RAPORT CERCETARE CONTRACT PD_611, FAZA 1II (2012)

Obiectivele cercetarii pe anul 2012 au fost:
1. Realizarea de prototipuri pt. bobinele optimale
2. Studii clinice pe subiecti sandtosi: stimularea electrica si magneticA a maduvei spinarii si
monitorizarea activitatii electrice a muschilor aferenti cu un electromiograf
3. Diseminarea rezultatelor intermediare si finale obtinute
Activitatile propuse au vizat:
1. Testarea bobinelor realizate
2. Pregatirea aparaturii necesare pentru experimentare (stabilirea protocoalelor de stimulare,
programarea stimulatorului electric si magnetic, crearea software-ului de procesare a datelor culese
de electromigraf)
3. Teste clinice pe subiecti sanatosi
4. Procesarea datelor obtinute. Compararea rezultatelor obtinute in cazul stimularii magnetice cu cele
obtinute in cazul stimularii electrice
5. Preprinturi articole stiintifice; Materiale de informare cu rezultatele proiectului adresate mai ales
mediului medical; Materiale didactice
6. Redactarea de materiale pentru comunicari si articole stiintifice, actualizare pagina Web.
7. Intocmirea raportului final al proiectului privind rezultatele obtinute.

Stimularea functionald a maduvei spinarii - Studii clinice pe subiecti sanatosi

Stimularea magneticd a maduvei spindrii, si in special a partii lombare a coloanei vertebrale si a
»caudei equina”, a fost investigatd in mod repetat [1], [5], [6], [8]. Studiile anterioare au aratat ca aplicarea
unui cdmp magnetic asupra vertebrelor toracice si a celor lombare inferioare stimuleaza predominant alfa-
motoneuronii [2], [3], [4], [7], [9]. Raspunsurile evocate sunt inregistrate cu ajutorul electromiografului ca
unde M 1n mai multi musgchi ai piciorului. Stimularea directd a motoneuronilor-alfa conduce la obtinerea unor
potentiale compuse de actiune a muschilor (Compound Muscle Action Potential —- CMAP) cu latente scurte si
constante. Prin stimularea electrica transcutanatd a maduvei spindrii in zona vertebrelor toracelui inferior, s-a
constatat si activarea fibrelor senzoriale la nivelul radacinilor posterioare, inregistrate in muschii picioarelor
ca reflexe PRM.

Raspunsurile muschilor la activarea fibrelor nervoase cortico-spinale sunt inregistrate prin CMAP cu
latente in general scurte. Cu cateva mici exceptii [4], studiile clinice si fiziologice s-au indreptat spre
raspunsurile cu latentd scurtd pentru a estima viteza de conductie in tractul spinal descendent, neglijandu-le
pe cele cu latentd mai lunga. Cu toate acestea, studiul de fatd a identificat si raspunsuri cu latentd mai lunga
(raspuns intarziat) pentru subiecti sanatosi.

Materiale si metoda

La studiu au participat 7 subiecti sdnatosi, avand sistemul nervos intact. Pe un pat confortabil de
examinare, subiectii au fost intingi pe burtd, fiind rugati sa-si relaxeze total muschii de la membrele
inferioare. Stimularea electricd §i magnetica s-a aplicat la mai multe niveluri, la intensitatea maxima tolerata
de subiect. Pentru a inregistra semnale electromiografice (EMG) provenite de la muschii quadriceps (QM),
hamstring (HM), tibialis anterior (TA) si triceps surae (TS), s-au amplasat perechi de electrozi de suprafata, la
o distantd de aproximativ 3 [cm] (centru la centru).

Experimentul a constat in stimularea zonei rostro-caudale a tuturor subiectilor, prin ambele mijloace
de stimulare, electrica si magnetica. Stimularea electrica a fost utilizatd ca metoda de referinta, datorita
faptului ca semnalele EMG inregistrate din muschii piciorului prin stimulare spinala sunt deja bine cunoscute
in literatura [6], [9].



