mostrou correlagdo com aumento da velocidade em uma
tarefa motora apds sonicagao do cortex motor com protocolo tboUFBI (Samuel et al.,
2022).

Um protocolo indutor de plasticidade diferente do tbUFBI foi descrito
recentemente. Esse protocolo € denominado UFBI repetitivo (rUFBI), composto por
uma sonicagédo de 500ms aplicada a cada 8 segundos durante 15 minutos sobre M1
(Zhang et al., 2021). Em comparacdo com a linha de base, as amplitudes dos PEMs
aumentaram significativamente até 30 minutos apds o rUFBI ativo, e o tempo de
reacado ao sinal de parada foi significativamente reduzido apds o rUFBI ativo, em

comparagao com a estimulagao placebo, como mostra a Figura 15.
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Figura 15. A: Diagrama esquematico dos parametros de rUFBI utilizados. B: A intervencéo de rUFBI
ativo, mas nao a intervengao de rUFBI placebo, resulta na potenciagcdao de PEMs por até 30 minutos.
Adaptado de Zhang et al., 2021. SD: Duragéo da sonicagéo; ISI: Intervalo interestimulo; rTUS: rUFBI;
TBD: Duragao do burst

Os protocolos tbUFBI ou rUFBI ainda ndo foram utilizados em estudos com
humanos que possuem doengas neurolégicas. A indugcdo de plasticidade
demonstrada por esse método em individuos saudaveis, torna o tbUFBI uma
ferramenta promissora para uso em doencas com alteragdo da excitabilidade e
plasticidade cerebral como DP, acidente vascular cerebral e distonia, por exemplo
(Sarica et al., 2022).

A despeito do crescente numero de estudos com o uso de UFBI, seu uso em
individuos com doengas neurologicas ainda foi pouco explorado. Modelos animais de
epilepsia mostraram redugao do numero de crises com uso de UFBI (Lin et al., 2020)
e o0 uso em humanos comecgou a ser avaliado, ainda sem dados robustos (Chou et al.,
2021).Em relagdo aos disturbios do movimento, a capacidade do UFBI de induzir
plasticidade cerebral com alta resolugdo espacial e em estruturas profundas tem
potencial terapéutico ao ter como alvo os nucleos da base ou o cerebelo (Sarica et al.,
2022). Estudos tém mostrado que a neuromodulag&o por UFBI suprimiu tremores em
um modelo animal de tremor essencial (Sharabi et al., 2019), aumentou a liberagao
de dopamina e reduziu atividades eletroencefalograficas relacionadas aos sintomas
motores parkinsonianos em modelos animais de DP (Wang et al., 2020; Xu et al.,
2020).
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2 JUSTIFICATIVA

O UFBI é um método de neuromodulagcido nao invasiva ainda pouco explorado.
Este sera o primeiro estudo a aplica-lo na DP. Esta sera uma primeira etapa critica no
entendimento das alteragdes neurofisioldgicas provocadas pelos protocolos de UFBI
online e tbUFBI na DP. Sabe-se que pacientes com DP possuem alteracbes na
excitabilidade e capacidade de plasticidade cerebral, contudo, a sua interagédo com o
UFBI como ferramenta de neuromodulagao ainda nao é conhecida.

Como se trata de uma ferramenta de neuromodulagdo nao-invasiva com
mecanismo de acao possivelmente diferente dos métodos utilizados anteriormente,
como EMT e tDCS,. esse estudo permitira entender a modulagao e funcionamento do
cérebro de individuos com DP por outro prisma. Os resultados ajudardo ndo so a
entender melhor as alteragdes neurofisiologicas dos pacientes com DP e sua relagéo
com a dopamina, mas também a elucidar os mecanismos subjacentes as alteragdes

geradas pelo UFBI.

Como uma meta de longo prazo, pode-se citar também a possibilidade de
aplicacado do UFBI como ferramenta terapéutica. A aplicacdo de varias sessdes de
EMT repetitiva ja foi aprovada pela Health Canada, FDA e ANVISA para o tratamento
de depressédo. Ressalta-se, assim, que a neuromodulagédo ndo-invasiva ja € utilizada
como uma opcao terapéutica. Se a aplicacdo de uma uUnica sessao de UFBI mostrar
resultados promissores, havera embasamento para o planejamento de estudos
futuros a fim de testar a eficacia de multiplas sessdées de UFBI como um novo
tratamento para DP.

O UFBI tem a possibilidade de atingir estruturas mais profundas do cérebro
demonstra a importancia de se estudar esse método que possui uma aplicabilidade
promissora na DP a partir da modulagado dos ganglios da base. Outra caracteristica
importante é a portabilidade do UFBI e a perspectiva de redugao no custo a médio
prazo, tornando-o uma possivel ferramenta terapéutica acessivel a grande parte da

populagao.
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A DP possui apresentagdes muito heterogéneas. A despeito de inumeros
tratamentos ja desenvolvidos, ainda existem muitos pacientes sem uma opgéo
terapéutica adequada disponivel. Diante do impacto significativo que a DP tem na vida
dos pacientes afetados e de suas familias, a busca por novas formas de tratamento é

essencial e deve ter carater prioritario na comunidade médico-cientifica.

2.1 HIPOTESE

1. O protocolo online induziria inibigdo em controles e pacientes DP-ON, mas n&o

em pacientes DP-OFF

2. Aplasticidade do M1 induzida pelo tbUFBI seria prejudicada em pacientes com
DP sem medicagcdo e restaurada com o tratamento dopaminérgico em

pacientes com DP.



48

3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

Avaliar os efeitos online e offline de uma sessdo com uso UFBI em topografia de
M1 na excitabilidade cortical de pacientes com DP com e sem uso de droga
dopaminérgica em comparagao a controles saudaveis aferido a partir de PEM, SICl e

SICF (Tabela 3).

3.2 ESPECIFICOS

1. Correlacionar as alteragbes induzidas pelo UFBI com as caracteristicas

clinica da DP, como gravidade da doenga e presenga de discinesias.

2. Avaliar os efeitos offline de uma sessdo com uso UFBI em topografia de M1

nos sintomas motores em pacientes com DP.

3. Correlacionar a plasticidade cortical medido por EMT em pacientes com DP
com o grau de gravidade dos sintomas motores da doenga medido pela

escala mUPDRS.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 DESENHO DO ESTUDO OU DELINEAMENTO

Estudo prospectivo, caso controle, com intervengdo com uso de ultrassom em
duas etapas: online (placebo controlado) e offline (n&o controlado por placebo), com
avaliacdo de efeitos imediatos clinicos e neurofisiolégicos. Foram selecionados
pacientes que frequentam o ambulatério de transtornos do movimento de Hospital
Toronto Western e controles a partir de divulgacéo da pesquisa por meio de cartazes
em Hospitais e prédios da Universidade de Toronto. Os dados foram coletados de
Junho de 2021 a Outubro de 2023.

4.2 SUJEITOS DA PESQUISA

4.2.1 Critérios de inclusao grupo DP:

1. Avaliacéo clinica realizada por um especialista em disturbios do movimento,
com diagnostico clinico de DP idiopatica a partir dos critérios da Sociedade
Internacional de doenga Parkinson e disturbios do movimento (Postuma et al.,
2015a).

2. Capacidade de ler e compreender o termo de consentimento livre e esclarecido

4.2.2 Critérios de inclusao grupo controle:

A. Experimento online | e offline | e 11:
1. Idade entre 45 e 80 anos.

2. Capacidade de ler e compreender o termo de consentimento livre e esclarecido

B. Experimento online ll:
1. Idade entre 18 e 45 anos.

2. Capacidade de ler e compreender o termo de consentimento livre e esclarecido
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4.2.3 Critérios de exclusao:

1. Diagnostico de doenga neurologica, excluindo-se DP para o grupo DP ;
Diagndstico de doencga psiquiatrica;

3. Uso regular de substancias com agao no sistema nervoso central, excluindo-se
as medicagdes antiparkinsonianas como levodopa, entacapone, amantadina
pramipexol, rotigotina ou selegilina no grupo DP;

4. Implante de marcapasso ou eletrodo de estimulagao profunda;

5. Historico de acidente vascular cerebral ou crise epiléptica.

4.2.3.1 ONLINE

A. Experimento |
Foi selecionada uma amostra de 8 pacientes com DP e 12 individuos controle
pareados por sexo e idade

B. Experimento |l

Foi selecionada de uma amostra de16 individuos saudaveis entre 18 — 45 anos

4.2.3.2 OFFLINE

A. Experimento |
Foi selecionada uma amostra 20 pacientes com DP e 17 individuos controle

pareados por sexo e idade.

B. Experimento |l
Foi selecionada uma amostra 15 pacientes com DP no estado “OFF” e 7 pacientes

com DP denovo, pareados por sexo e idade.
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4.3 PROTOCOLO

4.3.1 ESTIMULAGAO MAGNETICA TRANSCRANIANA

A EMT foi conduzida utilizando uma bobina no formato de figura de 8 de 70 mm
conectada a dois estimuladores Magstim 2002 (Magstim®, Whitland, Dyfed, Reino
Unido). Os pulsos magnéticos foram elicitados para induzir corrente na diregéo
posterior-anterior (PA) posicionando a bobina a cerca de ~45° graus em relagéo a
linha médio-sagital (Sakai et al., 1997). A localizagao da area 6tima da mao do cortex
motor (‘hotspot’) para estimulacdo do musculo primeiro interésseo dorsal (FDI)
contralateral foi realizada movendo a bobina em incrementos de 0,5 cm sobre a
localizagdo esperada tendo como ponto referencial inicial C3 no sistema 10-20 de
EEG. Apéds isso, a diregcao e orientacdo 6timas da bobina foram avaliadas, e a
localizagao e orientagdo 6timas foram marcadas no couro cabeludo com uma caneta
lavavel para garantir a constancia no posicionamento da bobina durante a visita. Os
protocolos de estimulagdo foram programados usando o software SIGNAL 6.04
(Cambridge Electronics Design, Cambridge, Reino Unido). Todos os pulsos de EMT
foram elicitados com um intervalo entre tentativas (ITl) de 5 segundos durante todo o

experimento.

A eletromiografia (EMG) de superficie foi registrada no musculo primeiro
interésseo dorsal (FDI) unilateralmente em uma montagem musculo-tend&o, utilizando
eletrodos de disco Ag-AgCl. O sinal EMG foi amplificado em 1K (modelo 2024F da
Intronix Technologies Corporation, Bolton, Canada), filtrado (2Hz-2,5KHz) e
digitalizado em 5KHz (Micro 1401, Cambridge Electronics Design, Cambridge, Reino
Unido) usando o software SIGNAL 6.04. Os sujeitos estavam confortavelmente
sentados em uma cadeira e um travesseiro foi colocado sob o brago avaliado para
garantir relaxamento e reduzir contragées basais no sinal da gravagdo muscular. O
EMG foi registrado por 490ms antes da estimulagcdo com EMT. Os protocolos de
avaliagc&o neurofisiologica incluiram as medidas detalhadas na tabela abaixo:



Tabela 3. Protocolo Neurofisiolégico

PEM (potencial evocado motor): Registro de EMG do musculo FDI, originado
pela EMT sobre o M1 contralateral ao musculo alvo. Quinze registros com
intensidade de estimulag&o definida para produzir PEM de ~ 1 mV na linha de

base. O valor final é calculado a partir da mediana desses valores.

SIMmV: Intensidade de estimulagcédo necessaria para que o EMT produza PEMs

de amplitude de 1 mV

RMT (Limiar motor): Registro de EMG do musculo FDI determinado como a
intensidade minima do estimulador necessaria para elicitar PEMs de 50 pV em

5 de 10 ensaios

SICI (inibigao cortical de intervalo curto): Quinze pulsos pareados contendo
estimulo de condicionamento subliminar na intensidade de 80% do limiar motor
de repouso (RMT) seguido em 2 ms por um estimulo de teste que evoca PEM
de ~1mV (TS) e 15 pulsos simples com TS sozinho, combinag¢ao entre os pulsos
de forma aleatéria. Avaliagao da inibicdo do PEM pelo pulso pareado é realizada
pela comparacdo de amplitudes das respostas de estimulos pareados com a

estimulagao de pulso unico.

SICF (facilitagao cortical de intervalo curto): Quinze pulsos pareados
contendo TS seguido em 1,4ms por estimulo na intensidade do limiar motor de
repouso (RMT), randomizado com outros quinze pulsos pareados com TS em
2,2ms por estimulo na intensidade RMT e 15 pulsos TS em ordem aleatéria.
Avaliacao da facilitagdo do PEM pelo pulso pareado é realizada pela comparagao

de amplitudes das respostas pareadas com a estimulagcéo de pulso unico.

4.3.2 CARACTERIZAGAO DO ULTRASSOM

52

Utilizou-se um transdutor de ultrassom anular customizado com 2 elementos

(Sonic Concepts Inc., Bothell, Washington), com uma frequéncia fundamental de 500

kHz. O transdutor era plano e cilindrico, com um didmetro de 38 mm e uma espessura

de 10 mm. O ultrassom estava conectado, por meio de um modulo de impedancia de

50Q, a um amplificador de radiofrequéncia controlado por Arduino (Sonic Concepts

Inc., Bothell, Washington).
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As propriedades do feixe acustico do transdutor usado nesse estudo foram
medidas em um tanque de agua (Figura 16). A intensidade da forma de onda foi
determinada usando uma capsula de hidrofone (HGL-0400, Onda Corp, CA)
conectado a um pré-amplificador (AG-2010, Onda Corp, CA). O hidrofone e o
transdutor foram colocados em um tanque contendo agua purificada. O hidrofone foi
montado em uma plataforma robética (Acoustic Measurement Tank, Acertara, CO). O
transdutor foi acionado com uma unidade de acionamento integrada (H246, Sonic
Concepts Inc, WA) a uma frequéncia de 0,5 MHz, com um comprimento focal de 30
mm e uma configuragdo de poténcia de 5W/cm?. Os feixes acusticos no plano
longitudinal (X,Z) em relagéo a trajetdria de sonicacao e a segéo transversal no plano
focal (X,Y) séo ilustrados na Figura 17. O campo acustico na diregao longitudinal
mostrou um pico de campo préximo a 12 mm e um pico de campo distante a 33 mm

(proximo ao comprimento focal de 30 mm).

Figura 16. Foto do tanque de agua com capsula de hidrofone a esquerda e transdutor do UFBI a direita

Dada a relagéo linear entre intensidade e poténcia, a ISPPA e ISPTA em agua
livre foram medidas a 5 W/cm? e depois escalonadas por um fator de quatro para obter
os valores de intensidade desejados a 20 W/cm?. Os valores resultantes em agua livre
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foram de 11,73 W/cm? para ISPPA e 1,17 W/cm? para ISPTA. No alvo cerebral a uma
profundidade de 30 mm, a ISPPA estimada foi de 2,93 W/cm? e a ISPTA foi de 0,29
W/cm?, com base em uma reducdo de 75% devido ao cranio. Essas intensidades
estdo consideravelmente abaixo das diretrizes da FDA dos EUA para ultrassom
diagndstico, com limites de exposi¢cao para todos os tecidos em ISPPA < 190 W/cm?,
ISPTA < 720 mW/cm? (U.S. Food and Drug Administration, 2019).
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Figura 17. Perfil de intensidade acustica do transdutor de 0,5 MHz com foco de 30 mm medido em agua
livre. (A) Mapa longitudinal. (B) Seg&o transversal do feixe acustico no plano focal. Fonte: Elaborado
pelo autor

4.4 EXPERIMENTO ONLINE |

Esta parte do estudo foi conduzida para compreender os mecanismos imediatos
da estimulagao de UFBI sobre o M1 humano. Para isso, foram adotados os protocolos
de estimulacdo de UFBI e EMT do estudo prévio realizado por Fomenko e
colaboradores, utilizando os parametros de UFBI que produziram os efeitos inibitérios
mais significativos (Fomenko et al., 2020b).
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441 PROTOCOLO DE USO ULTRASSOM

O transdutor de UFBI foi acoplado a bobina de EMT usando um suporte
personalizado impresso em 3D durante todo o experimento (Figura 12), incluindo para
a marcacgao inicial da localizagdo do ‘hotspot’ do FDI feita com caneta lavavel
previamente. Todos as estimulagdes se iniciaram com uma sonicagao de duragao de
500 ms (t=0ms), sendo que o estimulo de teste de EMT era entregue em t=490ms. O
UFBI foi controlado a partir do software MATLAB. Os parédmetros do UFBI consistiram
em uma frequéncia fundamental de 500kHz, frequéncia de repeti¢do de pulso (PRF)
de 1KHz e um ciclo de trabalho (DC) de 10% utilizados para todas as estimulagdes. A
intensidade real da UFBI foi definida em 20W/cm?, enquanto a UFBI inativa (placebo)

foi definida em OW/cm?2.

A profundidade da sonicacéo foi definida em 30 mm para aproximar a distancia
do couro cabeludo ao cortex do M1. Os registros de UFBI-EMT reais e placebo foram
realizadas em um design de blocos, que consistiam subsequentes impulsos utilizando
UFBI OW intercalados por subsequentes impulsos com UFBI 20W, a ordem dos blocos
de impulsos 0 ou 20 W foi randomizada durante a visita e entre sujeitos. Laminas de
gel de ultrassom com diametro de 40 mm e espessura de 1,5 mm foram colocadas
entre a face do transdutor e o couro cabeludo do sujeito. Além disso, uma pequena
quantidade de gel de ultrassom foi aplicada sobre a localizagdo do “hotspot” no couro
cabeludo.

