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Il distretto motorio facciale, per la sua complessita morfo-funzionale, ¢
tecnicamente difficile da studiare e mal si presta come modello per gli studi
di stimolazione transcranica (TMS), che com’¢ noto, consentono di
esplorare la fisiologia e la fisiopatologia corticale dell'uomo, in maniera non
invasiva e ripetibile. Benché con la TMS a singolo stimolo siano state
definite le caratteristiche dei potenziali motori registrati da numerosi
muscoli facciali, non ¢ sono al momento dati conclusivi né
sull’organizzazione funzionale della via cortico-facciale, né sulla funzionalita
det circuiti intracoticali inibitori e facilitatori, nelle due condizioni di riposo
e attivazione muscolare.

Sempre a causa delle peculiarita del distretto facciale, i fenomeni
d’integrazione sensori-motoria a livello corticale e di plasticita corticale
nell’'uomo, sono stati studiati in maniera estensiva nella corteccia mototria
degli arti superiori e inferiori, mentre nessun dato ¢ al momento disponibile

per il distretto della faccia.

In questa tesi sono state affrontate le problematiche suddette. Il lavoro ¢
stato articolato in due fasi, realizzate attraverso lo svolgimento di due

diversi studi.

STUDIO 1. 1l primo studio si proponeva di dare un contributo alla materia,
ancora controversa, dell’asimmetricita delle proiezioni cortico-facciali e di
studiare leccitabilita intracorticale della corteccia motoria facciale, sia in
condizione di riposo che di contrazione muscolare. Lo studio ¢ stato
condotto su 19 soggetti sani, di eta media di 34.1+8.3 anni. I potenziali
motori (MEP) evocati nel muscolo depressore dell’angolo della bocca
(DAO) dalla TMS della corrispondente area corticale motoria primaria,
sono stati registrati ipsi- e controlateralmente, per stimolazione sia

dell’emisfero sinistro (19 soggetti) che dell’emisfero destro (5 soggetti). Tali
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MEP sono stati caratterizzati per latenza e ampiezza, sia in condizioni di
riposo che di contrazione muscolare e sia per stimolazione dell’emisfero
sinistro che destro. I risultati hanno dimostrato che le proiezioni cortico-
facciali che controllano il DAO sono bilaterali e asimmetriche, con
preponderanza di quelle controlaterali. Il confronto dei dati ottenuti per
stimolazione dei due emisferi, non ha evidenziato differenze significative,
tuttavia questi ultimi dati non possono essere considerati conclusivi, a causa
dell’esiguita del campione testato. Infine, ¢ stata studiata l’eccitabilita dei
circuiti intracorticali inibitori e facilitatori, mediante Papplicazione dei
classici protocolli TMS utilizzati per lo studio dell’inibizione intracorticale a
breve latenza (SICI) e della facilitazione intracorticale (ICF). I risultati di
questo esperimento hanno evidenziato che I'ampiezza del MEP
condizionato a riposo era significativamente ridotta rispetto a quella del
MEDP test, agli intervalli interstimolo di 2 e 3 ms. Al contrario, agli intervalli
interstimolo di 10 e 15 ms, i MEP condizionato si presentava
significativamente aumentato di ampiezza. Gli esperimenti in cui sono stati
confrontati i fenomeni SICI e ICF ottenuti per stimolazione dei due
emisferi, non hanno dimostrato chiaramente se questi circuiti intracorticali
operano allo stesso modo nei due emisferi. Tuttavia, anche in questo caso,

non possono essere tratte conclusioni dato il piccolo campione studiato.

STUDIO 2. Il secondo studio si proponeva di indagare l'integrazione
sensori-motoria a livello della corteccia facciale e di valutare la plasticita
della corteccia facciale che innerva la muscolatura della parte inferiore del
volto. Lo studio ¢ stato condotto in 15 soggetti. Per studiare I'integrazione
sensori-motoria ¢ stato utilizzato il paradigma dell’ inibizione afferente a
breve latenza (SAI). A tale scopo sono stati misurati gli effetti indotti sul