Materialele utilizate si standul experimental sunt ilustrate in figura 1.
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Figura 1 Standul experimental utilizat pentru stimularea functionala electrica si respectiv magnetica

S-a folosit un electromiograf cu 8 canale pentru inregistrarea semnalelor CMAP. Pentru stimularea
electrica lombara s-a folosit un stimulator controlat de un calculator, iar in cazul stimuldrii magnetice s-a
utilizat stimulatorul magnetic MagStim Rapid 2.

Electrozii si apoi bobina de stimulare au fost plasati deasupra coloanei vertebrale, In diverse pozitii —
figura 2 (stimulare la nivelul vertebrelor T11 si T12).
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Figura 2 Amplasarea electrozilor (a) si a bobinei de stimulare (b) pentru stimularea maduvei spinarii

La inceput s-a stabilit un anumit protocol experimental, legat de definirea pozitiei bobinei in raport
cu coloana vertebrald, numarul de impulsuri aplicate, nivelul de intensitate a stimulului, care apoi s-a aplicat
fiecarui subiect in parte. Pentru pozitionarea bobinei magnetice fatd de coloana vertebrala — tabelul 1 - s-au
folosit urmatoarele prescurtdri: L (,,Left”) pentru stanga, R (,,Right”) pentru dreapta si M (,,Middle”) pentru
mijloc, urmate de unghiul dintre coloana vertebrala si manerul bobinei de stimulare: ex. M90 inseamna ca
bobina este plasata central, deasupra vertebrelor si manerul este perpendicular pe coloana.

Tabelul 1 Modul de amplasare a bobinei de stimulare fata de coloana vertebrald si notatiile utilizate

Definirea unghiului de

. .. L90 M90 R270
orientare a bobinei




Protocolul experimental a incercat in primul rand si recreeze conditiile de realizare ale stimularii
electrice. Astfel, la inceput s-au urmadrit raspunsuri cu latentd scurtd, cu bobina in pozitia M0, deasupra
vertebrelor T11 si T12. S-a crescut treptat intensitatea stimulului (5% per pas) pand s-a atins pragul de
activare §i apoi intensitatea maxima toleratd. Aceasta a fost limitata de discomfortul resimtit de catre subiecti.

Protocolul de stimulare a inceput prin aplicarea unui singur stimul. Apoi, pentru a identifica natura
raspunsului muschiului, s-a aplicat paradigma stimulilor dubli (un indicator bun pentru perioada refractara a
raspunsului) si metoda vibratiei pentru modificarea raspunsului muschiului. Datoritad limitelor stimulatorului,
intervalul cel mai scurt dintre stimuli care s-a putut aplica (si totusi sa se poata folosi intensitate magnetica de
stimulare de 80-100%) a fost de 67 [ms] (corespunzator unei frecvente de 15 [Hz]). Chiar si in aceste
conditii, stimulatorul cateodata a esuat in transmiterea celui de-al doilea puls, datorita incalzirii bobinei.

Pentru fiecare pozitie asumata, stimularea s-a repetat de 10 ori (pentru a verifica repetabilitatea) si s-a
inregistrat rdspunsul provenit de la cei patru muschi de la ambele membre inferioare (QM, HM, TA si TS).
Intre fiecare pereche de stimuli, s-a asigurat o pauzi subiectilor de cel putin 10 secunde, pentru ca muschii si
le fie relaxati si pregatiti pentru pulsul urmator.

Tehnici de identificare a raspunsurilor CMAP inregistrate
Paradigma stimulilor dubli

Atat stimularea electrica cat si cea magnetica a maduvei spinarii pot activa fibrele eferente, generand
unde M in muschii membrelor inferioare. Reflexele PRM pot fi de asemenea obtinute prin ambele tehnici de
stimulare, datorita activarii fibrelor aferente — figura 3.