Para mascarar a estimulagcdo ativa de UFBI, adotamos o protocolo de
mascaramento sonoro utilizado em um estudo anterior, visto que os autores relataram
que a percepgao da UFBI ativa era eliminada usando esse método (Braun et al., 2020).
O mascaramento sonoro utilizou uma onda quadrada de 1KHz que era reproduzida
por fones de ouvido a partir de 100 ms antes da sonica¢ao e durava 100 ms apos a
sonicagao (Figura 18). A emissdo do som era controlada pelo MATLAB e foi incorporada
ao script da UFBI. O volume foi ajustado determinando o volume maximo que nao era
desconfortavel para os participantes.
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Figura 18. Representacédo esquematica do protocolo online ativo. %MSO: Porcentagem de estimulagdo
maxima ; EMT: Estimulacdo magnética transcraniana; PEM: Potencial evocado motor; RMT: limiar
motor em repouso; SICI: Inibigao intracortical de curta duragao ; SICF: Facilitagéo intracortical de curta

duragdo; UFBI Ultrassom focal transcraniano de baixa intensidade; Fonte: Elaborada pelo autor

4.4.2 ESTIMULACAO MAGNETICA TRANSCRANIANA

A intensidade do estimulador de EMT necessaria para elicitar PEMs de 1mV
(faixa de 0,5 a 1,5 mV) foi determinada durante o uso de UFBI OW/cm?. Blocos de
registros de UFBI real ou placebo foram conduzidos com base na ordem de
randomizagédo. Primeiro, a amplitude do PEM em repouso foi registrada por 15 ensaios
usando a intensidade mencionada acima e em seguida o RMT foi determinado. A
intensidade do estimulador para um PEM de 1mV foi entdo reavaliada para uso na
EMT de pulso pareado. Por fim, foram realizados 15 ensaios de SICF1,4, SICF 2,2 e
TS em um bloco randomizado de 45 pulsos. E, outro bloco de SICI e TS randomizado
em 30 pulsos. Apds a conclusdo de um bloco, o préximo bloco foi gravado da mesma

maneira, com a unica diferenga sendo a estimulacio ativa versus placebo de UFBI.
4.5 EXPERIMENTO ONLINE I
Foi realizado um experimento para examinar os possiveis efeitos de fatores

auditivos na excitabilidade cortical motora. Essa analise envolveu a administragéo de
diferentes estimulos sonoros, associados ou ndo ao uso de UFBlI em M1.
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Os paréametros do UFBI foram idénticos aos utilizados no experimento online |,
consistiram em PRF de 1KHz e DC de 10% utilizados para todas as sonicagdes. A
intensidade real da UFBI foi definida em 20W/cm?, enquanto a UFBI inativa (placebo)
foi definida em OW/cm?. A profundidade da sonicagéo foi definida em 30 mm para

aproximar a distancia do couro cabeludo ao cortex do M1.

Os estimulos auditivos tiveram duas duracgdes diferentes, de 500 ou 700 ms. A
primeira se limitou ao exato tempo de sonicagdo com UFBI e a segunda comegava
100 ms antes da aplicagdo do UFBI e se estendia até 100ms apds. Ambas as
duragdes foram apresentadas em dois tons diferentes. Para produzir esses estimulos
auditivos, utilizamos um gerador de sinal (Agilent 33220A, Keysight Technologies)
para emitir um tom de onda senoidal de 12 kHz por meio de alto-falantes posicionados
a esquerda do participante, seguindo o mesmo protocolo descrito por Fomenko
(Fomenko et al., 2020b). O segundo estimulo se caracterizou por um tom de onda
quadrada de 1 kHz com pulsos de 500 ms de duragdo emitido por meio de fones de
ouvido com cancelamento de ruido, seguindo o protocolo utilizado no experimento | e

descrito previamente e na pesquisa anterior realizada por Braun (Braun et al., 2020).

Primeiramente, foram avaliadas as alteragbes na excitabilidade cerebral
relacionadas unicamente a exposi¢cdo ao estimulo auditivo. A intensidade do
estimulador de EMT necessaria para elicitar PEMs de 1mV (faixa de 0,5 a 1,5 mV) foi
determinada sem uso de nenhum estimulo, sendo entdo o valor referencial. Foram
coletados 5 blocos de registros de PEM com a mesma intensidade definida
anteriormente constituidos por 15 pulsos unicos de EMT utilizando a mesma
intensidade. Assim, cada participante recebeu 15 estimulos na condic&o de referéncia
(apenas EMT) e 15 estimulos associados cada um dos quatro estimulos sonoros
(1kHz com 500ms, 1kHz com 700ms, 12kHz com 500ms e 12kHZ com 700ms) . As
condigbes foram apresentadas em uma ordem aleatdria, os participantes estavam
sentados em repouso. Foi mantido um intervalo entre tentativas de 5 segundos (Figura
19).

Em seguida, investigamos o efeito da aplicagdo do UFBI em M1 durante o uso

de estimulos auditivos na excitabilidade motora. Para essa analise, ajustamos a
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intensidade do EMT para evocar um PEM de aproximadamente 1 mV para cada uma
das quatro estimulacdes sonoras. Para compensar as diferentes intensidades do EMT
aplicadas entre a condigao de referéncia e essas condi¢des, calculamos a amplitude
relativa do PEM multiplicando a amplitude do PEM coletado pela razdo entre a
intensidade da EMT utilizada e a intensidade da EMT na condigao de referéncia.
Foram coletados 15 PEMSs para cada estimulo auditivo, em duas diferentes condigdes,
uma com UFBI placebo (0 W/ cm?) e a outra com UFBI ativo (20W/cm?), como ilustrado

A A

Ativo - 20W Placebo - OW

na Figura 19.

490 ms

DTN

490 ms

O [ |||§|
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Figura 19. O UFBI ativo ou placebo na topografia de M1 em hemisfério esquerdo em simultdneo com
um estimulo auditivo. Os estimulos auditivos foram emitidos em 1 e 12 kHz, com duragdes de 500 ou
700 ms. A estimulagdo com UFBI teve duracdo de 500 ms. O pulso Unico de EMT foi aplicado em M1
100 ms antes do final do UFBI (ou seja, apds 490 ms de UFBI), e na mesma temporizagéo na condigéo

UFBI placebo Fonte: Elaborada pelo autor.

Laminas de gel de ultrassom com didmetro de 40 mm e espessura de 1,5 mm
(Aquaflex, Parker Laboratories, NJ, EUA) foram colocadas entre a face do transdutor
e o0 couro cabeludo do sujeito. Além disso, uma pequena quantidade de gel de
ultrassom (Wavelength MP Blue, Sabel Med, Oldsmar, FL) foi aplicada sobre a
localizacdo do “hotspot” no couro cabeludo. As condigdes foram apresentadas em
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pares de UFBI placebo vs. UFBI ativo para cada tipo de estimulo sonoro, a ordem dos

diferentes estimulos auditivos foi aleatoria entre os participantes.

4.6 EXPERIMENTO OFFLINE

Os pacientes com DP iniciaram o experimento com a avaliagdo da mUPDRS.
Medimos a excitabilidade do cortex motor basal usando EMT com registro de PEM de
repouso de 1mV, SICF e SICI. Em seguida, os individuos receberam 80 segundos de
tbUFBI. As amplitudes do PEM, SICF e SICI foram reavaliadas em 5 (T5), 30 (T30) e
60 (T60) minutos apos o tbUFBI (Figura 20). Apds o T60, os pacientes foram avaliados
novamente com a mUPDRS. Exceto pela avaliagdo clinica, o protocolo foi idéntico

para pacientes e controles.

4.6.1 PROTOCOLO DO ULTRASSOM

Medidas basais 5 min 30 min 60 min
mUPDRS I N mUPDRS
PEM/ RMT PEM/ RMT PEM/ RMT >PEM/ RMT)|
SICF/ SICI | SICF/ SICI | SICF/ SICI | | SICF/ SICI |

) <»>Q

)

20 W/em2
Figura 20. Representagdo esquematica do protocolo de ultrassom transcraniano offline. %MSO:
Porcentagem de estimulacdo maxima; EMT: Estimulacdo magnética transcraniana; PEM: Potencial
evocado motor; RMT: limiar motor em repouso; SICI: Inibicdo intracortical de curta duragéo ; SICF:

Facilitagdo intracortical de curta duracdo; UFBI Ultrassom focal transcraniano de baixa intensidade;

Fonte: Elaborada pelo autor
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Aplicamos gel de ultrassom (Gel de Ultrassom Multiuso Wavelength MP Blue,
Sabel Med, Oldsmar, FL) no transdutor com cautela para garantir que n&o houvesse
bolhas de ar antes de coloca-lo no couro cabeludo. O transdutor foi posicionado sobre
o “hotspot” FDI do participante, previamente determinado usando EMT e marcado no
couro cabeludo utilizando caneta lavavel. Os parametros consistiram em um trem de
pulsos de 80 segundos, duragdo de pulso de 20 ms, intervalo de repeticdo de 200 ms,
frequéncia fundamental de 500 kHz, PRF de 5 Hz, DC de 10% e intensidade de
20W/cm2. A profundidade da sonicagado foi definida em 30 mm, que é o valor
aproximado da distancia do couro cabeludo ao cortex do M1. As configuragdes foram
as mesmas dos estudos anteriores realizados no laboratorio (Samuel et al., 2022;
Zeng et al., 2022). Para mascarar os efeitos auditivos do tbTUS, fornecemos ruido
branco aos participantes por meio de fones de ouvido durante o tempo de sonicagao
(80 segundos) com intensidade de 50 a 70% do volume maximo (com base na

tolerabilidade de cada paciente).

4.6.2 ESTIMULACAO MAGNETICA TRANSCRANIANA

Utilizamos uma bobina de EMT em formato de oito com 70 mm, conectada a
dois estimuladores Magstim 2002 (Magstim, Whitland, Dyfed, Reino Unido) para
realizar EMT monofasica. A posi¢gao da bobina sobre o M1 que produziu a maior
resposta do FDI com a bobina inclinada em um &ngulo de aproximadamente 45° em
relacdo a linha médio-sagital foi determinada a partir do referencial C3 do sistema 10-
20 de EEG e denominada “hotspot”. A direcado da corrente induzida no cérebro era
posterior-anterior (PA) e aproximadamente perpendicular ao sulco central. A posi¢cao
ideal da bobina foi marcada no couro cabeludo para garantir uma localizagao
consistente da estimulagdo ao longo do estudo. O RMT foi definido como a menor
intensidade de estimulagdo necessaria para gerar PEMs com amplitude de pelo
menos 50 yV em pelo menos 5 dos 10 ensaios consecutivos. Apos a determinagao
do RMT, avaliamos o SICI, seguido do SICF. Os pulsos de EMT foram administrados

com um ITI de 5 segundos.

O protocolo de SICI consistiu em um estimulo condicionante subliminar seguido
por um estimulo teste supra limiar 2 ms depois. Para o estimulo condicionante do SICI,

utilizamos 80% do RMT. A intensidade do estimulo teste foi ajustada para evocar uma



61

amplitude de PEM de aproximadamente 1 mV em repouso. Foram realizados 15
ensaios de estimulos pareados e 15 ensaios de estimulo teste isolado, em ordem

aleatodria.

O protocolo de SICF consistiu em um primeiro estimulo supra limiar (S1)
seguido por um segundo estimulo subliminar (S2). Para examinar o primeiro pico e
vale do SICF, avaliamos o SICF com intervalos interestimulos de 1,4 e 2,2 ms. A
intensidade do S1 foi ajustada para evocar uma amplitude de PEM de
aproximadamente 1 mV em repouso, seguida em 1,4 ou 2,2 ms pelo S2 com
intensidade de 100% do RMT. Foram realizados 15 ensaios de SICF a 1,4 ms, 15
ensaios de SICF a 2,2 ms e 15 ensaios de estimulo teste isolado, em ordem aleatoria.

4.7 ANALISE DOS DADOS

Em ambos os protocolos, registros com EMG com amplitude de pico a pico
superior a 0,1 mV nos 150 ms que antecedem o pulso de EMT foram excluidos da
analise. As amplitudes do PEM foram medidas de pico a pico. A amplitude do PEM
para cada ensaio de SICI e SICF foi expressa como uma razao em relagdo a média
da amplitude do PEM apenas com o estimulo teste isolado. A mediana da razdo do
PEM para cada condigéo (SICI, SICF 1,4 e SICF 2,2) foi entdo obtida.

No protocolo offline, a fim de quantificar a magnitude da plasticidade induzida
pelo tbUFBI, foi calculada a razdo T30 PEM a partir a divisdo do valor mediano de
PEM em T30 pelo valor mediano de PEM na linha de base. Para avaliar os efeitos do
toUFBI em diferentes sintomas motores da DP, as pontuagdes do mUPDRS obtidas a
partir do avaliador cego para a condi¢do (basal ou T60) foram divididos em 3
subpontuacgdes: tremor (itens 20 e 21), bradicinesia (itens 19, 23, 24, 25, 26 e 31) e
sinais axiais (itens 18, 27, 28, 29 e 31) (Lewis, 2005).

4.8 ANALISE ESTATISTICA

Utilizou-se o software de codigo aberto Jamovi (Versao 1.6.23.0; Jamovi, 2021)
para as analises estatisticas. O nivel de significancia alfa foi estabelecido em p < 0,05
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e as comparagdes pareadas foram corrigidas para multiplas comparagdes usando o

método de Bonferroni.

4.8.1 ONLINE

4.8.1.1 Experimento |

Para a amplitude do PEM, SICF e SICI, foram determinados os valores
medianos para cada condigdo de UFBI (ativo, placebo). Foram realizadas
comparagdes pareadas usando o teste de Wilcoxon entre as duas condi¢cbes em cada
grupo (DP-ON, DP-OFF e controles) a fim de avaliar o efeito do ultrassom 0W/cm?
comparado com 20W/cm?.

Modelos lineares mistos (LME) com efeitos principais de UFBI online (ativo,
placebo), grupo [(DP-OFF vs. controle), (DP-ON vs. controle) e (DP-OFF vs. DP-ON)]
foram conduzidos para avaliar o efeito do UFBI online, do grupo e da possivel
interacao entre esses dois fatores na amplitude dos PEMs, SICl e SICF. Um intercepto
aleatorio foi utilizado para levar em consideragao o pareamento das amostras, pois
essa é descrita como a abordagem ideal para amostras ndo independentes (Cnaan et
al., 1997; Detry & Ma, 2016).

4.8.1.2 Experimento Il

Foram realizadas comparacdes pareadas usando o teste de Wilcoxon entre
intensidade utilizada pelo EMT para gerar um PEM de 1mV (SI1mV) na condi¢ao
apenas EMT em comparag¢ao os demais estimulos sonoros na auséncia de UFBI. Para
a amplitude do PEM foram determinados os valores medianos para cada condigio.

LME com intercepto aleatério com efeitos principais de duragcdo do estimulo
sonoro (500ms vs. 700ms) e tipo de estimulo sonoro (1kHz vs. 12kHz) foram
conduzidos para avaliar o efeito da duragdo, do tipo de estimulo e da possivel
interacao entre esses dois fatores na redug¢ao de amplitude dos PEMs comparado ao
valor basal. Ademais, LME com intercepto aleatério foi utilizado para avaliar a
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influéncia do UFBI na amplitude dos PEMs, os fatores incluidos foram UFBI
(ativo/placebo), duracdo do estimulo sonoro (500ms, 700ms) e tipo de estimulo sonoro
(1kHz vs. 12kHz).

4.8.2 OFFLINE

4.8.2.1 Experimento |

Para a amplitude do PEM, SICF e SICI, foram determinados os valores
medianos para cada ponto no tempo (Linha de base, T5, T30, T60). Foram realizadas
comparacgdes pareadas usando o teste de Wilcoxon entre a linha de base e cada um
dos outros pontos no tempo em cada grupo (DP-ON, DP-OFF e controles)
individualmente, a fim de avaliar o efeito do tempo para todas as medidas, incluindo
PEM, SICF 1,4, SICF 2,2, SICI, RMT e SI 1mV. Uma subanalise do PEM foi realizada
para levar em conta os efeitos das discinesias induzidas por levodopa (LID) no grupo
DP-ON versus DP-OFF, dividindo-os em com (DP-ON-L) ou sem (DP-ON-NL) LID.
Foram considerados pacientes com LID aqueles que apresentaram movimentos
discinéticos durante o experimento ou que relataram apresentar movimentos
discinéticos pelo menos uma vez por dia incluindo durante o inicio, pico ou final do

efeito terapéutico da levodopa (Espay et al., 2018).

LME com intercepto aleatério foi utilizado para avaliar os efeitos principais de
tempo (T5, T30 e T60), grupo [(DP-OFF vs. controle), (DP-ON vs. controle) e (DP-OFF
vs. DP-ON, 19 pacientes)] e a interagdo entre esses fatores para todas as medidas
apos tbUFBI. Se o LME mostrasse um efeito significativo de interagdo entre tempo e
grupo, testes post-hoc de Wilcoxon ou Mann-Whitney eram realizados para comparar
os valores pés-tbUFBI entre os grupos. Para avaliar o efeito das LID, considerou-se a
sua presenga ou auséncia como um outro fator para o LME com efeitos principais de
LID (DP-ON-L, DP-ON-NL), grupo (DP-ON, DP-OFF), tempo (T5, T30 e T60) e a

interagcdo entre eles.

O RMT, SI1mV, SICF e SICI na linha de base do grupo de controle vs. os grupos
DP-ON e DP-OFF foram comparados usando o teste U de Mann-Whitney. As medidas
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de EMT e os escores mUPDRS na linha de base para os grupos DP-ON e DP-OFF
foram comparados usando o teste de classificacdo de Wilcoxon. A pontuagdo do
mMmUPDRS e as subpontuag¢des foram comparados entre a linha de base e T60 para
cada grupo DP (ON e OFF) usando o teste de Wilcoxon. O teste de Spearman foi
utilizado para realizagdo de correlagdes entre as medidas basais de mUPDRS e
Hoehn e Yahr com a razdo T30 PEM.

4.8.2.2 Experimento Il

Para avaliar a influéncia no estagio da doencga na plasticidade induzida no grupo
OFF, foi realizada uma subanalise incluindo o grupo DP-OFF, controles e o grupo DP-
denovo. Para a amplitude do PEM, SICF e SIClI, foram utilizados os valores medianos
para cada ponto no tempo (Linha de base, T5, T30, T60) apos transformagao com raiz

quadrada.

LME com intercepto aleatério foi utilizado para avaliar os efeitos principais de
tempo (linha de base,T5, T30 e T60), grupo [(DP-OFF vs. denovo), e a interagao entre
esses fatores. Se o LME mostrasse um efeito significativo de interagao entre tempo e
grupo, testes post-hoc de Wilcoxon ou Mann-Whitney eram realizados para comparar
os valores pos-tbUFBI entre os grupos.
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5 RESULTADOS

5.1 ESTUDO ONLINE

5.1.1 EXPERIMENTO ONLINE |

Os dados clinicos dos 8 pacientes estdo resumidos na Tabela 4. Os controles
incluiram 12 individuos, sendo 5 do sexo feminino, a média de idade foi de 66,6 anos
com desvio padrdo de 9,7 anos. A idade (teste U de Mann-Whitney, p=0,351) e o sexo
(teste exato de Fisher, p=0,460) ndo apresentaram diferengas significativas entre os
pacientes e os controles.