MEP del DAO dalla TMS della corteccia facciale controlaterale, quando
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questa era preceduta dalla stimolazione elettrica della branca mandibolare
del nervo facciale (15 soggetti) o del ramo mentale del nervo trigemino (4
soggetti). I risultati hanno dimostrato che nessun tipo di stimolazione
afferente (facciale e trigeminale) a nessuno degli intervalli inter-stimolo
testati (5-30 ms) modifica in maniera significativa il comando motorio
corticale, sia in condizione di riposo che di attivazione muscolare. Per
valutare la plasticita corticale ¢ stato utilizzato i protocollo della
stimolazione accoppiata di uno stimolo elettrico periferico e di uno stimolo
magnetico centrale (PAS). Nel nostro caso l'intervallo inter-stimolo efficace
era pari a 20 ms, la durata dell'intervento PAS era di 13 minuti e la
valutazione dei MEP dopo l'intervento ¢ stata effettuata sino a 30 minuti
dalla sua interruzione. I risultati di questo studio hanno dimostrato dopo
intervento PAS, Pampiezza del MEP ¢ significativamente aumentata, sino a
30 minuti dall’intervento, con caratteristiche simili a quelle della plasticita di

tipo LTP.

I risultati del nostro lavoro contribuiscono a chiarire alcuni aspetti

importanti della fisiologia del sistema motorio facciale.

Nello STUDIO 1 abbiamo dimostrato che anche I’area motoria che
proietta ai motoneuroni facciali che controllano la muscolatura inferiore del
volto ¢ regolata dai circuiti inibitori a breve latenza (SICI) e facilitatori
(ICF), sia a riposo che durate attivazione muscolare. Questo risultato ha
chiarito i dati contrastanti in letteratura, dimostrando che i circuiti inibitori
GABAergici e quelli facilitatori glutamatergici operano nella corteccia
motoria facciale del’luomo sano anche in condizione di attivazione

muscolare. Inoltre 1 dati ottenuti suggeriscono ulteriormente la bilateralita
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ed asimmetria delle proiezioni cortico-facciali dirette alla muscolatura

inferiore del volto.

Nello STUDIO 2 ¢ stato dimostrato per la prima volta che ¢ possibile
evocare LTP nella corteccia motoria della muscolatura facciale a riposo
nonostante output motorio facciale sembri non essere influenzato dalla
stimolazione periferica. E stato dimostrato che la TP puo essere indotta
solo nel MEP a riposo, stimolando il nervo facciale e non il nervo
trigemino, utilizzando come intervallo inter-stimolo 20 ms. Questo dato
suggerisce che 1 meccanismi fisiologici alla base dell’apprendimento nel
sistema motorio facciale sono analoghi a quelli del sistema motorio degli

arti superiori ed inferiori.
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1. LA STIMOLAZIONE MAGNETICA TRANSCRANICA .

1.1. Principi fisici.

L’uso della stimolazione magnetica transcranica (TMS) negli ultimi 20 anni
ha permesso di chiarire molti aspetti della fisiologia del sistema di moto
nell'uvomo. Molte delle conoscenze attuali derivano sia da esperimenti
condotti direttamente su soggetti sani che su pazienti, sia dal confronto dei
dati ottenuti da questi con quelli ottenuti nell’animale da esperimento, in
particolare nella scimmia, in cui ¢ stato possibile verificare direttamente e in
maniera invasiva le ipotesi formulate a seguito degli esperimenti di TMS
condotti sull’'uomo. Fin dagli anni 50, sono stati numerosi 1 tentativi di
stimolare il cervello umano attraverso lo scalpo intatto, usando treni di
stimoli elettrici analoghi a quelli che fino ad allora venivano applicati
direttamente sulla corteccia cerebrale di soggetti sottoposti a interventi
neurochirurgici (Gualtierotti and Patterson 1954). Nonostante alcuni
successi, tali tecniche non furono comunemente usate perché molto
dolorose. Merton e Morton (1980) furono i primi a dimostrare che
I'applicazione di singoli stimoli elettrici di alto voltaggio e breve durata, in
corrispondenza della corteccia motoria primaria, induceva un’attivazione
dei muscoli controlaterali al lato stimolato e che I'applicazione di tali stimoli
in corrispondenza della corteccia visiva induceva la comparsa di fosfeni. I
piu grosso problema di questo tipo di stimolazione, chiamata anche
stimolazione elettrica transcranica (TES), consisteva nel fatto che soltanto
una piccola frazione della corrente applicata penetrava attraverso il cranio e
raggiungeva le strutture eccitabili cerebrali, mentre la maggior parte si
distribuiva tra gli elettrodi stimolanti producendo la contrazione dei muscoli
dello scalpo e 'attivazione delle fibre nocicettive con conseguente fastidio e
dolore. Nel 1985 T'introduzione della stimolazione magnetica transcranica