La stimularea magnetica nu s-a putut stabili initial cu certitudine daca rezultatele care au aparut au
fost unde M, adicd s-a activat tractul fibrelor eferente sau a aparut reflexul PRM, prin stimularea fibrelor
aferente. Pentru a afla raspunsul, s-a introdus tehnica vibratiilor si paradigma stimulilor dubli, metode
experimentale consacrate in literatura de specialitate, prin care se pot suprima reflexele PRM [6]. Daca
raspunsul CMAP generat de muschi va dispare in cazul aplicarii ambelor metode, atunci se poate concluziona
ca raspunsul aparut este cel reflex, daca nu, avem doar unde M, respectiv activarea fibrelor eferente.
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Figura 3 Reprezentarea schematica a sistemului nervos somatic cu evidentierea fibrelor aferente §i eferente:
- fibrele aferente conduc informatia de la organele de simg spre locul de procesare; - fibrele eferente conduc
impulsul nervos la mugchi

Din masuratorile efectuate, folosind cele doua tipuri de stimulare functionala a coloanei vertebrale, se
poate observa ca, la aplicarea celui de al doilea stimul, de fiecare datd raspunsul muscular este de amplitudine



mai micd sau uneori dispare complet. Aceasta reprezinta de obicei o indicatie a perioadei refractare
similare celei aparute In urma declansarii reflexelor PRM.
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Figura 4 Inregistrari CMAP pentru stimularea electrica (A) si magnetica (B) a maduvei spinarii la nivelul

Cu toate acestea, cind s-au realizat inregistrdri In timpul stimuldrii magnetice si s-a aplicat un
accelerator la nivelul maduvei spindrii, s-a constatat ca, la aplicarea a doua impulsuri, primul dintre acestea
produce o miscare/incovoiere considerabild a sirei spindrii, datoritd contractiei puternice a muschilor
paraspinali. Cea mai lunga accelerare a durat intre 25 si 30 [ms] dupa aplicarea stimulului.

Distanta cea mai mare dintre maduva si bobina magnetica a fost estimata la circa 1-1.5 [cm] si s-a
produs la aproximativ 90 [ms] dupa aplicarea primului impuls. Cu alte cuvinte, in momentul aplicarii celui
de-al doilea stimul, conditiile de stimulare se schimba si un cadmp electric de intensitate mai mica este generat
prin maduva (datorita aparitiei distantei dintre bobina si corp). Aceasta problema nu apare in cazul stimularii
electrice, deoarece electrozii sunt atagati direct pe pielea subiectului.

Datorita acestei importante remarci, s-a decis investigarea variatiei raspunsurilor musculare pentru un
singur stimul si diferite distante dintre bobina magneticd si maduva spindrii. Pentru aceasta s-au folosit
distantatoare de 1, 1.3, 1.5 si 2 [cm]- figura 5.

Figura 5 Aplicarea unui stimul cu bobina magnetica plasata la o distanta datd deasupra maduvei spinarii

Stimularea s-a realizat cu stimul simplu, cu bobina 1n forma cifrei 8 in pozitia M270 fatd de maduva
spindrii, deasupra vertebrelor T12-L1, intensitatea de stimulare fiind de 90%.

Rezultatele acestei evaluari sunt redate in figura 6, pentru muschii quadriceps stang si drept.
Raéspunsul cel mai semnificativ este obtinut cu bobina amplasata direct pe sira spindrii, §i se poate observa ca
intensitatea raspunsului se diminueaza pe masura ce distanta dintre bobina si maduva scade. Pentru o distanta
de 1.3 [cm], intensitatea raspunsului este diminuat cu 63% fatd de cel initial (muschiul quadriceps stang), in
timp ce pentru o distantd de 2 [cm] raspunsul muscular dispare complet.

S-au luat in considerare doar muschii QM deoarece, pentru amplasarea bobinei in pozitia considerata,
pentru acestia se inregistreazd o activitate mai semnificativd. Desi pentru celelalte grupe musculare



amplitudinea raspunsului este scazutd, se observa aceeasi tendintd de diminuare a raspunsului pe masura ce
creste distanta dintre maduva spinarii §i bobina magnetica.
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Figura 6. Valoarea varf la varf a CMAP pentru un stimul magnetic de amplitudine 90%, aplicat la nivelul
T12-L1, pozitia bobinei este M270, pentru diferite distange dintre bobina si maduva spinarii

Se poate concuziona cd paradigma stimulului dublu nu poate fi interpretatd neunivoc in cazul
stimularii magnetice. Ineficienta celui de-al doilea stimul de a declansa raspuns muscular se poate datora
mecanismelor neuro-fiziologice (perioada refractard) sau doar modificarii conditiilor de stimulare. In acest
caz, raspunsurile musculare cu latente scurte Inregistrate ar putea fi doar unde M. Acesta este motivul pentru
care s-au continuat cercetdrile folosind o altd tehnicd bine cunoscutd pentru suprimarea reflexelor PRM,
vibratia efectiva [6].