As pontuagdées do mUPDRS (Tabela 4) foram avaliadas por um especialista em
disturbios do movimento que nao participou dos experimentos, e estava cego em

relagéo a condi¢cdo do paciente (ON vs. OFF).

Tabela 4. Caracteristicas clinicas dos pacientes com DP estudados.

Idade | Sexo | Tempo | H&Y | Lado | UPDRS | UPDRS | Medica LED LID
(anos) doenca OFF ON ¢ao (mg/dia)
(anos)
1 D AMA, L- | 925 Sim
64 M 13 1,5 15 11 Dopa,
PRA
2 E L-Dopa | 525 Nao
68 M 13 2 21 20
3* 54 M 4 1 D 18 16 L-Dopa | 450 Nao
¥ leo  |F |1 25 |B |20 14 P | 490 Nao
5* 45 M 8 E 12 12 L-Dopa | 300 Nao
6* 64 M 2 1,5 D 5 5 L-Dopa | 600 Nao
7 53 M 5 E 7 4 L-Dopa | 525 Nao
8 D L-Dopa, | 400 Sim
65 M 9 2,5 23 22 RAS
Médi 516
60,25 1,8+ 18,7
aSS £85 6,9+4.6 0.6 6.6 15+6,4 189,9

LED= Dose equivalente de Levodopa. Calculo LED 100 mg de levodopa = 133 mg de levodopa
liberacdo controlada = 303 mg de entacapone = 100 mg de amantadina = 1 mg de pramipexol = 5 mg
de ropinirol = 3.3 mg de rotigotina = 10 mg de selegilina. AMA = amantadina; ENT= entacapone; F =
feminino; E = esquerda; L-dopa = levodopa; LID = Discinesia induzida por Levodopa; M = masculino;
PRA = Pramipexol; D = direito; ROT = Rotigotina SD = desvio padrao; SEL = selegilina; TRI=triexifenidil;
UPDRS = Escala Unificada de Avaliagdo da DP; H&Y= Hohn e Yahr. * Pacientes testados no lado
menos afetado
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Essa analise foi realizada por meio de video e ndo incluiu o componente de
rigidez. As pontuag¢des foram maiores no grupo DP OFF (do que no grupo DP ON
(teste de Wilcoxon, p=0,036). A medicacédo de cada paciente foi descrita como dose
equivalente de levodopa (Jost et al., 2023).

5.1.1.1 MEDIDAS BASAIS NA CONDICAO 0W

A medida na condigdo OW foram consideradas as medidas de linha de base.
RMT OW nao foi significativamente diferente entre controles ( 63,9+ 14% média +
desvio padréo) e DP-OFF ( 71,7+ 12,3%) ou DP-ON (73,8 + 7,3%), ou entre DP-ON e
DP-OFF. Além disso, a SI1mV também nao diferiu entre os controles (75,5 £ 17,3%)
e DP-OFF (83,7 £ 15,3%), entre os controles e DP-ON (89,0 + 11,2%), ou entre DP-
ON e DP-OFF na condigao OW.

Embora os pacientes com DP apresentassem menor inibigdo medida pelo SICI
(controle 0,42 + 0,23; DP-OFF 0,57 + 0,37; DP-ON 0,90 £ 0,59), e mais facilitagao
medida pelo SICF 2,2 ms (controle 0,92 + 0,44; DP-OFF 1,08 £ 0,49; DP-ON 14 +
1,02), os controles apresentaram maior facilitagdo no SICF 1,4ms (controle 3.99 + 3.4;
DP -OFF 2,78 + 1,88; DP -ON 2,38 + 0,71). Os valores basais (OW) para SICl e SICF
1,4 e 2,2 ndo foram estatisticamente diferentes entre os grupos.

5.1.1.2 EFEITOS DO UFBI ONLINE NO RMT E SIMMV

Para o RMT e SI1mV, o teste de Wilcoxon ndo mostrou diferenca entre a UFBI
ativo ou placebo para os grupos (DP-OFF, DP-ON e controles). O LME comparando
DP-OFF vs. controles; DP-ON vs. controles e DP-ON vs. DP-OFF para as duas
variaveis (RMT e SI1mV) ndo mostrou efeito principal significativo de UFBI, grupo ou
interagdo UFBI x grupo (Tabela 5).

Tabela 5. Limiar motor em repouso (RMT) e intensidade do estimulo para produzir
PEM de 1 mV (SI1mV).
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RMT
Controle DP- OFF DP-ON
Placebo (0W) 63,9£13,5 71,7£12,3 73,8+7,3
Ativo (20W) 64,5+14 1 72,0£11,9 74,416,4
SIimV
Placebo (0W) 75,8+16,7 83,7£15,3 89,0+11,2
Ativo (20W) 75,5£17,9 82,7+14,8 89,0+11,2

RMT e SI1mV séao expressos como % da energia utilizada pelo estimulador e média + desvio padréao.

5.1.1.3 EFEITOS DO UFBI ONLINE NAS AMPLITUDES DE PEM

O teste de Wilcoxon mostrou diferenga entre as condi¢des Ativo (20W) vs.
Placebo (OW) para o grupo DP-ON (p=0,031), mas n&o pra DP-OFF (p=0,383) ou
controles (p=0,187) (Figura 21). O LME para DP-ON em comparag&o com controles

mostrou um efeito significativo do UFBI (F=4.347 p=0,048), sem efeito de grupo ou da

interagdo UFBI x grupo. O LME para DP-OFF em comparagado com controles e LME

para DP-ON em comparac¢édo ao DP-OFF n&o mostraram efeito significativo de UFBI,

grupo ou interagc&o grupo x UFBI (Figura 21).
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Figura 21. Efeitos do UFBI online na amplitude de PEM em pacientes DP-ON, controles e DP-OFF.

Dados de 8 pacientes DP-ON, 8 pacientes DP-OFF e 12 controles. O UFBI online no cértex motor

reduziu a excitabilidade do cértex motor medida pela amplitude de PEM evocada por EMT de pulso

unico com UFBI 20W em comparagao ao UFBI OW no grupo DP-ON. As barras de erro representam

o erro padrdo. O asterisco representa diferenga significativa entre OW e 20W no grupo DP-ON.
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5.1.1.4 EFEITOS DO UFBI ONLINE NA SICI E SICF

Ao avaliar a SICI, o teste de Wilcoxon mostrou diferenca entre as condigdes ativo
(20W) e placebo (OW) para o grupo DP-ON, mas n&o para os grupos DP-OFF ou
controle. Ao avaliar a SICF 1,4 e 2,2, o teste de Wilcoxon n&do mostrou diferenga entre
as condigdes ativo (20W) e placebo (OW) para os grupos DP-ON, DP-OFF ou controle
(Figura 22).
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Figura 22. Efeitos do UFBI online na SICI, SICF 1.4 e SICF 2.2 em pacientes DP-ON, controles e DP-OFF.

Dados de 8 pacientes DP-ON, 8 pacientes DP-OFF e 12 controles. DP-ON. As barras de erro representam

o erro padrdo. O asterisco representa diferenga significativa entre OW e 20W no grupo DP-ON.

LME entre DP-ON e controle para avaliar SICI mostrou efeito significativo do
UFBI (F=6.64, p= 0,018) e da interagao grupo x UFBI (F=16.37, p<0,001), sem efeito
do grupo (F= 2,46, p=0,133). O LME comparando DP-ON vs. DP-OFF mostrou efeito
significativo do UFBI (F=14.8, p=0,001) grupo (F=8.31, p=0009) e da interagdo entre
esses fatores (F=7.34, p=0,013). O LME comparando DP-ON vs. controles n&o
mostrou efeito significativo do UFBI, grupo ou da sua interagdo. O LME da SICF 1,4 e
2,2 comparando os grupos DP-ON vs. controle, DP-ON vs. DP-OFF e DP-OFF vs.
controles n&do mostrou efeito do UFBI, do grupo ou da sua interagéo.

5.1.2 EXPERIMENTO ONLINE II

Foram avaliados 16 individuos saudaveis, incluindo 8 do sexo feminino, com

uma média de idade de 31,4 anos e desvio padrao de 7,9 anos.
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5.1.2.1 EFEITO DOS ESTIMULOS SONOROS NO PEM

Ao se avaliar o SI1mV, o teste de Wilcoxon com corre¢cdo de Bonferroni mostrou
que os valores de SI1mV foram significativamente mais altos que a referéncia (sem
estimulo sonoro) (média + desvio padrao) de 73,7 £ 11,1% em comparacgéao a todas
as outras condigdes com estimulo sonoro, 1 kHz por 500 ms (77,4 + 9,4%, p=0,008),
1 kHz por 700 ms (77,6 £ 10,1%, p=0,008), 12 kHz por 500 ms (76,9 + 10,6%, p=0,03)
e 12 kHz por 700 ms (77,2 + 9,8%, p=0,02) (Figura 23).
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Referéncia 1 kHz 500 ms 1 kHz 700 ms 12 kHz 500 ms 12 kHz 700 ms
Condicao

Figura 23. Intensidade utilizada pelo EMT em % para gerar um PEM de 1mV (SI1mV) no estado inicial
de referéncia e durante as quatro condicoes de estimulagédo sonora. Cada condi¢do simulada de som
exigiu uma intensidade de estimulo significativamente maior do que a linha de base para evocar um
PEM de 1 mV. O asterisco representa p<0,05. As barras horizontais extremas representam os limites
superior e inferior dos dados, as extremidades da caixa representam o percentil 75 (superior) e 25

(inferior). A linha central representa o valor da mediana.

5.1.2.1.1 EFEITO DA DURACAO DO ESTIMULO SONORO NO PEM

Um LME com os fatores 'duracéo’ (500 vs. 700 ms) e 'frequéncia’ (1 vs.12 kHz)
revelou PEMs significativamente mais baixas com uso de estimulos auditivos de 500
ms (duragao: p = 0,017; frequéncia: p = 0,878; interacdo: p = 0,156), ratificando o
papel da duragdo do estimulo auditivo na alteragdo da amplitude do PEM (Figura 24).
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Figura 24. Efeito significativo da duragéo do estimulo auditivo com maior redugédo da amplitude do PEM com

estimulos com duracéo de 500ms em comparacgao ao de duragao de 700ms. As barras de erro representam
o erro padrao. Asterisco representa p< 0,05.

5.1.2.2 EFEITO DO UFBI ONLINE NO PEM

Um LME com os fatores 'duragéo’ (500 vs. 700 ms), ‘frequéncia’ (1 vs.12 kHz)
e UFBI (ativo vs. placebo) revelou PEMs com amplitudes significativamente reduzidas
apos estimulos auditivos com frequéncia 1kHz (frequéncia: p = 0,010; duragao:
p=0.420; UFBI: p = 0,456), evidenciando o papel da frequéncia do estimulo auditivo
na alteragdo da amplitude do PEM quando analisado em associagao com UFBI. Nao
houve efeito significativo dos UFBI ou duragéo (Figura 25)

Frequéncia 12kHz Frequéncia 1kHz
g 1.2 ’é 1.2+
§ § Duracao
E 0.9 E 0.9
=3 =3 + 700ms
< ] “ 500ms
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o 0.6 1 o 0.6 1

ow 20W ow 20w

UFBI UFBI

Figura 25. Efeito significativo da frequéncia do estimulo auditivo com maior redugéo da amplitude do
PEM com estimulos com frequéncia de 1kHz em comparagao ao de 12kHz, sem efeito significativo da

duracgao ou entre o uso de UFBI ativo ou placebo. Barras de erro representam erro padrao
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N&o houve efeito significativo de UFBI em nenhum dos grupos. Contudo,
visualiza-se na Figura 25 que ha um comportamento diferente em relagdo ao uso do
UFBI para as diferentes duracbées em 12 ou 1kHz. Ademais, comparando-se 0s
mascaramentos sonoros utilizados previamente, percebe-se que a reduc¢ao percentual
de PEM entre as condigdes UFBI ativo e placebo foi maior no grupo 12kHz/500ms que
representam o experimento prévio de Fomenko (Fomenko et al., 2020a)(média de 10
t+ erro padrdao de 10%) em comparagdo ao grupo 1kHz/700ms, que reproduz o
experimento online | descrito nesse trabalho (média de — 3 + 11%).

5.2 ESTUDO OFFLINE

5.2.1 EXPERIMENTO OFFLINE |

Os dados clinicos dos pacientes estado resumidos na Tabela 6. Os 17 controles
saudaveis eram compostos de 5 individuos do sexo feminino, com média de idade de
63,7 anos e desvio padrdo de 9,2 anos. A idade (teste U de Mann-Whitney, p=0,117)
e 0 sexo (teste exato de Fisher, p=0,460) ndo apresentaram diferengas significativas
entre os pacientes e os controles. As pontuacdées do mUPDRS no inicio do estudo
(Tabela 6) foram avaliadas por um especialista em disturbios do movimento que nao
participou dos experimentos, e estava cego em relagado a condi¢gdo do paciente (ON
vs. OFF), a pontuacéo foi feita por meio de video e nao incluiu o componente de
rigidez.

As pontuagdes do mUPDRS foram maiores no grupo DP-OFF do que no grupo
DP-ON (teste de Wilcoxon, p=0,002). A dose equivalente de levodopa (LED) foi
calculada como baseado em estudo publicado por (Jost et al., 2023). Os pacientes
com DP com discinesia apresentaram uma dose maior de LED (teste de Mann-
Whitney, p=0,006) e uma duragdo da doenga mais longa (teste de Mann-Whitney,

p=0,025) em comparacédo com os pacientes com DP sem LID.



Tabela 6. Caracteristicas clinicas dos pacientes com DP estudados.
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Idade Sexo | Tempo | Hoehn | Lado | UPDRS | UPDRS | Medicagéo | LED LID
(anos) doenga e OFF ON (mg/
(anos) Yahr dia)
1 D AMA, L- 925 Sim
64 M 13 1,5 15 11 Dopa, PRA
2* E AMA, L- 940 Sim
54 F 10 39 25 Dopa, ROT
3 68 M 13 2 E 21 20 L-Dopa 525 Nao
4* 54 M 4 1 D 18 16 L-Dopa 450 Nao
5 69 Fool1 25 |E |20 14 S Pn |40 [N
6* 45 M 8 2 E 12 12 L-Dopa 300 Nao
7* 64 M 2 1,5 D 5 5 L-Dopa 600 Nao
8* 67 M 18 3 D 27 20 L-Dopa 1300 | Sim
9 53 M 5 1 E 7 4 L-Dopa 525 Nao
10* 69 M 10 1 D 17 11 L-Dopa 450 Nao
11* D L-Dopa, 400 Sim
65 M 9 2,5 23 22 RAS
12 47 M 4 1 D 7 8 L-Dopa 600 Nao
13* 50 M 7 2 E 21 21 L-Dopa 300 Nao
14* D AMA, L- 500 Sim
45 M 5 2 NA 26 Dopa, TRI
15* 52 F 3 2 E 14 13 L-Dopa 300 Nao
16* 56 F 5 2 D 10 5 L-Dopa 200 Nao
17 D AMA, L- 850 Sim
62 M 4 2,5 17 10 Dopa, PRA
18 58 M 3 2 D 26 20 L-Dopa 600 Nao
19 D L-Dopa, 300 Nao
69 M 2 2 38 25 PRA
20 E AMA, L- 2164 | Sim
71 M 8 2 23 12 Dopa, ENT
Média 631
59.1+ 1,910, 18,7
+ DP 8.7 7,1+4,4 6 +9.4 15+7,0 t

LED= Dose equivalente de Levodopa.

5.2.1.1 MEDIDAS BASAIS

Calculo LED 100 mg de levodopa = 133 mg de levodopa liberagéo
controlada = 303 mg de entacapone = 100 mg de amantadina = 1 mg de pramipexol = 5 mg de ropinirol =
3,3 mg de rotigotina = 10 mg de selegilina. AMA = amantadina; ENT= entacapone; F = feminino; DP = Desvio
padrao; E = esquerda; L-dopa = levodopa; LID = Discinesia induzida por Levodopa; M = masculino; PRA =
Pramipexol; D = direito; ROT = Rotigotina; SEL = selegilina; TRI=triexifenidil; UPDRS = Escala Unificada de
Avaliagao da DP. * Pacientes testados no lado menos afetado

A medida de RMT basal nao foi estatisticamente diferente entre controles (48,5
+ 11,3%, média £ desvio padréo) e DP-OFF (44,3 + 7,5%), controles e DP-ON (47,1
+ 9,5%), ou entre DP-ON e DP-OFF. Além disso, a SI1mV também n&o diferiu entre
os controles (58,0 + 15,4%) e DP-OFF (53,9 + 11%), entre os controles e DP-ON (56,8
+ 10,1%), ou entre DP-ON e DP-OFF.
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Embora os pacientes com DP apresentassem menor inibigdo medida pelo SICI
(controle 0,43 = 0,31; DP-OFF 0,56 + 0,56; DP-ON 0,78 £ 1,02) e mais facilitagao
medida pelo SICF em 1,4 ms (controle 3.25 + 1,60; DP-OFF 3,23 + 2,6; DP-ON 3,57
+ 3,9) e 2,2 ms (controle 1,11 £ 0,55; DP-OFF 1,64 + 2,43; DP-ON 1,43 + 1,75), os
valores SICI| e SICF medidos na avaliagao basal ndo foram estatisticamente diferentes

entre os grupos.

5.2.1.2 EFEITOS DO THETABURST UFBI NO RMT E SI1MV

Para o RMT, o teste de Wilcoxon ndo mostrou diferenca entre a linha de base
e T5, T30 ou T60 para os grupos (DP-OFF, DP-ON e controles). O LME comparando
DP-OFF vs. controles e comparando DP-ON vs. controles ndo mostrou efeito
significativo de tempo, grupo ou interagao tempo x grupo (Tabela 7). As comparagdes
de DP-ON vs. DP-OFF mostraram um efeito significativo do grupo (F=4,86, p=0,03),
sem efeito significativo do tempo ou da interagdo tempo x grupo (Tabela 7).