da parte di Anthony Barker dell'Universita di Sheffield UK (Baker et al.
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1985) ha permesso di superare questi limiti. Essa, infatti, si dimostro sin da
subito una tecnica di stimolazione corticale non invasiva, sicura e
soprattutto non dolorosa, aprendo la strada allo studio della corteccia
motoria e della via di moto nell’'uomo. Il principio fisico alla base della TMS
¢ rappresentato dallinduzione elettromagnetica regolata dalla legge di
Faraday. Secondo questa legge, un campo magnetico ¢ capace di indurre un
campo elettrico, e quindi di conseguenza una corrente elettrica in un
tessuto eccitabile. Lo stimolatore magnetico consiste di due parti distinte:
un generatore e accumulatore di corrente, capace di generare correnti con
amperaggio pari o maggiore a 5000 Ampere e una bobina di spire di rame
(coil) in cui il passaggio della corrente induce un campo magnetico ad alta
intensita (~3 Tesla) e di breve durata (< 200 ps), con linee di flusso
perpendicolari al piano del coil (figura 1). Il campo magnetico generato nel
coil viaggia liberamente nell’aria e puo facilmente attraversare i tessuti. La
corrente indotta sullo scalpo dalla TMS ¢ inferiore rispetto a quella
prodotta dalla stimolazione elettrica e infatti la sensazione avvertita ¢ molto
lieve e non fastidiosa. Il campo magnetico attraversa la cute e il cranio e
raggiunge facilmente il tessuto cerebrale sottostante con un’attenuazione
trascurabile, inducendo un campo elettrico che ha la capacita di
depolarizzare la membrana degli elementi cerebrali eccitabili. 11 campo
elettrico indotto dalla stimolazione magnetica si distribuisce in maniera
differente rispetto a quello indotto dalla TES. In quest’ultimo caso,infatti, la
corrente fluisce dall’anodo in tutte le direzioni, sia radialmente che
tangenzialmente alla superficie corticale. Invece il campo elettrico indotto
dalla stimolazione magnetica ¢ pit omogeneo, risulta perpendicolare al
campo magnetico e quindi parallelo, ma con direzione di corrente opposta,

al campo elettrico, che fluendo nel coil ha dato origine al campo magnetico
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stesso.

Magnetic Field

Coil Current

\ / Coil Winding

Figura 1
Struttura semplificata del coil circolare utilizzato nella stimolazione magnetica
transcranica. La corrente elettrica attraversando le spire del coil, induce un campo
magnetico perpendicolare al piano del coil.

Il campo magnetico decade rapidamente in funzione della distanza dal coil.
Ad esempio con un tipico coil circolare di dodici cm, la forza del campo
magnetico si riduce a meta ad una distanza di 4-5 cm (Hess et al. 1987). Dal
momento che la corteccia cerebrale dista 1-2 centimetri dalla superficie del
cranio, e lo stesso solco centrale ¢ profondo almeno due cm, la TMS non
permette di stimolare le strutture cerebrali profonde, quali gangli della base
e talamo. Inoltre la resistenza della sostanza bianca ¢ molto maggiore
rispetto a quella della sostanza grigia, di conseguenza le correnti indotte nei
tessuti sottocorticali sono estremamente piccole rispetto a quelle indotte