Tehnica de vibrare a tendoanelor

Vibratia induce supresia raspunsurilor musculare, datorita diferitelor mecanisme, incluzand inhibitia
presinaptica si blocarea partiald a impulsurilor nervoase conduse catre maduva spinarii prin canalele aferente.
Ea constituie de asemenea o indicatie viitoare a originii reflexe a raspunsurilor evocate prin stimularea
transcutanatd a maduvei spinarii.

S-au aplicat vibratii la nivelul tendonului Iui Ahile. in cazul stimularii electrice s-a suprimat
raspunsul evocat pentru toti subiectii — figura 7, indicand din nou faptul ca raspunsurile sunt intr-adevar

reflexe PRM.
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Figura 7. Raspunsul muscular la un singur stimul de intensitate 28 [V] aplicat prin stimulare electrica, cu
electrozii pozitionati la nivelul vertebrelor T11-T12, nu se aplica vibratie (a) si se aplica vibratie (b) la
tendonul lui Ahile al membrului inferior stang



Se poate observa ca raspunsurile In muschii TA si TS din partea stanga aproape dispar datoritd
aplicarii vibratiilor, in timp ce raspunsurile in muschii QM si HM din partea stangd au intensitati scazute.
Raspunsurile muschilor din membrul drept nu sunt influentate de vibratii (se obtin aceleasi rezultate pentru
un singur stimul aplicat, indiferent daca se aplicd sau nu tehnica de vibratie a tendonului stdng a lui Ahile).
Aceasta este o confirmare a rezultatelor obtinute prin aplicarea paradigmei stimulilor dubli.

Daca prin stimulare electrica se pot obtine cu usurinta reflexele PRM in cazul tuturor subiectilor, in
cazul stimularii magnetice acestea au fost confirmate doar la unul din cei sapte subiecti testati. Natura acestor
raspunsuri a fost identificata aplicand vibratii la nivelul tendonului lui Ahile. Bobina s-a aflat in pozitia M90,
deasupra vertebrelor L1-L2. Stimulul a fost setat la intensitatea de 90% din intensitatea maxima pe care
stimulatorul magnetic o poate transmite. Mai intdi a fost aplicat un singur puls, fara vibratii, iar apoi s-a
diminuat intensitatea raspunsului muscular aplicand vibratii la nivelul tendonului drept a lui Ahile- figura 8.
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Figura 8 Raspunsul muscular la un stimul magnetic aplicat de 90% intensitate, cu bobina pozitionata la
nivelul L1-L2, fara vibratii (a), cu vibratii (b)

Nu pentru toti subiectii investigati in cadrul studiului s-a putut suprima, prin aplicarea vibratiei la
nivelul tendonului, raspunsul cu latentd scurtd evocat prin stimulare magneticd — un exemplu in acest sens
fiind cel redat in figura 9 - reprezentand o unda M.
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Figura 9 CMAP pentru un stimul magnetic de intensitate 100%, cu bobina la nivelul T12-L1, pozitia MO,
fara vibratie (a) si cu vibratie (b) aplicata la tendonul drept a lui Ahile



Raspunsul cu latenta lunga in stimularea magnetica a maduvei spinarii

in stimularea magnetici a maduvei spindrii s-a constatat ci, pe langa raspunsurile cu latentd scurti,
pot sd apard si alte tipuri de raspuns, cu latentd lunga sau intarziatd, inregistrate in muschii membrelor
inferioare. Cu toate acestea, raspunsurile cu latentd intarziatd nu sunt inca suficient cunoscute. Originea
acestora este descrisa ca un raspuns reflex mai lung ce traverseazad cortexul cerebral, deoarece latenta lui
dureaza o perioada suficientd de timp pentru a permite acest lucru.