Para o SI1mV, o teste de Wilcoxon ndo mostrou diferenga entre a linha de base
e T5, T30 ou T60 para os grupos (DP-OFF, DP-ON e controles). O LME comparando
DP-OFF vs. controles e comparando DP-ON vs. controles ndo mostrou efeito
significativo de tempo, grupo ou interagao tempo x grupo (Tabela 7). LME de DP-ON
vs. DP-OFF mostrou um efeito significativo do grupo (F=7,56, p=0,007), sem efeito

significativo do tempo ou da interagdo tempo x grupo (Tabela 7).

Tabela 7. Limiar motor em repouso (RMT) e intensidade do estimulo para produzir
PEM de 1 mV (SI1mV).

RMT

Controle DP - OFF DP - ON
Linha basal 48,5+11,1 44,3175 47,149,5
T5 45,4+9.3 44,8+7,2 47,149,9
T30 46,8+9.5 45,2+7.7 46,9+10,0
T60 46,8+10,4 44,8+7,3 47,4+9,7

SI1mV

Linha basal 58,0+15,4 53,9+11,0 56,8+10,1
T5 56,4+14,7 54,4+£10,9 57,1£10,7
T30 57,8+14,6 54,5+10,8 56,9+10,5
T60 58,1+14,3 54,3+10,5 57,3+10,8

RMT e SI1mV séao expressos como % da energia utilizada pelo estimulador e média + desvio padréao.
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5.2.1.3 EFEITOS DO THETABURST UFBI NAS AMPLITUDES DE PEM

Os resultados estdo mostrados na Figura 26. O teste de Wilcoxon mostrou
diferencga entre a linha de base e T30 para os controles (p=0,042) e DP-ON (p=0,015),
mas nao para o DP-OFF. O LME para DP-OFF em comparagdao com controles
mostrou um efeito significativo do tempo (F=3,68, p=0,031), grupo (F=5,01, p=0,032)
e interagao tempo x grupo (F=3,92, p=0,024). A analise post hoc de Mann-Whitney
comparando DP-OFF T30-PEM e controle T30-PEM mostrou diferenga entre ambos
(p=0,013) (Figura 26).

O LME para DP-ON em comparagao com controles mostrou um efeito
significativo do tempo (F=6,55, p=0,002), sem efeito do grupo (F=0,09, p=0,760) ou
interagdo grupo x tempo (F=1,05, p=0,357). A analise post hoc do tempo mostrou
maior amplitude de PEM para T30 em comparagéo com T60 (p=0,002) (Figura 26). O
LME de DP-OFF e DP-ON mostrou um efeito significativo do grupo (F=5,0, p=0,028),
com maiores amplitudes de PEM para DP-ON, e nenhum efeito do tempo (F=0,861,
p=0,426) ou interagc&o tempo x grupo (F=1,507, p=0,227) (Figura 26).
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Figura 26. Efeitos do UFBI thetaburst na amplitude do PEM em pacientes DP-OFF, DP-ON e controles
saudaveis. Dados de 20 pacientes DP-ON, 19 pacientes DP-OFF e 17 controles. O toUFBI aplicado no
cértex motor aumentou a excitabilidade medida pela amplitude de PEM evocada por EMT de pulso
Unico ap6s 30 minutos de sonicagdo, demonstrando que o efeito de plasticidade do tbUFBI é
preservado em controles saudaveis mais velhos e pacientes DP-ON. as barras de erro representam o
erro padrao. Os asteriscos representam diferenga significativa entre DP-OFF e controles em T30, e os
simbolos de hashtag representam diferenga significativa entre a linha de base e T30 para DP-ON e

controles.



75

Uma sub-analise foi realizada para avaliar o efeito das LID, cujos resultados estao
na Figura 27. LME comparando DP-ON e DP-OFF adicionando LID como fator ndo
mostrou efeito significativo do tempo, grupo, LID ou das interagdes tempo x grupo, LID
x grupo, LID x tempo ou LID x tempo x grupo (Figura 27).
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Figura 27. Efeitos do UFBI thetaburst na amplitude de PEM em pacientes com DP-OFF, DP-ON com e

sem LID. Dados de 13 pacientes DP-ND-ON, 7 pacientes DP-D-ON, 13 pacientes DP-ND-OFF e 6

pacientes DP-OFF. As barras de erro representam o erro padrao

T60

5.2.1.4 EFEITOS DO THETABURST UFBI NA SICI E SICF

Os resultados estdo mostrados na Figura 28. Ao avaliar a SICI, SICF 1,4 ou
SICF 2,2, o teste de Wilcoxon ndo mostrou diferenca entre a linha de base e T5, T30
ou T60 para os controles, DP-ON ou DP-OFF. O LME avaliando SICI n&do mostrou
efeito do tempo, grupo ou suas interagdes ao comparar controles com DP-OFF,
controles com DP-ON ou DP-OFF com DP-ON. O LME para SICF 1,4 ao comparar
controles e DP-ON mostrou efeito do tempo (F=8,15, p<0,001), sem efeito significativo
do grupo (F=0,24, p=0,628) ou da interag&o grupo x tempo (F=1,16, p=0,320). O LME
comparando controles vs. DP-OFF e DP-ON vs. DP-OFF nao mostrou efeitos do
grupo, tempo ou suas interagdes (Figura 28). O LME avaliando SICF 2,2 ndo mostrou
efeito do tempo, grupo ou suas interagdes ao comparar controles com DP-OFF,
controles com DP-ON ou DP-OFF com DP-ON (Figura 28).
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Figura 28. Efeitos do UFBI thetaburst em SICl e SICF 1,4 e 2,2. Os valores sao representados como a
razao das amplitudes de PEM condicionadas para as amplitudes de PEM né&o condicionadas do
estimulo Unico do TS. Portanto, razdes mais altas para a SICI representam menos inibicdo, e razdes
mais altas para a SICF representam maior facilitagdo. As barras de erro representam o erro padrao.

5.2.1.5 EFEITOS DO THETABURST UFBI NAS PONTUACOES CLINICAS

O teste de Wilcoxon mostrou que a pontuacdo meéedia do mUPDRS nao foi
diferente entre a linha de base e T60 para os grupos DP-OFF e DP-ON. No entanto,
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houve uma diferenga significativa na sub pontuagao de bradicinesia entre a linha de
base (10,8 £ 1,2) e T60 (9,5 £ 1,0) em DP-ON (Wilcoxon, p = 0,046), mas nédo em DP-
OFF (p = 0,065). As subpontuagbes para tremor ou sintomas axiais nao foram
significativamente diferentes entre a linha de base e T60 tanto em DP-ON quanto em

DP-OFF (Figura 29).
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Figura 29. Média das pontuagdes e subpontuagdes de mUPDRS. Valores basais e apds 60 minutos da
aplicacéo do protocolo thetaburst UFBI no cortex motor em pacientes com DP. Dados de 20 pacientes
com DP no estado ON e 19 pacientes no estado OFF. A aplicagdo de UFBI thetaburst no cortex motor

reduziu as subpontuagdes de bradicinesia do mMUPDRS aos 60 minutos apds a sonicagéo. As barras

de erro representam o erro padrao.

5.2.1.6 CORRELACAO ENTRE O EFEITO THETABURST UFBI NO PEM E AS
CARACTERISTICAS CLINICAS DOS PACIENTES COM DP
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O teste de Spearman ndo mostrou correlagao significativa para os grupos DP-ON
ou DP-OFF entre a pontuagéo inicial do mUPDRS e a razdo T30 PEM, uma medida
de magnitude da plasticidade . Contudo, quando estratificado entre DP-ON com e sem
LID, o grupo DP-ND-ON mostrou correlagao significativa entre o mUPDRS inicial e a
razao T30 PEM (r=0,562, p=0,037), mas a correlagao nao foi significativa para o grupo
DP-D-ON (Figura 30). Os grupos DP-ND-OFF e DP-D-OFF nado apresentaram
correlagao significativa entre a razdo T30 PEM e a pontuag&o na escala mUPDRS.
N&o houve correlagdo significativa entre a pontuagao da Escala de Hoehn e Yahr e a
razao T30 PEM para os grupos DP—ON ou DP-OFF e os subgrupos estratificados de
LID (Figura 31).
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Figura 30. A relagdo entre a pontuagéo basal do mUPDRS e a razdo PEM 30 minutos apos tbUFBI foi

avaliada com o teste de correlagdo de Spearman. Cada ponto representa a medida média de um

paciente. Os dados sao de 20 pacientes com doenga de Parkinson (DP) em estado ON (DP-ON) e 19
pacientes em estado OFF (DP-OFF). Os subgrupos incluem DP-ON, DP-D-ON (n=7) e DP-ND-ON
(n=13), DP-OFF, DP-D-ON (n=6) e DP-ND-ON (n=13). A sombra azul representa o erro padrao. O
asterisco representa p< 0,05.
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5.2.2 EXPERIMENTO OFFLINE II

Para avaliar a efeito UFBlI em pacientes com doenca de Parkinson em
diferentes estagios de gravidade, foram recrutados 7 pacientes com Parkinson denovo
para realizar uma analise adicional. Os dados clinicos dos pacientes estdo resumidos
na Tabela 8. O grupo DP denovo foi comparado com 15 pacientes DP-OFF pareados
por sexo e idade (descritos na tabela 5 — excluindo-se os pacientes descritos como
pelos numeros 4,6,12,13 e 14). Sendo composto por 4 pacientes do sexo feminino
(Fisher’s exact test, p=0,630), com média de idade de 62,5£6,5 anos (Mann-Whitney
U p=0,323).0 grupo DP-OFF apresentou tempo médio de doencga de 7,1+5,0 anos,
meédia de pontuagao na escala Hoehn Yahr de 2,1+0,7 e mMUPDRS médio de 13,949,8.
O grupo DP-OFF apresentou maior tempo de doenga (p=0,003) e maior pontuagéo na
escala de Hoehn Yahr quando comparado ao grupo DP-denovo (p=0,004) utilizando
o teste de Mann-Whitney U, sem diferencga significativa entre os dois grupos quanto a
pontuacéo basal do UPDRS.

Tabela 8. Caracteristicas clinicas dos pacientes com DP denovo estudados.

Idade Sexo Tempo Hoehn e Lado mUPDRS
(anos) doenca (anos) Yahr
21 78 F 2 1 E 18
22 76 F 3 1 E 11
23 56 M 1 1 D 12
24 62 M 1 2 E 19
25 57 M 2 1 E 12
26 70 F 1 1 D 5
27 66 M 1 1 E 20
Média+ DP | 66,4+8,7 1,6£0,8 1,14£0,4 13,9154

E= esquerdo; F=feminino; M = masculino; D = direito; DP = desvio padrdo; mUPDRS = Escala Unificada
de Avaliagédo da DP parte motora.

5.2.2.1 EFEITOS DO THETABURST UFBI NAS AMPLITUDES DE PEM

Os resultados estdo mostrados na Figura 32. O LME para DP-denovo em
comparagao ao grupo DP-OFF mostrou um efeito significativo da interagado tempo x
grupo (F=3,19; p=0,030), sem efeito significativo de tempo (F=1,86; p=0,146) ou efeito
do grupo (F=0,39; p=0,538). A analise post hoc de Mann-Whitney U comparando DP-
denovo T30-PEM e DP-OFF T30-PEM mostrou diferenga entre ambos (p=0,039) e
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nao mostrou diferenga entre o grupo DP-denovo e o grupo controle para T5 (p=1,000)
ou T60 (p=0,919).
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Figura 32. Efeitos do UFBI thetaburst na amplitude do PEM em pacientes DP-OFF e DP- denovo. Dados
15 pacientes DP-OFF e 7 pacientes DP-denovo. As barras de erro representam o erro padrdo. Os
asteriscos representam diferenga significativa entre DP-OFF e DP-denovo em T30.

5.2.2.2 EFEITOS DO THETABURST UFBI NA SICI E SICF

Os resultados estdo mostrados na Figura 33. O LME para SICF 1,4 mostrou
um efeito significativo da interacdo tempo x grupo (F=6,65; p<0,001), sem efeito
significativo de tempo (F=1,06; p=0,375) ou efeito do grupo (F=2,39; p=0,138). A
analise post hoc de Mann-Whitney U comparando DP-denovo T60-SICF 1,4 e DP-
OFF T60-SICF 1,4 mostrou diferenga entre ambos (p=0,002) e ndo mostrou diferenca
entre o grupo DP-denovo e o grupo DP-OFF para T5 (p=0,801) ou T30 (p=0,831).

O LME avaliando SICF 2,2 ndo mostrou efeito do tempo (F=1,42; p=0,248),
grupo (F=0,14; p=0,066) ou suas interagbes ao comparar DP-OFF com DP-denovo
(Figura 33). O LME avaliando SICI mostrou efeito do tempo (F=4,24; p=0,009), mas
nao mostrou efeito do grupo (F=0,48; p=0,499) ou suas interagdes (F=1,38; p=0,257)
ao comparar DP-denovo e DP-OFF (Figura 33). A analise post hoc do tempo mostrou

maior amplitude de SICl para T5 (p=0,026) e para T30 (p=0,014) em comparagao com
a linha de base.
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Figura 33. Efeitos do UFBI thetaburst em SICl e SICF 1,4 e 2,2. Os valores sao representados como a

razao das amplitudes de PEM condicionadas para as amplitudes de PEM nao condicionadas do

estimulo Unico do TS. Portanto, razdes mais altas para a SICI representam menos inibicdo, e razdes

mais altas para a SICF representam maior facilitagdo. As barras de erro representam o erro padréo.

Asterisco representa p<0,05 entre linha basal e T5, linha basal e T30 no grafico de SICI.
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5.2.2.3 EFEITOS DO THETABURST UFBI NAS PONTUAGCOES CLINICAS DO
GRUPO DP-DENOVO

O teste de Wilcoxon mostrou que a pontuagdo média do mUPDRS néao foi
diferente entre a linha de base e T60 para o grupo DP-denovo. No entanto, houve uma
diferenga significativa na sub pontuagao de bradicinesia entre a linha de base (9,6 +
1,6) e T60 (7,6 £ 1,4) em DP-denovo (Wilcoxon, p = 0,041). As sub pontuagdes para
tremor ou sintomas axiais ndo foram significativamente diferentes entre a linha de

base e T60 (Figura 34).
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Figura 34. Média das pontuagdes e subpontuagdes de mUPDRS. Valores basais e apds 60 minutos da
aplicacado do protocolo thetaburst UFBI no cértex motor em pacientes com DP denovo. Dados de 7
pacientes. A aplicacdo de UFBI thetaburst no cértex motor reduziu as subpontuacdes de bradicinesia

do mUPDRS aos 60 minutos apds a sonicagdo. As barras de erro representam o erro padrao.
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6 DISCUSSAO

6.1 PROTOCOLO ONLINE

Nossos resultados revelaram que o protocolo online induziu redugdo do PEM
no grupo de pacientes com DP quando em uso de drogas dopaminérgicas. Contudo,
esse achado nado foi encontrado no grupo controle ou DP sem uso de droga
dopaminérgica. Ademais, houve aumento do mecanismo de inibicdo mensurado pelo
SIClI no grupo de DP em uso de medicagdo dopaminérgica, comparando-se a
condigdo ativa (20W) com a condigao placebo (OW). Esse achado nao foi reproduzido
nos outros dois grupos estudados (controle e DP-OFF). No que tange aos
mecanismos de excitabilidade cortical mensurados pela SICF, ndo se evidenciou

alteragao significativa em nenhum dos grupos.

O efeito do UFBI online nos pacientes DP em uso da medicagado dopaminérgica
é similar ao que foi descrito em estudos prévios com individuos saudaveis. Um dos
estudos avaliou 16 individuos saudaveis e mais jovens (idade entre 29-59 anos), e
mostrou redu¢ao do PEM, e aumento do efeito SICI com UFBI online (Fomenko et al.,
2020b). Outro estudo com 27 individuos saudaveis (21 — 44 anos) utilizando o mesmo
protocolo online também mostrou inibicdo do PEM (Xia et al., 2021). Um resultado
similar de inibicdo cortical motora ao utilizar o protocolo online também foi encontrado

em um terceiro estudo com 50 controles jovens (19 — 34 anos) (Legon et al., 2018b).

A amostra do nosso estudo € menor que a dos relatos anteriores, e, esse € um
dos fatores que pode explicar a auséncia de efeito inibitério com o uso de UFBI online
em nossos controles saudaveis. Outro fator a ser considerado € a idade média dos
controles desse estudo, que € notadamente maior do que nos estudos prévios.
Estudos com outras técnicas de neuromodulgdo nao invasiva, como tDCS e EMT,
mostraram reduc¢ao efeito na modulacao da excitabilidade cortical com 0 aumento da
idade dos sujeitos (Ghasemian-Shirvan et al., 2022; Mally et al., 2019).

Um outro fator relevante para justificar o resultado negativo encontrado nos
controles é a possivel variabilidade entre pessoas para resposta a mecanismos de
neuromodulagao (Lopez-Alonso et al., 2014). O efeito online do UFBI pode seguir um
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padrao nao linear, assim, algumas pessoas seriam mais afetadas pelos parametros
utilizados do que outras. O comportamento ndo linear seria um dos substratos da
variabilidade de resposta. Soma-se a isso, a possivel heterogeneidade na intensidade
da estimulagdo que atinge o cortex, visto que devido a ndo uniformidade do cranio
humano, as ondas de ultrassom podem ser amortecidas ou difratadas (Mueller et al.,

2017), e a intensidade final da estimulag&o pode ser diferente entre sujeitos.

6.1.1 EXCITABILIDADE CORTICAL E MECANISMOS DO UFBI ONLINE

O mecanismo pelo qual o UFBI altera a excitabilidade cerebral ainda nao é
completamente compreendido. No caso do protocolo online, ele se restringe a
adaptagdes neuronais de curto prazo (Darmani et al., 2022). UFBI online é capaz de
produzir modulagdes sublimiares da atividade neural em curso (possivelmente

comparavel aos efeitos modulatorios sublimiares da tDCS).