Acest raspuns a fost gasit folosind bobina avand forma cifrei 8 plasata cu manerul perpendicular pe
coloana vertebrald, in pozitiile M90 si respective M270. Amplasarea bobinei a fost schimbata in asa fel incat
sa se obtina stimularea vertebrelor cuprinse intre T9 si L3.

Raspunsul cu latentd mai lunga a fost gasit doar in muschii hamstrings, aparand de cele mai multe ori
bilateral — figura 10. Cu bobina astfel pozitionata, aceste raspunsuri au avut praguri de activare mai reduse
decét orice altd activitate generatd in muschii membrelor inferioare (unde M sau reflexe PRM).

Din inregistrarile raspunsurilor musculare ale subiectilor testati, s-a constatat cd latentele acestor
semnale sunt cuprinse Intre 60 si 80 [ms], In functie de inaltimea subiectului supus stimularii. Amplitudinea
semnalului caracteristic este relativ mica, cuprinsa intre 50 si 200 [uV].

Se mai poate observa ca nivelul de intensitate a stimulului nu modifica latenta raspunsului, adica la o
intensitate mai mare raspunsul nu apare mai rapid, ceea ce se modifica este amplitudinea semnalului CMAP.
(La 90 %, CMAP este sub 0.07 [ms], iar la intensitatea maxima de 110%, CMAP=0.10 [ms].)

Fiind realizata stimularea cu un singur puls, stimulatorul magnetic functioneaza pana la o intensitate
a stimulului de 110%.

Sk 015

E 0.07 .\Ielt HM, #2 M0 90% 007 ‘J right HM, #2 M90 90%

n;: 0"}'*&*&?«"‘“‘“‘””‘3&% 0 rw‘“‘v y -"\_'.\'_'_\

= 007 007

o 015 w1518 2 Mo o) T12 MO0 180 4Chma 015 oV 15182 Mg [ pT12080 g0 40l

~ 015 i 0.15 _ )

E 007 h IfﬂHM.#?MQMUM 007 ;I_nght HM, #2 M90 100%

o 0p :ﬁy’“—hﬂqbgv-’——-vv 0

S oo | A

o 215 M2 1518- 2 Mg o) 61250 g0 4Chimt 215 oM 8 1006 gt

~ 015 0.45

:)E 0.07 i left HM, #2 M30 110% 007 1 right HM, #2 M30 110%

E Dpel [\l 0 j\

S oot '- 207} R

Q 015  NouZ4-515- £2WgStn (3] oT1Z M0 )1 10-4Chima 015 NA51- E2MSE T2 0 A
0 30 60 90 120 180 0 0 60 90 120 150

time (ms| fime (ms)

Figura 10 Evidentierea raspunsului cu latentd intarziata pentru pozitia M90 a bobinei de stimulare, plasata
deasupra vertebrelor T11-T12, la trei intensitati diferite ale stimulului.

Formele de unda ale semnalului EMG variaza de la 2-3 faze principale pana la forme polifazice, cu
perioade refractorii lungi (cel putin 100 [ms]). Ele pot fi modificate prin activitidfi motorii (desi nu s-au
realizat studii sistematice 1n acest sens).

Acest raspuns cu latentd lunga apare prea repede pentru a fi voluntar, acest lucru sugereaza ca ar
putea fi vorba de aparitia aga numitei ,,bucle mai lungi”, probabil mecanismul reflex, ce asigura intinderea
muschiului.



In ultimul set de inregistrari experimentale s-a urmarit reproducerea campului electric, estimat a fi
indus 1n tesut prin stimulare magnetica, prin dispunerea adecvatd a elecrozilor de suprafatd utilizati in
stimularea electrica — figura 11.