Em seu estudo seminal, Legon e colaboradores demonstraram que UFBI com
protocolo online similar ao utilizado nesse estudo (frequéncia fundamental = 500 kHz,
PRF = 1kHz, DC = 36%, SD = 500ms, PD = 0,36 ms, ISPPA em campo livre = 23,9
W/cm?) aplicado de forma focal em S1 pode atenuar a amplitude dos PES e das
oscilagdes corticais induzidas pela estimulacdo elétrica do nervo mediano. Essa
modulagao foi acompanhada pela reducdo nos limiares perceptivos de deteccao
sensorial (ou seja, melhora no desempenho), conforme medido por tarefas de
discriminagédo de dois pontos. E importante destacar que esses efeitos estavam
ausentes quando foi utilizado o UFBI placebo (OW) ou quando o UFBI foi direcionando
a regides cerebrais 1 cm posterior ou anterior a S1, ratificando a hipotese de um efeito
neuromodulatoério verdadeiro do UFBI online no cortex sensorial (Legon et al., 2014).

Posteriormente, foi demonstrado que o UFBI, com o mesmo conjunto de
parametros utilizados nos experimentos de (Legon et al., 2014), foi capaz de reduzir
a amplitude dos PEM induzidos por EMT e atenuar a facilitagao intracortical medida
por meio de um protocolo de EMT de estimulo pareado (ICF) (Legon et al., 2018a).
Estudo posterior variando sistematicamente os parametros de sonicacdo de M1
(frequéncia fundamental = 500 kHz, PRF = 200, 500, 1000 Hz, DC = 10, 30, 50%, SD
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=0,1-0,5 s, PD = 0,5-0,6 ms, ISPPA em campo livre = 9,26 W/cm?), mostrou que o
UFBI suprime os PEM de forma mais eficaz em duragdes de sonica¢gado mais longas e
ciclos de trabalho mais curtos (Fomenko et al., 2020b). Estes resultados exemplificam
a capacidade de UFBI online de reduzir a excitabilidade cortical.

Quanto a distribuigado espacial da neuromodulagdo, um estudo que investigou
a aplicacéo do protocolo online em M1, com os mesmos parametros empregados no
protocolo online do presente estudo e a mensuragao do PEM utilizando uma bobina
de EMT em diversas orientagdes, sugere que o UFBI atinge predominantemente as
células piramidais conectadas aos neurdnios corticospinais na area de Brodmann 4p,
bem como os axdnios desses neurbnios corticospinais na area 4p, que mantém
conexdes monossinapticas com os motoneurdénios espinhais (Arora et al., 2022;
Siebner et al., 2022). Neste estudo, a EMT foi aplicada nas orientagbes PA,
lateromedial (LM) e anteroposterior (AP), e evidenciou uma redugao do PEM apenas
nas dire¢cées PA e LM, ndo em AP. Isso sugere que a UFBI online modula a resposta
motora ao envolver o circuito direto (D), que inclui o axénio das células piramidais e &
preferencialmente ativado na direcdo PA, e o circuito indireto 1 (11), que inclui axdnios
com conexdes monossinapticas com as células piramidais, preferencialmente
ativados na diregao LM. Nao houve reducédo do PEM ao avaliar com a orientagao AP,
que ativa preferencialmente o circuito indireto 3, indicado pela maior laténcia de inicio
do PEM, e mediado por um conjunto de neurdnios corticais com orientagdes diferentes
daqueles que mediam o circuito 11 (Arora et al., 2022; Sakai et al., 1997).

No que tange ao mecanismo molecular, alguns estudos sugerem o fator
mecanico como mecanismo mais proeminente. Um estudo mensurou o deslocamento
fisico da membrana com o uso do UFBI utilizando membranas bilipidicas sintéticas, o
que evidenciou que a forgca de radiacdo, ou transferéncia de momento para a
membrana, pode ser responsavel pela neuromodulagado gerada pelo UFBI (Prieto et
al., 2013). Outro estudo recente constatou que os canais idnicos de culturas de células
neuronais aumentaram a condutancia de potassio em resposta a UFBI (Sorum et al.,
2021). Estudos com culturas de células e modelos animais parecem indicar que uma
variedade de canais iénicos regula os efeitos neuromodulatérios do ultrassom por
meio da perturbagdo mecanica da membrana. Embora quase todos os canais

mecanossensiveis também tenham sido identificados como termossensiveis, o UFBI
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aparentemente pode ativar esses canais independentemente de qualquer mudanca
térmica significativa, o que corrobora a hipotese de seu efeito por fator mecéanico
(Darmani et al., 2022). Assim, percebe-se que 0s canais idbnicos sdo possivelmente os
atores dos mecanismos de curto prazo do ultrassom na membrana da célula mediado
mais provavelmente pelo seu efeito mecénico, que podem gerar redugdo da

excitabilidade da membrana neuronal no caso do protocolo online.

6.1.2 EXCITABILIDADE CORTICAL E UFBI ONLINE NA DOENCA DE
PARKINSON

Apesar das avaliagbes basais (protocolo online OW) dos parametros de
excitabilidade cortical compostos por RMT, SI1mV, SICF e SICI ndo terem
evidenciado alteracao significativa entre controles e pacientes com DP com e sem uso
de medicagao dopaminérgica, nota-se que os valores de SI1mV e RMT do grupo DP-
OFF foram inferiores aos do grupo DP-ON, evidenciando uma possivel

hiperexcitabilidade no grupo DP que foi reduzida com uso de medicacgéo.

Estudos anteriores indicam que pacientes com DP apresentam alteragdes na
excitabilidade cortical, mensuraveis por meio de EMT. Pesquisas utilizando EMT de
pulso unico e pulso pareado revelaram mudangas na excitabilidade e nos circuitos
corticais na DP, incluindo a diminuicdo do periodo silencioso, a reducao da SICI, o
aumento da SICF, a redugdo da inibicao inter-hemisférica e da inibicido cerebelar
(Udupa & Chen, 2019b). Um estudo especifico destacou que o aumento na
excitabilidade em pacientes com DP esta associado a uma duragdo mais prolongada
da doencga (Bhatia et al., 2003). Além disso, ha evidéncias de que a dopamina
desempenha um papel crucial nessas alteracbes, uma vez que alguns desses
parametros se normalizam apds o uso de medicagdo dopaminérgica (Cantello et al.,
2002). Essa associagao é corroborada por estudos em animais que utilizaram
antagonistas dopaminérgicos em roedores, evidenciando o papel regulador da
dopamina na excitabilidade dos neurénios do cortex motor (Swanson et al., 2021).

Estudos que empregaram a técnica de EMT para induzir neuroplasticidade,

especificamente utilizando a forma de inibicdo cortical motora chamada thetaburst
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continuo (cTBS), revelaram uma falta de resposta de inibicdo do PEM em pacientes
com DP que nao estavam sob medicagdo dopaminérgica (Eggers et al., 2010).
Resultados de estudos com modelos animais de DP indicam que essa inibigao cortical
pelo cTBS pode ser restaurada com o uso de dopamina (Guo et al., 2015). Contudo,
a literatura apresenta controvérsias nos estudos envolvendo pacientes com DP quanto
a restauragdo da resposta neuromodulatéria com o uso de dopamina (Chen et al.,
2022). Essa divergéncia nos resultados provavelmente esta relacionada a diversas
variaveis clinicas nas coortes investigadas, incluindo o estagio da DP, fendtipo,
presenca ou auséncia de flutuacdes motoras e LID, além do estado terapéutico dos
pacientes em relacido ao horario das doses de levodopa, dado a natureza flutuante da
DP.

Em linhas gerais, a maioria dos estudos sugere um possivel efeito benéfico da
levodopa na modulagdo da resposta a protocolos de neuromodulagdo em EMT, como
TBS e PAS. No entanto, diversos fatores podem contribuir para a heterogeneidade
dessas respostas(Bologna et al., 2016; Huang et al., 2011; Suppa et al., 2017b). No
nosso estudo, ndo houve redugéo do PEM com o ultrassom online de 20W/cm? em
pacientes DP sem uso de medicagdo dopaminérgica , e essa falta de resposta foi
revertida apds a administragdo de medicagado dopaminérgica nos mesmos pacientes.
Esse achado sugere um potencial papel da dopamina no mecanismo de
neuromodulacédo do UFBI online.

O aumento do efeito da SICI no grupo DP-ON apéds o UFBI online de 20W/cm?
evidencia a possivel acdo do UFBI em neurbnios gabaérgicos, que possuem
regulacdo afetada em pacientes com DP (Ammann et al.,, 2021). O efeito mais
pronunciado do UFBI em pacientes com DP que estdo utilizando medicacao
dopaminérgica em comparagdo aos controles pode ser atribuido, possivelmente, a
inibigao inicial da SICI observada nos pacientes DP sob efeito da medicagédo (DP-ON).
A presenca de uma SICI inicialmente reduzida nos pacientes DP-ON pode ter
facilitado uma modulagédo mais significativa, pois permitiu um aumento no mecanismo
de SICI. Em contraste, essa dinamica nao foi tdo evidente nos controles, uma vez que

estes ndo apresentavam uma alteragéo basal na SICI.
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6.1.3 ESTIMULO SONORO COMO POSSIVEL FATOR CONFUNDIDOR

E importante apontar uma diferenca metodolégica qualitativa entre o presente
estudo e os estudos que evidenciaram reducdo do PEM apos UFBI online
mencionados anteriormente (Fomenko et al., 2020b; Legon et al., 2018b; Xia et al.,
2021). O presente estudo utilizou um som de mascaramento de onda quadrada de 1
kHz reproduzido por fones de ouvido, que era reproduzido a partir de 100ms antes,
até 100ms apos o fim estimulag&o por UFBI em todos os registros (Braun et al., 2020).
E importante observar que Braun e colaboradores, ao desenvolverem esse método,
nao investigaram o efeito do mascaramento sonoro na modulagdo dos PEM,
concentrando-se exclusivamente na percepcado sonora do UFBI e nos potenciais
evocados auditivos. Optamos por replicar o mascaramento de Braun et al., 2020 no
presente estudo devido a evidéncia solida de sua eficacia em impedir que os
participantes pudessem distinguir entre UFBI online placebo e ativo.

Os estudos anteriores n&o utilizaram mascaramento (Legon et al., 2018b), ou
empregaram uma onda senoidal tonal reproduzida por alto-falantes apenas durante o
periodo de estimulagédo por UFBI (Fomenko et al., 2020b). A escolha da onda tonal de
12kHz por Fomenko et. al foi motivada pela semelhanca entre esse som e 0 som
gerado pelo UFBI ao fornecer o estimulo de 20W. Essa discrepancia nos estimulos
sonoros pode ter contribuido para os resultados distintos quanto a redugdo do PEM

no nosso estudo em comparagao aos estudos anteriores.

Os resultados do experimento online Il indicam que os dois diferentes estimulos
sonoros utilizados como mascaramento nos experimentos prévios (Braun et al., 2020;
Fomenko et al., 2020b) podem causar redugdo da excitabilidade cortical em
comparagao a condicdo sem estimulo sonoro, evidenciado pelo aumento da SI1mV.
A comparacao entre os estimulos mostrou que tanto a onda sonora de 1kHz quanto a
de 12kHz induziram maior inibicdo do PEM com uma duragdo de 500ms em
comparagao com 700ms. No entanto, quando se avaliou os quatro diferentes
estimulos na presenca de UFBI ativo ou placebo, a frequéncia foi o fator que
diferenciou o grau de inibicdo cortical motora, com um efeito inibitério mais

pronunciado da frequéncia de 1kHz em comparacéo com 12kHz.
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6.1.4 EFEITO DO STIMULO SONORO NO MODULAGAO CORTICAL

E relevante salientar que, embora nédo tenha havido um efeito estatisticamente
significativo entre o UFBI ativo e o placebo no Experimento Online Il, a Figura 25
revela uma tendéncia de redugado do PEM com o uso do UFBI ativo em comparacao
com o placebo quando exposto ao mascaramento de 1 kHz (500 ou 700 ms). No
entanto, o mascaramento de 12 kHz mostrou tendéncias de efeitos opostos, com
reducdo do PEM com o uso de 500 ms e aumento do PEM com uso de 700 ms de
duracdo. Assim, sugere-se que o efeito da duragdo do estimulo sonoro pode ter sido
influenciado pela presenga do UFBI. Isso respalda a hipétese de uma possivel
interacdo entre os efeitos neuromodulatérios da onda sonora e os efeitos
neuromodulatérios do UFBI, contribuindo para a variabilidade de resultados
observada.

De fato, estudos prévios ja comprovaram que diferentes sons reproduzidos
antes e durante a estimulagdo com uso de outras técnicas, como o EMT, influenciam
os PEMs (Capozio et al., 2021), destacando assim a capacidade neuromodulatéria do
som. Ademais, sabe-se que o som também € um componente da estimulagcdo com
UFBI, visto que o ultrassom gera uma percepgao auditiva/tatil. Um estudo em roedores
constatou que o UFBI sobre o M1 provoca ativagao generalizada do cortex auditivo
(Sato et al., 2018). Dessa forma, a estimulacdo indireta da via auditiva periférica
causada pelo UFBI pode interferir nas respostas somatossensoriais € motoras
observadas com a estimulagdo por UFBI (Park et al., 2021).

Outro fator que deve ser considerado € a possibilidade do mascaramento
auditivo atuar como pista sonora que precede o pulso unico de EMT (Kop et al., 2023).
A atenuacgao baseada na previsdo tem sido relatada tanto nos dominios sensoriais
quanto motores (Tran et al., 2021). Ha uma supressao dos PEMs quando o momento
de um pulso de EMT pode ser previsto por uma pista prévia em comparagdo com
quando o pulso n&o pode ser previsto pelo participante (Capozio et al., 2021; Tran et
al., 2021).

Acredita-se, entdo, que o UFBI interage com a dindmica neural em curso ao

introduzir novos elementos originados (Kop et al., 2023) pela estimulagdo gerada
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diretamente pelo efeito mecéanico do ultrassom e pela estimulagao auditiva periférica
causada pelo UFBI. Tanto o efeito neuromodulatério do UFBI quanto o efeito auditivo
contribuem para o efeito do tipo de mascaramento sonoro adicionado. A esses trés
fatores, adiciona-se a possivel inibicdio do PEM por antecipacédo. Portanto, as
caracteristicas da mascara sonora utilizada podem ser um fator crucial para modular
o tamanho do efeito do UFBI online sobre o M1 e devem ser alvo de controle

meticuloso em experimentos futuros.

6.2 PROTOCOLO OFFLINE

O tbUFBI n&o induziu aumento de amplitude do PEM em pacientes com DP no
estado sem medicagéo (DP-OFF); no entanto, a plasticidade foi restaurada com o uso
de medicamentos dopaminérgicos (DP-ON). Esses achados sdo consistentes com
resultados observados em pacientes com DP utilizando outros protocolos indutores
de plasticidade, conforme resumido na Tabela 2 (Udupa et al., 2022). Tanto a
plasticidade induzida por PAS quanto pelo protocolo quadripulso de EMT exibiram
uma resposta reduzida no estado sem medicacdo, sendo restaurada no estado com
medicagdo em pacientes com DP (Bagnato et al., 2006; Kacar et al., 2013; Morgante
et al., 2006; Moriyasu et al., 2022; Ueki et al., 2006), semelhante ao encontrado no
toUFBI. No entanto, uma técnica diferente de indugcdo de plasticidade com EMT
apresentou resultados discrepantes em relagcdo ao mencionado anteriormente. Um
estudo indicou efeitos de potenciacdo do iTBS em pacientes com DP,
independentemente do estado de medicagao (Zamir et al., 2012). Por outro lado, um
estudo adicional n&o revelou efeitos no estado com medicacéo (Stephani et al., 2011),
destacando a possivel heterogeneidade na resposta dos pacientes com DP a diversos
protocolos de indugao de plasticidade.

Embora ndo tenha alcangado significancia estatistica devido ao numero
limitado de pacientes com discinesia, nosso estudo revelou uma tendéncia de
aumento na resposta de plasticidade motora induzida pelo tbUFBI em pacientes DP-
ON com LID em comparagdo aos DP-ON sem LID. Estudos anteriores, que
investigaram a indugdo de plasticidade cortical em pacientes com discinesia
mostraram resultados conflitantes. Um estudo relatou auséncia de plasticidade em
pacientes DP em OFF com LID utilizando o protocolo PAS, e essa auséncia nao foi
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restaurada com o uso de medicamentos dopaminérgicos (Morgante et al., 2006). A
aplicacado do iTBS em pacientes com DP ON com LID resultou em auséncia de
resposta de plasticidade em outro estudo (Kishore et al., 2012). Um terceiro estudo
nao identificou resposta ao iTBS em pacientes com DP, independentemente da
presencga de LID ou do estado de medicagéo (Suppa et al., 2011). Essa variacdo nos
resultados pode ser explicada pela heterogeneidade dos pacientes com DP
envolvidos nos estudos e pela diversidade nos protocolos utilizados, destacando um
possivel papel da desregulagdo motora, representada pela presenga de LID, como um
fator que influencia na capacidade de indugao de plasticidade nesses pacientes.

Quanto ao efeito do tbUFBI em individuos saudaveis, anteriormente, relatamos
que o tbUFBI induziu plasticidade em pessoas jovens e saudaveis, com idades médias
de 30,8 + 7,5 e 27,1 £+ 5 anos (Samuel et al., 2022; Zeng et al., 2022). Nossos
resultados agora demonstram que o tbUFBI também & capaz de induzir plasticidade
em individuos saudaveis mais velhos, com uma media de idade de 62,9 + 9,2 anos.
Ao avaliar os individuos saudaveis mais velhos neste estudo, observamos um
aumento nas amplitudes de PEM cinco minutos apds a estimulacdo, mas a
significancia estatistica s6 foi alcancada aos 30 minutos. Em contraste, os
participantes mais jovens no estudo anterior ja apresentaram um aumento significativo
na amplitude de PEM apds apenas 5 minutos de sonicagdo com tbUFBI (Zeng et al.,
2022). Essas discrepéancias estdo de acordo com os efeitos da idade observados em
outros protocolos indutores de plasticidade em seres humanos (Semmler et al., 2021).
Estudos prévios mostraram que o grau de plasticidade induzida pela cTBS (Freitas et
al., 2011), iTBS (Goldsworthy et al., 2020) e PAS (Kishore et al., 2014) também esta
reduzido em individuos mais velhos em comparagdo com os mais jovens. Nossos
resultados sugerem, portanto, que a plasticidade induzida pelo tbUFBI também pode

reduzir com o avango da idade.

Em relagcdo ao possivel alvo especifico de neuromodulacédo pelo tbUFBI no
cértex motor, um estudo explorou as diferentes orientagdes da bobina de EMT durante
a geracao do PEM apds tbUFBI, sugerindo que o principal alvo desse processo sé&o
os axonios dos interneurdnios corticais, e nado diretamente os axbénios das células
piramidais (Zeng et al., 2022). O estudo mostrou aumento do PEM apés tbUFBI
quando a bobina estava em orientagcdo PA, mas n&o quando em orientagdo LM. A
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corrente direcionada na orientacdo LM ativa diretamente os axdnios corticospinais e
recruta preferencialmente a onda D, enquanto a corrente direcionada na orientagéo
PA ativa transsinapticamente os neurdnios piramidais por meio de interneurdnios
corticais e recruta predominantemente as ondas |1 (Di Lazzaro et al., 2004) . Portanto,
os PEMs gerados por EMT direcionado na orientagdo PA demonstram ser sensiveis
a alteracdes na excitabilidade cortical, ao contrario dos PEM gerados por EMT
direcionado na orientagdo LM. Esses resultados sugerem que a modulagédo gerada
pelo tbUFBI ocorre predominantemente na camada cortical de interneurdnios.

6.2.1 UFBI THETABURST E A PLASTICIDADE CORTICAL MOTORA NA DP

Assume-se que a LTP seja o mecanismo fisiolégico ao nivel sinaptico para
inducéo de plasticidade apds o uso de tbUFBI, que se assemelha aos protocolos de
EMT, como PAS e TBS (Antal et al., 2022). Semelhangas entre o mecanismo do PAS
e TBS e a LTP observadas em preparagbes animais do cortex motor incluem
cooperatividade, especificidade de entrada, associatividade, dependéncia do tempo
de disparo, envolvimento dos receptores NMDA e canais de Ca2+ (Suppa et al., 2016;
Ziemann, 2004a). Portanto, € muito provavel que a LTP e o aumento da excitabilidade
no cortex motor humano induzido por PAS e TBS compartihem os mesmos

mecanismos resultando em um aumento na eficacia das sinapses excitatorias.

Além disso, estudos com farmacos e protocolos de EMT fornecem mais
evidéncias para essa hipotese. O uso de nimodipina, um bloqueador dos canais de
calcio do tipo L, reduziu a plasticidade semelhante a LTP induzida por cTBS e por PAS
em M1 de individuos saudaveis (Wankerl et al., 2010), evidenciando o papel dos
canais de calcio na plasticidade TBS e PAS. Dessa forma, um estudo com um
bloqueador do receptor NMDA mostrou uma redugao da plasticidade induzida por
TBS, indicando o papel do receptor de NMDA no mecanismo de plasticidade do TBS
(Huang et al., 2007), o que também esta em consonancia com os padrdes observados
na LTP.
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Os mecanismos subjacentes a plasticidade induzida por tbUFBI foram
recentemente explorados em um estudo farmacolégico (Shamli Oghli et al., 2023).
Dado que a plasticidade de potenciagao de longa duragéo (LTP) depende da ativagao
dos receptores N-metil-D-aspartato (NMDA), influxo de Ca2+ e ¢ inibida pelo aumento
da atividade inibitéria GABAérgica (Shamli Oghli et al., 2023), a auséncia de
plasticidade induzida por tbUFBI apdés a administracdo de dextrometorfano
(antagonista do receptor NMDA), nimodipina (bloqueador de Ca2+) e lorazepam
(agonista dos efeitos do receptor GABAA) é consistente com a hipdtese de que os
mecanismos da plasticidade induzida por tboUFBI sdo semelhantes aqueles envolvidos
na LTP (Shamli Oghli et al., 2023).

A dopamina desempenha um papel fundamental na modulagdo da plasticidade
da LTP. Ela exerce sua acéo por meio de receptores D1, que aumentam, e receptores
D2, que diminuem os niveis de monofosfato de adenosina ciclico (CAMP) (Speranza
etal., 2021). Os receptores D1 e D2 interagem em oposi¢ao durante a fase de indugéo
da LTP, e estudos in vivo e in vitro demonstram que o processo de LTP é otimizado
pela presenca de dopamina (Centonze et al., 2001). Os receptores D1 influenciam
processos de plasticidade por meio de desinibicdo e modulagdo da sinalizacdo do
receptor NMDA (Brzosko et al., 2015; Duszkiewicz et al., 2019).

Estudos com murinos demonstram que o bloqueio dos receptores de dopamina
reduz a LTP no cortex motor (Molina-Luna et al., 2009). Em um estudo in vivo foi
observado que o sistema de dopamina modula a plasticidade estrutural dos neurénios
piramidais da camada V no cortex motor em modelos de camundongos com DP (Guo
et al., 2015). Este estudo também mostrou que a indug¢do de LTP no cértex motor, e
nao no coértex de barril dos camundongos, estava comprometida nos modelos de
camundongos com DP, evidenciando a especificidade da agdo da dopamina (Guo et
al., 2015). Ademais, a LTP foi especificamente bloqueada pelo antagonista do
receptor D1, mas néo foi afetada pelo antagonista do receptor D2, enfatizando que a
ativacao do receptor D1, mas nao do receptor D2, é necessaria para a LTP, reforcando

o papel da dopamina (Guo et al., 2015; Xu et al., 2017).

Em nosso estudo, observamos que os efeitos de plasticidade do tbUFBI foram

mais pronunciados no estado ON da medicag¢ao para DP do que no estado OFF, o
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que é congruente com os efeitos da dopamina na plasticidade cortical semelhante a
LTP. Ao se avaliar pacientes com DP denovo que que apresentam uma reducao
menos acentuada da dopamina devido ao estagio mais inicial da doenga, observamos
um aumento da excitabilidade cortical, diferente do que foi evidenciado em pacientes
com DP em estagio mais avancado e sem uso de medicagdo dopaminérgica (DP-
OFF). Esses achados indicam que a plasticidade cortical induzida por toUFBI na DP
provavelmente depende da presenga de dopamina.

6.2.2 EFEITOS DO UFBI THETABURST NA RMT, SI1MV

Os pacientes com DP-ON apresentaram maior RMT e SI1mV em comparagao
com os pacientes com DP-OFF em diferentes momentos apos o tbUFBI. Estudos
anteriores mostraram uma possivel reducdo do limiar motor em pacientes com DP
sem medicagao que foi parcialmente corrigida com medicamentos dopaminérgicos
(Lefaucheur, 2005; Lefaucheur et al., 2004; Lou et al., 2003). Esses achados sugerem
gue a maior excitabilidade cortical motora dos pacientes com DP-OFF em comparagao
com os pacientes com DP-ON e controles pode ter contribuido para as diferentes
respostas geradas pelo tbUFBI nos trés grupos.

Além disso, a RMT e a S| 1mV ndo mostraram diferengas entre o valor inicial e
os valores ap6s o tbUFBI em nenhum dos trés grupos (controles, DP-ON, DP-OFF).
Esses resultados estdo de acordo com estudos anteriores em individuos saudaveis
(Oghli et al., 2021; Samuel et al., 2022; Zeng et al., 2022) e estudos que aplicaram o
protocolo PAS em pacientes com DP e controles (Bagnato et al., 2006; Morgante et
al., 2006). Indicando que essas medidas nao sdo significativamente afetadas pelo
tbUFBI.

6.2.3 EFEITOS DO UFBI THETABURST NA SICI E SICF

No presente estudo, foi encontrada uma alteragao significativa na SICI apos o
uso do tbUFBI apenas quando se avaliou DP-OFF e DP-denovo. Essa constatacao
alinha-se a dois estudos anteriores com tbUFBI, indicando uma reducgao da SICI em
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individuos saudaveis (Samuel et al., 2022; Zeng et al., 2022). A restricdo desse
achado apenas a analise que incluiu o grupo DP-denovo pode ser explicado pela
maior preservagao dos mecanismos de ajuste da excitabilidade cortical em pacientes
com DP de menor gravidade. A SICI se mostra menos inibida nos grupos DP-ON e
DP-OFF em todos os momentos mensurados em comparagao com os controles, o
gue é consistente com os achados anteriores de reducao da SICI em pacientes com
DP (Ammann et al., 2021).

Quanto a SICF, reportada como aumentada em pacientes com DP (Ni et al.,
2013b; Shirota et al., 2019; Udupa & Chen, 2019a), observamos valores mais
elevados nos pacientes com DP em comparagdo com os controles. Contudo, as
diferengas foram estatisticamente significativas apenas na comparagao entre o grupo
DP-OFF e o DP-denovo 60 minutos apos a uso de tbUFBI; o grupo DP-ON apresentou
uma tendéncia de aumento da SICF 1,4 no mesmo intervalo de tempo. Essa dindmica
sugere um possivel efeito excitatério tardio do tbUFBI, evidenciado pelo aumento na
SICF 1,4 no grupo DP-denovo e uma tendéncia similar no grupo DP-ON. Essa
resposta aponta para a necessidade de dopamina na mediagao desse efeito tardio em
pacientes com DP, que ndo parece ser um comportamento evidente em controles da

mesma faixa etaria e sexo.

O efeito do tbUFBI na SICF nao foi previamente estudado. O mecanismo da
SICF é hipotetizado como ocorrendo por meio da soma dos efeitos do primeiro e
segundo estimulos no segmento axonal inicial dos interneurénios corticais que geram
ondas indiretas (Ili¢ et al., 2002). Em um estudo avaliando pacientes com DP e LID,
observou-se um aumento na SICF na medicdo basal, normalizando-se apds o
tratamento com um medicamento dopaminérgico e potencialmente anti-
glutamatérgico (safinamida). Nesse estudo também foram mensurados os efeitos da
plasticidade induzida pelo protocolo iTBS, indicando uma redugao nos pacientes sem
medicacgao e a restauragdo com o uso de safinamida. Houve correlagéo entre o grau

de SICF e a quantidade de plasticidade gerada (Guerra & Bologna, 2022).

Dado que identificamos que o tbUFBI alterou a SICF 1,4 apenas no momento
T60 em pacientes DP denovo, € possivel que os mecanismos da plasticidade induzida

por tbUFBI sejam similares ao iTBS, ocorrendo de maneira mais tardia e sendo
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evidenciados apenas no grupo DP-denovo, caracterizado por homogeneidade clinica
e menor gravidade da doenga. Sugere-se, entédo, que a SICF possa ndo desempenhar
um papel tdo relevante no mecanismo de plasticidade induzido pelo tbUFBI em
controles, comparativamente aos pacientes com DP. Essas observagdes destacam a
complexidade da resposta ao tbUFBI e a influéncia significativa do estado clinico do
paciente no perfil de plasticidade cortical. Em resumo, o tbUFBI parece influenciar de
maneira unica a SICI e SICF em pacientes com DP, especialmente naqueles em
estagios iniciais da doenca.

6.2.4 EFEITOS CLIiNICOS DO UFBI THETABURST NOS SINAIS MOTORES DE
DP

O subitem bradicinesia do mMUPDRS apresentou uma redugao significativa em
pacientes DP-ON e DP-denovo ap6s 60 minutos do tbUFBI, mas n&do mostrou reducéo
significativa no estado de DP-OFF. A média de redugdo na pontuagao total do
mUPDRS total foi de 1,7 para DP-ON e de 2,6 para DP-denovo, sendo que no subitem
bradicinesia, a reducdo média foi de 1,3 para DP-ON e 2,0 para DP-denovo. E
importante notar que, apesar da significancia estatistica, a redugdo observada nao
atende ao critério clinicamente relevante de uma diminuicdo minima de 5 pontos na
escala UPDRS motora, conforme definido por (Schrag et al., 2006). Vale ressaltar que
os efeitos clinicos do tbUFBI nos sinais motores da DP nao foram o foco principal
deste estudo e podem ter sido subavaliados, uma vez que a avaliagdo do mUPDRS
ocorreu 60 minutos apds o tbUFBI, enquanto a excitabilidade cortical atingiu o pico

aos 30 minutos e retornou ao valor inicial aos 60 minutos (Figura 3).

A melhora na bradicinesia estd em consonancia com descobertas anteriores
que relataram aumento da velocidade em tarefas visuomotoras e de bater de dedos
em individuos saudaveis apos o uso do tbUFBI (Samuel et al., 2022; Zeng et al., 2022).
No entanto, as pontuagdes do subitem tremor ndo apresentaram reducgao,
possivelmente devido aos valores basais baixos, uma vez que excluimos pacientes
com tremor de repouso proeminente, o qual poderia interferir nas medi¢gdes de EMT.
Esses achados sugerem que sessdes repetidas de tbUFBI no cortex motor primario

podem ser avaliadas em estudos futuros como um potencial tratamento para a DP.
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6.2.5 INFLUENCIA DA GRAVIDADE DA DOENGA DE PARKINSON NOS EFEITOS
UFBI THETABURST

Ao analisar a relagdo entre a gravidade dos sintomas clinicos e o grau de
plasticidade induzida pelo tbUFBI, identificamos uma correlag&o positiva no grupo DP-
ND-ON. Isso sugere que, em pacientes ON sem LID, quanto mais grave a doenga
inicial, maior € o nivel de plasticidade gerado 30 minutos apds a estimulagdo com
tbUFBI. No entanto, essa relacdo n&o se manteve ao avaliar o grupo ON com LID. O
aumento associado a gravidade clinica pode indicar um efeito compensatério, pois a
maior gravidade dos sintomas geralmente esta associada a uma maior desregulagao
da excitabilidade cortical dos pacientes (Ammann et al., 2020). Este possivel
mecanismo regulatorio parece estar afetado em pacientes com discinesia, resultando

em um perfil diferente de efeitos do tbUFBI nesses casos.

Além disso, a disparidade nos efeitos do tbUFBI entre os grupos DP-OFF e DP-
denovo reforga a influéncia da severidade da doenca na inducao de plasticidade. O
aumento significativo no valor de PEM apo6s 30 minutos de tbUFBI em DP-denovo em
comparagao com DP-OFF sugere que o perfil de efeitos do tbUFBI pode se
assemelhar ao encontrado em controles saudaveis em pacientes com menor
gravidade de doenca. Isso implica em menor grau de alteragdes estruturais e
neurofisiolégicas nesses pacientes, proporcionando um perfil mais préximo ao

observado em individuos saudaveis.

6.3 LIMITAGOES DO ESTUDO

Uma limitagado do estudo é a falta do uso de neuronavegacéo para localizar ou
monitorar a aplicagdo do EMT ou UFBI na area especifica de M1. Embora isso possa
ter contribuido para a variabilidade das respostas dos PEMs, a localizagdo da
representacdo do musculo FDI no M1 foi identificada pela localidade com as
amplitudes de PEM mais altas e consistentes (hotspot). E, a bobina e o probe de UFBI
foram mantidos na mesma localidade de maneira consistente pelo examinador guiado
pela marcagdo com caneta realizada no couro cabeludo do paciente. No entanto, o
uso da neuronavegacao poderia ter proporcionado uma maior precisdo e controle

durante a estimulagéo.
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Outra limitagdo € que alguns pacientes foram estimulados no hemicértex menos
afetado pela DP devido a interferéncia do tremor e rigidez na gravagdo dos PEMs em
repouso no lado mais afetado. Essa abordagem potencialmente reduziu as diferengas
observadas entre os pacientes com DP e os controles saudaveis, podendo explicar a
auséncia de diferencgas significativas nos parametros de SICI e SICF entre os grupos
DP-ON e DP-OFF. Essa limitacdo destaca a importancia de levar em consideragao as
condigdes clinicas individuais ao interpretar os resultados.

Outra limitagdo presente principalmente no protocolo online € o tamanho da
amostra. A pequena amostra reduz a validade dos resultados do uso do UFBI online,
associada também ao possivel fator de confusdo gerado pelo estimulo sonoro

utilizado no mascaramento.

Por fim, é relevante mencionar que o mUPDRS é uma medida altamente
dependente do avaliador. assim, uma mensuragdo mais objetiva da velocidade do
movimento e do tremor com sensores cinematicos poderia ter gerado medidas mais
objetivas de alteragdo dos sintomas (Guerra, D’Onofrio, et al., 2023; Maldonado-
Naranjo et al., 2019). Adicionalmente, o fato de o mUPDRS né&o ter sido mensurado
aos 30 minutos, correspondente ao ponto temporal de maior efeito neurofisiolégico do
tobUFBI, representa uma limitacdo. A segunda avaliagdo do mUPDRS restrita ao
periodo de 60 minutos apds o tbUFBI foi realizada para evitar a influéncia da
movimentagdo excessiva na plasticidade cortical. Manobras motoras, como a
manobra de bater de dedos, e agilidade das pernas realizadas durante a avaliagdo do
mUPDRS tém o potencial de induzir um alteragdo transitéria da excitabilidade
cortical(Sasaki et al., 2017).
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7 CONCLUSOES

O estudo demonstrou que o UFBI online induziu redugao da excitabilidade cortical
mensurada pela reducdo da amplitude do PEM e aumento da inibigdo cortical
mensurada pelo SICI em pacientes com DP em uso de medicagdo dopaminérgica. No
entanto, esses efeitos nao foram observados em pacientes com DP sem medicagao
ou em individuos saudaveis do grupo controle. E importante ressaltar que parte dos

efeitos do protocolo online parecem ser secundarias a inibicdo cortical motora

causada pelo uso do mascaramento sonoro.

O UFBI thetaburst induziu plasticidade cortical motora em pacientes com DP
em uso de medicagdo dopaminérgica e controles saudaveis pareados por sexo e
idade, mas nao nos pacientes com DP no estado sem medicagdo. Pacientes
recentemente diagnosticados com DP e com doencga leve apresentaram resposta ao
toUFBI semelhantes a dos controles. Paciente com DP denovo mostraram uma
tendéncia de reducao da SICI e aumento da SICF apés tbTUS, revelando um possivel

papel desses mecanismos no efeito do tbUFBI nessa populagao.