Figura 11 Amplasarea electrozilor de suprafata folositi in stimularea electrica deasupra vertebrelor T9-L1

S-au folosit in stimulare electrozi cu suprafatd mare de contact §i s-a stimulat deasupra vertebrelor
T9-L1. Stimularea s-a realizat cu un singur impuls de stimulare si s-a inceput cu o valoare mai mica a
tensiunii U=16 [V] — figura 12 (a). Aceasta s-a dovedit a fi prea mica pentru a se Inregistra raspunsuri
musculare si s-au continuat masuratorile marind treptat intensitatea stimulului pana la aparitia activitatii
musculare (tensiunea are atunci valoarea U=28 [V]). La aceastd tensiune, chiar din primele incercari
(generand un curent electric de la stdnga la dreapta sau de la dreapta la stinga prin canalul vertebral), au putut
fi generate, bilateral, raspunsuri cu latentd mare din partea muschilor hamstrings, raspunsuri care sunt
probabil identice cu cele evocate pe cale magnetica — figura 12 (b).
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Figura 12 Evidentierea raspunsurilor musculare cu latenta mare inregistrate prin stimulare electrica,
folosind electrozi cu suprafata mare de contact, la diferite tensiuni ale impusului de stimulare: a) U=16 [V];

b) U=28 [V].
Concluzii

Obiectivul acestui capitol este de a investiga structurile neuronale activate de stimularea magnetica
transcutanata a maduvei spindrii, prin examinarea electromiograficd a raspunsurilor evocate In membrele
inferioare. Pentru comparatie, in toate cazurile analizate, s-a aplicat si stimularea electrica.

Stimularea s-a realizat cu bobina in forma cifrei opt, care s-a dovedit eficientd in stimularea
radacinilor nervoase spinale si a nervilor periferici.

Atat stimularea electrica cat si cea magnetica a maduvei spinarii pot activa fibrele eferente, generand
unde M in muschii membrelor inferioare. Acestea au fost provocate de stimularea directd a axonilor
motoneuronilor alfa n radacina anterioara a nervului spinal. Reflexele PRM pot fi de asemenea obtinute prin
ambele tehnici de stimulare, datorita activarii fibrelor aferente. Astfel, prin stimulare electrica, ele au aparut
la toti subiectii, In timp ce prin stimulare magnetica acestea nu au putut fi generate decat in unul din cei 7
subiecti testati. Intrebarea care s-a pus este daci aplicind stimularea magnetica la nivelul coloanei vertebrale
a fost activat tractul fibrelor eferente sau au fost stimulate fibrele aferente. Pentru a conditiona raspunsurile si



pentru a evita interpretarea gresitd a datelor, au fost utilizate metode neurofiziologice de identificare, cum
sunt paradigma stimulilor dubli sau vibratia tendoanelor.

Folosind stimul dublu se poate observa ca, la aplicarea primului stimul, fibra nervoasa este activata si
apare raspuns muscular, dar o datd cu aplicarea celui de-al doilea stimul, fibra nervoasa intrd in perioada
refractard si rdspunsul care apare este de mai mica intensitate sau uneori este complet suprimat.

Paradigma stimulilor dubli s-a dovedit insa ineficientd in intrepretarea raspunsurilor musculare in
stimularea magnetica, deoarece primul stimul produce o incovoiere (miscare) considerabild a sirei spindrii,
datorita contractiilor musculare ale spatelui, schimband in acest caz conditiile de stimulare.

Aplicand cea de a doua tehnicd de suprimare a reflexelor PRM, si anume vibratia la nivelul
tendoanelor, s-a constatat ca acestea pot fi usor suprimate. Vibratia tendoanelor este deci o metoda infailibila
de identificare a reflexelor, in cazul aplicarii oricareia dintre cele doua tehnici de stimulare.

Folosind atat stimularea magneticd cét si cea electrica s-a observat si aparifia unor raspunsuri cu
latentd lungd doar in muschii hamstrings, de cele mai multe ori inregistrate bilateral. Acest raspuns a fost
gasit folosind bobina avand forma cifrei 8 plasatd cu manerul perpendicular pe zona lombara a coloanei
vertebrale, in pozitiile M90 si respective M270, sau folosind electrozi de mari dimensiuni in cazul stimularii
electrice. Din Inregistrarile raspunsurilor musculare ale subiectilor testati, se poate remarca ca aceste latente
lungi sunt cuprinse intre 60 si 80 [ms], iar amplitudinea semnalului caracteristic este relativ micd, cuprinsa
intre 50 si 200 [uV].
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