Esses achados indicam que ha uma reducdo na plasticidade cortical motora na
DP de moderada gravidade no estado sem medicagao, provavelmente devido a um
comprometimento na plasticidade cortical de LTP. Essa reducéo pode ser restaurada
com uso de medicagdo dopaminérgica. Além disso, a LTP se mostra preservada em
individuos com DP de gravidade leve, com pouco tempo de doenga e menor deple¢ao
dopaminérgica. Pacientes do grupo DP-ON sem LID e com maior gravidade de
sintomas motores, apresentam maior grau de indug&o de plasticidade. O tbUFBI teve

um efeito sintomatico leve nos sintomas de bradicinesia em DP-ON e DP-denovo.

Em resumo, o estudo sugere que o UFBI apresentou capacidade de induzir
inibigdo motora no protocolo online em pacientes com DP de gravidade moderada em
uso de mediagdo dopaminérgica. Ademais, a plasticidade cortical motora induzida por
tbUFBI esta comprometida na DP de gravidade moderada no estado sem medicagéo,
mas nao na DP de gravidade leve, com menor deple¢cdo dopaminérgica. O efeito do
toUFBI parece ser dependente da presenga de dopamina, e tem o potencial de ser
aplicado para melhora clinica, especialmente da bradicinesia.
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9.2 TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

[oronto General

Toronto Western

Princess .\f;n'g.n‘cl
[oronto Rehab

PD PATIENT PARTICIPANT CONSENT TO PARTICIPATE IN A RESEARCH
STUDY

Title Investigating the neural mechanisms of movement

disorders with low-intensity focused ultrasound stimulation

Principal Investigator Dr Robert Chen (MA, MBBChir, MSc, FRCPC)

Toronto Western Hospital

Contact Information: (416) 603-5792

24 Hour Contact Information: (416) 714-0947

Introduction

You are being asked to take part in a research. Please read the information about the
study presented in this form. The form includes details on the study’s risks and benefits
before you decide if you would like to take part. You should take as much time as you
need to make your decision. You should ask the study doctor or study staff to explain
anything that you do not understand and make sure that all of your questions have
been answered before signing this consent form. Before you make your decision, feel
free to talk about this study with anyone you wish including your friends, family, and
family doctor. Participation in this study is voluntary.

Background and Purpose
You are being asked to participate in this study because you have been diagnosed
with Parkinson’s Disease.
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Patients with movement disorders such as Parkinson’s Disease (PD) experience
symptoms including uncontrollable movements of the hand and/or arm, tremor and
stiffness. Previous research studies have shown symptoms of PD are associated with

abnormal communication between different brain regions.

Low-intensity focused ultrasound (LIFUS) is a technology that uses sound waves
delivered to the body, and in the case of this study, to the brain. Previous research in
this field has shown that the short pulses of sound waves may temporarily change the
activity of brain tissue in a reversible way that does not damage or permanently affect
the brain tissue. This process is called neuromodulation. However, it is not clear how
LIFUS is able to temporarily change brain activity. LIFUS is being investigated as a
method of non-invasive neuromodulation. If LIFUS is found to be a good method of
neuromodulation, it may be used in the future for non-invasive therapies or as a
valuable tool to study brain function.

This purpose of this study is to compare brain communication patterns of healthy
individuals to patients with movement disorders using low-intensity focused ultrasound
(LIFUS).

LIFUS stimulation is experimental. Experimental means that LIFUS is not used

routinely in patient care.

Up to 500 people with movement disorders will be recruited for this study. We expect

the study to complete in 5 years.

Study Design

In this study, we will use non-invasive techniques, such as brain imaging,
electroencephalography (EEG) and transcranial magnetic stimulation (TMS) to study
the effects of LIFUS on different brain structures. Participants will receive short
durations of both Transcranial Magnetic Stimulation (TMS) alone (sham condition) and
TMS in combination with LIFUS to the motor area of the brain. During the sham
condition, no ultrasound energy is delivered to your brain, but a noise will be played to
simulate the sound of the ultrasound. This is done so we can study any effects that
LIFUS may have either alone, or in combination with TMS. TMS is a type of magnetic
stimulation of the brain that causes the spinal cord and peripheral muscles to produce
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neuroelectrical signals. We are using TMS because it is an established stimulation

technique with predictable effects on the brain and limb movement.

Study Visits
Your participation will include five (5) study visits, at least 24 hours apart. All study

visits will take place at TWH. The first visit is a screening visit.

Screening visit #1:

The screening visit will take a maximum of 2 hours to complete.

The following information/procedures will be collected/performed:

Demographics: We will collect your name, gender, month and year of birth.
Medical History and medication: A complete medical and surgical history will
be collected from you, including information on all medical problems or
diagnoses you may have (past and present), past surgical procedures and your
current medications.

Memory Assessment: You may be asked to complete a short test that will
measure your memory. This is done to ensure that you are eligible to
participate in this study.

MRI (Magnetic Resonance Imaging) of brain: MRI is a non-invasive imaging
technology that produces three dimensional detailed anatomical images If you
have not previously had a MRI of the brain as a part of a separate study at Dr
Robert Chen’s lab, you will have an approximate 30-minute MRI scan of the
brain (including set up). An MRI uses magnetic waves to take pictures of the
inside of your body. You will have to lie still in an MR machine but will be able
to speak to someone at all times. For MRI, you will be asked to change into
scrubs (provided) and remove metallic objects that can interfere with the
equipment (e.g. glasses, jewelry, makeup, nail polish, wig, etc.). You will be
asked to remain as still and relaxed as possible throughout the entire scan.
The purpose of this MRI is to help with positioning for the TMS-LIFUS
procedure.

Optional procedure:

CT (Computer Tomography) scan of brain — CT is an x-ray machine that makes
computerized pictures of the inside of your brain. The purpose of this CT scan is
to help determine the thickness of your skull and intensity of LIFUS to use for this
study. Since CT uses radiation just like an X-Ray and comes with risks (see Risks
section). This scan is an optional. If you do not choose to have a CT scan, the
LIFUS intensity you receive will be based on previously established guidelines
set by peer reviewed journals.
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You will have a chance to designate if you want to participate in CT collection
later in this form.

Study visit #2-5

After the screening visit, we will schedule four (4) testing visits that will be a minimum
24 hours apart. The maximum time of each visit will not exceed 4 hours, regardless of
the number of procedures performed. You will be given the opporutnity to take short
breaks during each visit, if needed.

For at least two of the four visits will you be asked to not take your regular parkinson’s
medication for 12 hours prior to the visit. These will be called OFF medication visits.
You will be able to take your medication at the end of the OFF medication visit. For the
remaining two visits, you can continue to take your regular parkinson’s medication.
These visits will be called ON medication. The order of Off and ON medication visits
will be randomized. You will be provided with instructions about whether or not to take
your medication at least 1 day before the study visit.

In the following four visits, you will complete a combination of the following
procedures listed below. Please note that not all of the below procedures will be

completed at every visit.

Clinical Assessment: A neurological assessment will be performed to measure

movement disorder symptoms using clinical assessment that is routinely used in your
medical appointment with the neurologist (eg: Unified Parkinson’s Disease Rating
Scale). This assessment will be completed at one ON and one OFF medication visits.

These assessments will be videotaped so that your symptoms may be visually

analyzed (e.g., tremors in the face). Your face will appear in these videos.

TMS: We perform transcranial magnetic stimulation (TMS). TMS is a procedure that
uses magnetic fields to stimulate nerve cells in the brain noninvasively. TMS is carried
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out by placing a plastic-covered wire coil on the scalp or on the EEG cap covering the
head. We will use permanent marker to draw marks on your scalp to correctly position
the TMS coil. After the test, the marks will be wiped out using rubbing alcohol wipes.
Magnetic pulses travel from the coil through the scalp and skull and cause small
electrical currents in the outer part of the brain. The stimulation will also cause light
twitching of the hand, arm and/or leg muscles that are controlled by the part of the
brain that is being stimulated.

rTMS: The equipment and procedures for repetitive transcranial magnetic stimulation
(rTMS) are similar to TMS as described above, with the only difference being the rate
at which the stimulation is delivered. rTMS is delivered at higher frequency (0.25Hz or
more) and TMS is delivered at lower frequency (0.25Hz or under).

LIFUS: Once we obtain TMS measurements, we will proceed to stimulate the brain
using a combination of LIFUS & TMS. The ultrasound probe will be covered by a thin
layer of gel and rested on your scalp after the hair is combed away. Stimulations will
involve activating the LIFUS just before, or simultaneously to TMS stimulations. You

may hear a brief high-pitched sound or tingling on the scalp when it is activated.

EEG: The study includes electroencephalography (EEG) to track and record electrical
activity of the brain waves. EEG recording is carried out by placing electrodes with
electrode gel at different parts on the head. Sometimes EEG is collected from the
whole head and for this you will have a cap placed on your head that contains many
recording electrodes. We will use a permanent marker to draw small marks on your
scalp to help place the EEG electrodes on your head. After the test, the marks can be
easily erased using rubbing alcohol wipes. Complete removal of the electrode gel may

require that you wash your hair at the end of the test.
EMG: Electromyography (EMG) is a procedure that measures electrical activity of
muscles that twitch due to TMS. EMG is recorded using small sticker electrodes that

are placed on your hands, arms and/or legs.

Nerve Stimulation: Nerve Stimulation is a procedure where a limb nerve is electrically

stimulated at a very low intensity. This is done by attaching a small electrode on the
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skin above the nerve traveling through your arm or leg which produces a muscle

twitch in that area.

Scalp Stimulation: Scalp stimulation is a procedure where the scalp is electrically

stimulated at a very low intensity. This is done by attaching a small electrode on the

skin of the scalp which produces a tingling sensation on your head.

Behavioural Tasks: You may be asked to carry out specific movements with your

fingers or arms or look at an object on a computer screen, while some of the above
non-invasive techniques are performed to measure brain activity related to these

movements.

At a typical testing study visit, you will be seated in a comfortable chair and the
TMS/LIFUS coil will be held on the surface of your head. To protect the skin from
warming and to aid with sound wave transmission through the scalp, we will apply a
cool gel pad between the skin ultrasound stimulator. The study team will be monitoring
you throughout the study to ensure that there is no skin irritation. If there is any
discomfort, the study may be halted at any time. When the coil is sending out the
magnetic pulses and the LIFUS delivering sound, you will hear a tapping sound and
feel muscle twitch sensations of your scalp and facial muscles that are close to the
coil. These stimuli activate brain areas that control your limbs causing muscle
movement that is measured by EMG stickers. During this process, brain activity may
also be measured using EEG cap. You may be asked to complete behavioural tasks
(listed above) at different times during the visit.

If you have participated in research studies before with Dr. Robert Chen, you may
already have research data (e.g. MRI scans) that can be used for the purposes of this
study. If so, you may not need to have these procedures repeated. Later in this form,
you can consent to having your research data from Dr. Chen’s previous studies used
for this study. If your previous research data is not suitable for this study, then the study

procedures will be still take place.

Voluntary Participation
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Your participation in this study is voluntary. You may decide not to be in this study, or
to be in the study now and then change your mind later. You may leave the study at
any time without affecting your care. You may refuse to answer any question you do

not want to answer.

We will give you new information that is learned during the study that might affect your
decision to stay in the study.

Withdrawal from Study
If you decide to withdraw from the study, the information that was collected before you
leave the study will still be used in order to help answer the research question. No new

information will be collected without your permission.

Risks Related to Being in the Study

This study has risks. Some of these risks we know about. There is also a possibility of
risks that we do not know about and have not been seen in study participants to date.
Please call the study doctor if you have any side effects even if you do not think it has
anything to do with this study. The risks we know of are:

MRI scan:

MRI is painless but noisy. If you have any metal in your body, for your safety, please
tell the staff. There is no radiation. Some people may feel a little ‘closed-in’ while inside
the MRI machine, but you will be able to speak with someone at all times and can stop
the test at any time. Earplugs will be provided for the noise.

CT scan:
CT scan has risks because it exposes you to moderate levels of radiation. One CT

scan equals 70 chest x-rays.

Transcranial Magnetic Stimulation (TMS): TMS may cause some level of discomfort

due to the contraction large muscles in the neck. These side effects, however, only
last for a short time and are not permanent. The TMS procedure is non-invasive (does
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not involve skin penetration or use of needles). The stimulation will cause muscle twitch
sensations in the scalp and facial muscles close to the TMS coil, but most people who
have undergone this type of stimulation do not consider this unpleasant. Occasionally
(in about 5% of magnetic stimulation studies), some participants develop a headache
which usually resolves spontaneously in a few hours or is relieved with simple
analgesics (such as plain Tylenol; not provided). The sound emitted by TMS can be
loud and a small proportion of adults experience temporary hearing loss. We will
provide hearing protection that you can wear throughout the study.

Repetitive Transcranial Magnetic Stimulation (rTMS):

The risks of rTMS include the same risks at TMS. Additionally, it is important to note
that in very rare cases seizures have been induced in participants using repetitive TMS
stimulation. TMS has been used on thousands of individuals in North America and

Europe since 1985 without any serious problems.

Low-Intensity Focused Ultrasound (LIFUS):

The primary side effect of LIFUS is heat production. Some participants may feel mild
warming of the scalp after repeated LIFUS stimulation.

Electroencephalography (EEG): There are minimal risks with EEG. Occasionally,

some subjects find the electrode cap uncomfortable. Sometimes we may have to use
extra pressure with tissues, wooden dowels to ensure good electrical contact which
might be uncomfortable for some people. Irritation and, rarely, scratching of the skin
may cause small amount of bleeding. In case of bleeding, we will apply first aid to the

site (i.e. pressure, ice, bandage).

Electromyography (EMG): You will not feel anything while the EMG is done. Since the

EMG will be recorded through sticker electrodes, like bandages, these may cause your
skin to become mildly irritated.

Nerve and Scalp Stimulation: There are no known long-term side effects of nerve and

scalp stimulation. During nerve stimulation, some participants may experience some
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discomfort in the area where the stimulation is applied. The discomfort stops once the

stimulation stops.

Withholding Parkinson’s Medications: You may get tired during the study. You may
have temporary worsening of your disease symptoms following withdrawal of your
regular Parkinson’s medications. If your worsening PD symptoms become intolerable
before the end of the visit, you may stop your participation at any point and take your
medication.

Video Recordings of face as part of Clinical Assessment: Since your face will appear
in the video recordings, it is possible that you may be identified. Absolute

confidentiality cannot be guaranteed.

Benefits of Participating in the Study
You will not receive direct benefit from being in this study. However, the information
learned from this study may help patients with movement disorders in the future.

Reminders and Responsibilities:
It is important to remember the following things during this study:

e Enroliment in other research studies should not disqualify you to taking part in
the study. Please let us know if you are participating in another clinical study to
ensure no possible conflict exists.

e For your safety, please let the researchers know about your pregnancy status
and if your status has changed while you are participating in this study.

Furthermore, there are many reasons why the researchers may need to end your
participation in the study. Some examples include:

i) The researchers believe that it is not in your best interest to stay in the study.

ii) You become ineligible to participate.

iii) Your health status changes and you need treatment that is not allowed while
you are taking part in the study.

iv) The researchers have technical/equipment-related difficulties collecting the
data from you.

v) You do not follow instructions from the researchers.

vi) The study is suspended or canceled.

Alternatives to Being in the Study:
You do not have to take part in this study. Your standard of care will not be affected.
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Confidentiality

Your data will be shared as described in this consent form or as required by law. All
personal information such as your name, address, phone number, OHIP number, and
family physician’s name will be removed from the data and will be replaced with a
number. A list linking the number with your name will be kept by the study doctor in a

secure place, separate from your file.

Personal Health Information

If you agree to join this study, the study doctor and his/her study team will ask for your
personal health information and collect only the information they need for the study.
Personal health information is any information that could identify you and includes your:

name,
sex

month and year of birth

new or existing medical records that includes types, dates and results of medical
tests or procedures.

Representatives of the University Health Network (UHN) including the UHN Research
Ethics Board may come to the hospital to look at the study records and at your personal
health information to check that the information collected for the study is correct and to
make sure the study followed proper laws and guidelines.

Your participation in this study will also be recorded in your medical record at this

hospital. This is for clinical safety purposes.

Research Information in Shared Clinical Records

If you participate in this study, information about you from this research project may
be stored in your hospital file and in the UHN computer system. The UHN shares the
patient information stored on its computers with other hospitals and health care
providers in Ontario so they can access the information if it is needed for your clinical
care. The study team can tell you what information about you will be stored
electronically and may be shared outside of the UHN. If you have any concerns
about this, or have any questions, please contact the UHN Privacy Office at 416-340-
4800, x6937 (or by email at privacy@uhn.ca).
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The study doctor will keep any personal health information about you in a secure and
confidential location for 10 years. You will not be named in any reports, publications,
or presentations that may come from this study.

Video Recordings

Videos taken during this study will be stored using a code number only and will be
kept for up to 5 years on a limited access password protected online network drive.
The videos will remain in the possession of the investigators and are only accessible
to the research team.

However, if you agree to it, the investigators may show the video clips in scientific
presentations to communicate the results of this research project and to educate
other health care providers.

Video clips may also be published in medical journals to distribute the results of this

research.

This means that these pictures, images and recordings would be available to the
public for widespread use. Since your face appears in the video, it is possible that
you may be identified. At the end of this form, you will have the option to agree or

disagree to the publication of the videos for these purposes.

Research Data for Future Research

The researchers would like to use your research data from this study to help future
research studies. This will include any information that was collected about you
during your participation in this study (e.g. scans of your brain). As mentioned above,
the research data will not have your personal information, and will not have any
personal health information that is not listed above. Your research data will be stored
and used for future research for up to 10 years. You will not be contacted regarding
the future studies using your research data from this study.

You can choose to let the researchers use your research data from this study to help
answer research questions for future research studies at the end of this document. If
you wish to change your mind regarding the researchers using your research data for
future research, please contact the study team.

Cost and Reimbursement
You will not have to pay for any of the procedures involved with this study. You will
be reimbursed at a rate of $20 for the first hour of the study visit and $10 for each
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additional hour for your time. If you are travelling in from outside GTA region and your
travel costs (mileage and parking) exceed $50, you will receive full reimbursement for
your travel costs.

Rights as a Participant
If you are harmed as a direct result of taking part in this study, all necessary medical
treatment will be made available to you at no cost.

By signing this form, you do not give up any of your legal rights against the
investigators, sponsor or involved institutions for compensation, nor does this form
relieve the investigators, sponsor or involved institutions of their legal and professional
responsibilities.

Conflict of Interest

Researchers have an interest in completing this study. Their interests should not

influence your decision to participate in this study.

Questions about the Study
If you have any questions, concerns or would like to speak to the study team for any
reason, please call our Clinical Research Coordinator at 416-603-5800 ext 2708.

If you have any questions about your rights as a research participant or have concerns
about this study, call the Research Ethics office number at 416-581-7849. The REB is
a group of people who oversee the ethical conduct of research studies. These people
are not part of the study team. Everything that you discuss will be kept confidential.

You will be given a signed copy of this consent form.
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Consent

This study has been explained to me and any questions | had have been answered.
| know that | may leave the study at any time. | agree to the use of my information as
described in this form. | agree to take part in this study

Optional CT Scan: Please check off the appropriate box below indicating your decision

regarding CT scan.

| agree to participate in the CT scan procedure at visit 1 for this study:

[IYES [ INO

Optional use of Video Recordings:

| ( )agree/( )do notagree that my video may be used in scientific presentations

| ( )agree/( )do notagree that my video may be published in medical journals

Consent to having Research Data used for Future Research Studies:

[] Yes, | agree to have my research data used for future research studies.

[1 No, | do not agree to have my research data used for future research studies.

Consent to using Research Data from Other Studies:

If there is research data from my previous participation (e.g. MRI scans, results from
study procedures) in Dr. Robert Chen’s studies, | agree to the study team using it for
this research study.

O Yes, | agree O No, | do not agree
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Print Study Participant’'s Name Signature Date (dd-mm-yyyy)

My signature means that | have explained the study to the participant named above. |

have answered all questions.

Print Name of Person Signature Date (dd-mm-

yyyy)
Obtaining Consent

Was the participant assisted during the consent process? [ | YES [ ] NO

If YES, please check the relevant box and complete the signature space below:

[ ] The person signing below acted as an interpreter, and attests that the study as set
out in the consent form was accurately sight translated and/or interpreted, and that
interpretation was provided on questions, responses and additional discussion
arising from this process.

Print Name of Interpreter Signature Date

Language

[] The consent form was read to the participant. The person signing below attests
that the study as set out in this form was accurately explained to, and has had any
guestions answered.
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Print Name of Witness Signature Date

Relationship to Participant
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9.3 FORMULARIO PARA AVALIAGAO DE ELIGIBILIDADE DOS PACIENTES
COM DOENCA DE PARKINSON

Movement Disorders Patient Subject Eligibility Case Report Form (CRF)
INSTRUCTIONS FOR COMPLETING CRF:
Use same pen to write clearly in block letters. If mistakes are made, cross out using
one horizontal line (MISTAKE), then write the correct data next to it. Add your initials

and today’s date next to correction every time.

Name:

Demographics:

Age & month/year of Birth: /
Month  Year

Sex (circle): Male  Female

Handedness:

Please (circle) which hand you use to perform the following tasks

1 Subjectively Left Either Right
2 Writing a letter L Either R

3 Throwing a ball L Either R

4 Playing racquet games L Either R

5. Striking a match L Either R

6 Holding scissors L Either R

7 Holding a hammer L Either R

8. Holding a toothbrush L Either R

What is diagnosed Movement Disorder?:

Date of diagnosis of Movement Disorder (YEAR):
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Movement Disorders Patient Subject is eligible for the study only if they fulfill the

following criteria:

INCLUSION CRITERIA (subject is eligible if all are checked yes)

. Diagnosed with a Movement Disorder by a Movement Disorders Neurologist
()YES ( )NO

. Age 18 — 90

()YES ( )NO

. 4 weeks on stable Movement Disorders medication treatment dose

()YES ( )NO

EXCLUSION CRITERIA (subject is eligible if all are checked no)

. Any neurologic disease in addition to Movement Disorder

()YES ( )NO

. Severe tremor or medication-induced dyskinesia

()YES ( )NO

. History of stroke or seizure

()YES ( )NO

. Presence of intracranial implants or devices

()YES ( )NO

. Presence of Cardiac pacemaker; or implantable cardioverter-defibrillator (ICD)
()YES ( )NO

. Major depression/psychiatric disorder that in the opinion of the Investigator will

affect patient’s understanding of study procedures and willingness to abide by all
procedures during the course of the study

()YES ( )NO

. Pregnancy

()YES ( )NO

Subject is eligible to participate in TMS, LIFUS & EEG procedures
()YES ( )NO
Eligibility assessment completed by (Name):

Signature:
Date:



146

9.4 FORMULARIO PARA COLETA DE DADOS CLINICOS DOS PACIENTES COM
DOENCA DE PARKINSON

REB # 20-5740: Investigating the neural mechanisms of
movement disorders with low-intensity focused ultrasound

stimulation

Sub-Study: Effects of Low-intensity Transcranial Focused

Ultrasound (LIFUS) in Parkinson’s Disease cortical activity
(FUS-TMS in PD Project)

SUBJECT ID:

Date of Study (dd-mmm-yyyy):

Visit #:

Medication Status (Circle One): ON / OFF

Date & Time of last

medication dose:

Medications taken:

Side of initial

symptom:

Initial symptom:

Other comorbidities:

Modified Hoehn and Yahr Stage

(circle the appropriate rating)



STAGE 0 = No signs of disease.

STAGE 1= Unilateral disease.

STAGE 1.5 = Unilateral plus axial involvement.

STAGE 2 = Bilateral disease, without impairment of balance.

STAGE 2.5 = Mild bilateral disease, with recovery on pull test.

STAGE 3 = Mild to moderate bilateral disease; some postural instability; physically independent.

STAGE 4 = Severe disability; still able to walk or stand unassisted.

STAGE 5 = Wheelchair bound or bedridden unless aided.

0 1 1.5 2 2.5 3 4

UPDRS Il (Motor) EXAMINATION SESSION 1:

18. Speech

0 = Normal.

1 = Slight loss of expression, diction and/or volume.

2 = Monotone, slurred but understandable; moderately impaired.
3 = Marked impairment, difficult to understand.

4 = Unintelligible.
19. Facial expression

0 = Normal.
1 = Minimal hypomimia, could be normal “Poker Face”.
2 = Slight but definitely abnormal diminution of facial expression.
3 = Moderate hypomimia; lips parted some of the time.
4 = Masked or fixed facies with severe or complete loss of facial expression; lips parted

Y4 inch or more.

20. Tremor at rest

0 = Absent.

1 = Slight and infrequently present.

2 = Mild in amplitude and persistent. Or moderate in amplitude, but only intermittently
present.

3 = Moderate in amplitude and present most of the time.

4 = Marked in amplitude and present most of the time.

147
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RLE
LLE
21. Action or postural tremor of hand
R
0 = Absent.
1 = Slight; present with action.
L
2 = Moderate in amplitude, present with action.
3 = Moderate in amplitude with posture holding as well as action.
4 = Marked in amplitude; interferes with feeding.
22. Rigidit
gicity Neck
0 = Absent. RUE
1 = Slight or detectable only when activated by mirror or other movements.
2 = Mild to moderate. LUE
3 = Marked, but full range of motion easily achieved.
4 = Severe, range of motion achieved with difficulty.
RLE
LLE
23. Finger taps
R
0 = Normal.
1 = Mild slowing and/or reduction in amplitude.
2 = Moderately impaired. Definite and early fatiguing. May have occasional arrests in
movement. L
3 = Severely impaired. Frequent hesitation in initiating movements or arrests in ongoing
movement.
4 = Can barely perform the task.
24. Hand movements
0 = Normal. R

1 = Mild slowing and/or reduction in amplitude.
2 = Moderately impaired. Definite and early fatiguing. May have occasional arrests in

movement.



3 = Severely impaired. Frequent hesitation in initiating movements or arrests in ongoing

movement.

4 = Can barely perform the task.

25. Rapid alternating movements of hands

0 = Normal.

1 = Mild slowing and/or reduction in amplitude.

2 = Moderately impaired. Definite and early fatiguing. May have occasional arrests in
movement.

3 = Severely impaired. Frequent hesitation in initiating movements or arrests in ongoing
movement.

4 = Can barely perform the task.
26. Leg agility

0 = Normal.
1 = Mild slowing and/or reduction in amplitude.
2 = Moderately impaired. Definite and early fatiguing. May have occasional arrests in

movement.

3 = Severely impaired. Frequent hesitation in initiating movements or arrests in ongoing

movement.

4 = Can barely perform the task.

27. Arising from chair

0 = Normal.
1 = Slow; or may need more than one attempt.

2 = Pushes self up from arms of seat.

3 = Tends to fall back and may have to try more than one time, but can get up without
help.

4 = Unable to arise without help.

28. Posture

0 = Normal erect.

1 = Not quite erect, slightly stooped posture; could be normal for older person.

2 = Moderately stooped posture, definitely abnormal; can be slightly leaning to one side.

3 = Severely stooped posture with kyphosis; can be moderately leaning to one side.

4 = Marked flexion with extreme abnormality of posture.

29. Gait

0 = Normal.
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1 = Walks slowly, may shuffle with short steps, but no festination (hastening steps) or

propulsion.

2 = Walks with difficulty, but requires little or no assistance; may have some festination,

short steps, or propulsion.

3 = Severe disturbance of gait, requiring assistance.

4 = Cannot walk at all, even with assistance.

30. Postural stability

0 = Normal.

1 = Retropulsion, but recovers unaided.

2 = Absence of postural response; would fall if not caught by examiner.

3 = Very unstable, tends to lose balance spontaneously.

4 = Unable to stand without assistance.

31. Body bradykinesia and hypokinesia

0 = None.
1 = Minimal slowness, giving movement a deliberate character; could be normal for some

persons. Possibly reduced amplitude.

2 = Mild degree of slowness and poverty of movement which is definitely abnormal.

Alternatively, some reduced amplitude.
3 = Moderate slowness, poverty or small amplitude of movement.

4 = Marked slowness, poverty or small amplitude of movement.

TOTAL:




UPDRS Il (Motor) EXAMINATION SESSION 2:

18. Speech

0 = Normal.

1 = Slight loss of expression, diction and/or volume.

2 = Monotone, slurred but understandable; moderately impaired.
3 = Marked impairment, difficult to understand.

4 = Unintelligible.
19. Facial expression

0 = Normal.
1 = Minimal hypomimia, could be normal “Poker Face”.
2 = Slight but definitely abnormal diminution of facial expression.

3 = Moderate hypomimia; lips parted some of the time.

4 = Masked or fixed facies with severe or complete loss of facial expression; lips parted

Y4 inch or more.

20. Tremor at rest

0 = Absent.
1 = Slight and infrequently present.

2 = Mild in amplitude and persistent. Or moderate in amplitude, but only intermittently

present.
3 = Moderate in amplitude and present most of the time.

4 = Marked in amplitude and present most of the time.

21. Action or postural tremor of hand

0 = Absent.

1 = Slight; present with action.

2 = Moderate in amplitude, present with action.

3 = Moderate in amplitude with posture holding as well as action.

4 = Marked in amplitude; interferes with feeding.

Face

RUE

LUE

RLE

LLE
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22. Rigidity

0 = Absent.

1 = Slight or detectable only when activated by mirror or other movements.
2 = Mild to moderate.

3 = Marked, but full range of motion easily achieved.

4 = Severe, range of motion achieved with difficulty.

23. Finger taps

0 = Normal.
1 = Mild slowing and/or reduction in amplitude.
2 = Moderately impaired. Definite and early fatiguing. May have occasional arrests in

movement.

3 = Severely impaired. Frequent hesitation in initiating movements or arrests in ongoing

movement.

4 = Can barely perform the task.
24. Hand movements

0 = Normal.

1 = Mild slowing and/or reduction in amplitude.

2 = Moderately impaired. Definite and early fatiguing. May have occasional arrests in
movement.

3 = Severely impaired. Frequent hesitation in initiating movements or arrests in ongoing
movement.

4 = Can barely perform the task.

25. Rapid alternating movements of hands

0 = Normal.

1 = Mild slowing and/or reduction in amplitude.

2 = Moderately impaired. Definite and early fatiguing. May have occasional arrests in
movement.

3 = Severely impaired. Frequent hesitation in initiating movements or arrests in ongoing
movement.

4 = Can barely perform the task.

26. Leg agility

Neck

RUE

LUE

RLE

LLE
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0 = Normal.
1 = Mild slowing and/or reduction in amplitude.
2 = Moderately impaired. Definite and early fatiguing. May have occasional arrests in

movement.

3 = Severely impaired. Frequent hesitation in initiating movements or arrests in ongoing

movement.

4 = Can barely perform the task.

27. Arising from chair

0 = Normal.

1 = Slow; or may need more than one attempt.

2 = Pushes self up from arms of seat.

3 = Tends to fall back and may have to try more than one time, but can get up without help.

4 = Unable to arise without help.
28. Posture

0 = Normal erect.

1 = Not quite erect, slightly stooped posture; could be normal for older person.

2 = Moderately stooped posture, definitely abnormal; can be slightly leaning to one side.
3 = Severely stooped posture with kyphosis; can be moderately leaning to one side.

4 = Marked flexion with extreme abnormality of posture.

29. Gait

0 = Normal.

1 = Walks slowly, may shuffle with short steps, but no festination (hastening steps) or
propulsion.

2 = Walks with difficulty, but requires little or no assistance; may have some festination,
short steps, or propulsion.

3 = Severe disturbance of gait, requiring assistance.

4 = Cannot walk at all, even with assistance.

30. Postural stability

0 = Normal.

1 = Retropulsion, but recovers unaided.

2 = Absence of postural response; would fall if not caught by examiner.
3 = Very unstable, tends to lose balance spontaneously.

4 = Unable to stand without assistance.
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31. Body bradykinesia and hypokinesia

0 = None.
1 = Minimal slowness, giving movement a deliberate character; could be normal for some

persons. Possibly reduced amplitude.

2 = Mild degree of slowness and poverty of movement which is definitely abnormal.

Alternatively, some reduced amplitude.
3 = Moderate slowness, poverty or small amplitude of movement.

4 = Marked slowness, poverty or small amplitude of movement.

TOTAL:

Blinded UPDRS assessments Completed By:

PRINT Researcher's Name

Researcher’s Signature

Date (dd-mmm-yyyy)

154



9.5 ARTIGO SUBMETIDO EM REVISAO

manuscripttrackingsystem npj | parkinson's disease

Detailed Status Information

Manuscript #

|INPIPARKD-02383

Current Revision #

0

Submission Date

19th Oct 23 17:23:52

Current Stage

Manuscript Under Consideration

Title

Effects of theta burst transcranial ultrasound stimulation on motor cortex excitability in
Parkinson’s disease

Running Head

'Theta burst ultrasound in Parkinson’s disease

Manuscript Type Article
Collections Invasive and non-invasive neuromodulation in movement disorders
Word Count 5114

Corresponding Author

Dr Talyta Grippe (talyta.cortezgrippe@uhn.ca) (University of Toronto)

Contributing Authors

Mr Yazan Shamli Oghli , Dr Ghazaleh Darmani , Jean-Frangois Nankoo , Mr Nasem Raies
, Dr Can Sarica , Dr Tarun Arora , Ms Carolyn Gunraj , Mandy Ding , Dr Cricia Rinchon ,
DiLuca Daniel , Dr Samuel Pichardo , Dr Francisco Cardoso , Andres Lozano , Dr Robert
Chen

Authorship

Yes

Abstract

Low-intensity transcranial ultrasound stimulation (TUS) is a novel non-invasive brain
stimulation technique that can modulate brain activity with high spatial specificity.
Previous studies showed that TUS delivered in a theta burst pattern, known as theta
burst TUS (tbTUS), increased motor cortex excitability up to 30 minutes due to long-
term potentiation-like plasticity. Studies using other forms on non-invasive brain
stimulation suggested that cortical plasticity may be impaired in patients with
Parkinson’s disease (PD), but the results were variable. We hypothesized that tbTUS
induced plasticity would be reduced in PD patients off medication but would be restored
by dopaminergic medications in the on-medication state. We studied 20 moderately
affected PD patients in on and off dopaminergic medication states (13 with dyskinesia
and 7 without dyskinesia) on separate days in random order, and 17 age-matched
healthy controls in a case-controlled study. tbTUS was applied for 80 seconds to the
motor cortex. Motor evoked potential (MEP), short-interval intracortical inhibition (SICI)
and short-interval intracortical facilitation (SICF) were recorded at baseline, and at 5
minutes (T5), T30 and T60 after tbTUS. Motor section of Unified Parkinson’s Disease
Rating Scale (mUPDRS) was measured at baseline and T60. tbTUS significantly
increased MEP amplitude at T30 compared to baseline in controls and in PD patients on
medications, but not in PD patients off medications. The bradykinesia sub-score of
mUPDRS was reduced at T60 compared to baseline in PD patients on medication but not
in the off medication state. tbTUS did not change in SICI or SICF. The presence of
dyskinesia did not affect plasticity induced by tbTUS. Our findings suggest that tbTUS
induced long-term potentiation-like plasticity is impaired in PD patients off medications
and is restored by dopaminergic medications. Multiple sessions of tbTUS can be further
studied as a potential treatment for PD motor symptoms.

Subject Terms

Health sciences/Neurology/Neurological disorders/Parkinson’s disease
Biological sciences/Physiology/Neurophysiology

dashboard

Research Square author

I understand that my manuscript and associated personal data will be shared with
Research Square for the delivery of the author dashboard.

Preprint Deposition

|[No, my co-authors and I would not like to benefit from In Review

Competing interests policyll'lhere is no conflict of interest

Clinical Trial

||No

Applicable Funding Source

Gouvernement du Canada | Instituts de Recherche en Santé du Canada | CIHR Skin
Research Training Centre (Skin Research Training Centre) - 154292 [Grippe]

Previous Interactions

|[Interaction with a member of the editorial team at a conference

Stage Start Date

]Manuscn’pt Under Consideration|[20th Oct 23 02:09:48|

]Editor Assigned

19th Oct 23 17:23:52]

Manuscript Received 19th Oct 23 17:23:51

!‘, eJournalPress

tracking system home | privacy policy | cookie policy | manage cookies

155



151