negli strati superficiali della corteccia cerebrale.
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Esperimenti condotti sulle scimmie, utilizzando alte intensita di stimolo,
hanno permesso di dedurre un’altra caratteristica importante della TMS:
I'attivazione delle fibre corticospinali non si diffonde oltre la sostanza grigia
e pertanto questa metodica di stimolo ¢ particolarmente utile nello studio
dell’eccitabilita corticale intrinseca (Edgley et al. 1990). La distribuzione
spaziale del campo elettrico indotto dalla TMS dipende dalla forma,
posizione e orientamento del coil e dalla conduttivita elettrica delle strutture
cerebrali. I coil possono avere differenti forme e dimensioni e solitamente
sono costituiti da una struttura plastica che riveste e isola le spirali di rame.
I primi coil prodotti avevano una forma circolare con un diametro
compreso tra gli otto e 1 dodici cm e si sono dimostrati molto utili nei primi
studi di stimolazione corticale dell’area motoria della mano e delle radici
spinali, perché permettevano di stimolare aree corticali molto estese senza
la necessita di cercare un punto di stimolazione specifico (hot spot). Questo
era possibile perché la corrente indotta nell’encefalo era massima proprio
sotto I'anello, mentre risultava pressoché uguale a zero al centro del coil
(tigura 2A). Quest’assenza di focalita ha tuttavia rappresentato il maggior
limite del coil circolare, rendendolo inadatto in tutte quelle situazioni in cui
l'area stimolata doveva essere la piu piccola e precisa possibile, come ad
esempio negli studi di topografia corticale. Per ovviare a questo problema
sono stati costruiti coil che presentano due anelli attaccati, i cosiddetti coil a
tigura di 8, o coil a farfalla, il cui principale vantaggio ¢ rappresentato dal
fatto che la corrente indotta nel tessuto cerebrale ¢ massima al centro del
coil, ossia nel punto in cui i due anelli s’incontrano, consentendo quindi
stimolazioni con alta focalita (figura 2B). Nel corso degli anni vari altri tipi
di coil (es: coil a doppio cono), sono stati prodotti al fine di permettere la
stimolazione ottimale di strutture specifiche quali il cervelletto o l'area

motoria degli arti inferiori.
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Figura 2

Nella figura ¢ illustrata la differenza tra il campo magnetico indotto da un coil
circolare (A) ed il campo magnetico indotto dal coil focale (B). Utilizzando il coil
circolare, il campo magnetico presenta la sua massima intensita sotto I'anello e di
conseguenza il campo elettrico indotto a livello delle strutture corticali eccitabili ha
una scarsa focalita. Il coil focale invece, genera un campo magnetico massimo in
prossimita del centro del coil, nel punto in cui si uniscono i due anelli inducendo un
campo elettrico estremamente localizzato.

1.2. Fisiologia di base della TMS.

A tutt’oggi, nonostante la miriade di studi, siamo ancora lontani dalla
completa comprensione di tutti i meccanismi attraverso i quali la TMS
agisce. Due di questi sono stati comunque ben caratterizzati. Da un lato,
infatti, osserviamo un’azione diretta della corrente elettrica indotta dal
campo magnetico, generato dal coil, sugli elementi neurali quali assoni,
dendriti e corpi cellulari; dall’altro invece si osservano gli effetti indiretti

secondari all’attivazione trans-sinaptica degli elementi neurali eccitati. Ad
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esempio lattivazione diretta delle grosse cellule piramidali dello strato V
della corteccia motoria indotta dalla TMS, determina numerosi effetti
diffusi a carico di tutti i bersagli post-sinaptici, che sono difficilmente
quantificabili, se consideriamo I’estrema complessita delle strutture corticali
oggetto di studio. Un singolo neurone piramidale, infatti, puo ricevere circa
60.000 contatti sinaptici, e a sua volta puo contattare altri 5000 neuroni
(Abeles, 1991). Questa complessita contrasta spesso con 1 modelli
estremamente semplificati che nel corso degli anni sono stati proposti per
spiegare 1 risultati ottenuti dai vari esperimenti di TMS, che pertanto
devono essere interpretati ed utilizzati con estrema cautela e spirito critico.
Abbiamo gia descritto in precedenza come il campo magnetico generato
dalla TMS decada rapidamente in funzione della distanza dal coil, come il
pattern di corrente indotta nell’encefalo dipenda dal tipo e dalla forma del
coil e come il campo elettrico indotto si diffonda solo sul piano orizzontale
e non radiale, rimanendo parallelo alla superficie del coil. Accanto a queste
tre importanti caratteristiche, intrinseche alla metodica di stimolo,
dobbiamo considerare 'importanza della geometria dei solchi presenti nella
corteccia cerebrale. Diverse evidenze hanno infatti dimostrato che la TMS ¢
particolarmente efficace nell’eccitare i neuroni corticospinali presenti nel
bordo anteriore del solco centrale (Davey et al. 1994), dove ¢ localizzata la
maggior parte dell’area 4, piuttosto che sulla convessita del giro precentrale
(Geyer et al. 19906).

Nel loro studio pit famoso condotto su cani e scimmie, Patton e Amassian
(1954), hanno descritto come singoli stimoli elettrici di alta intensita,
applicati sulla corteccia motoria di tali animali, inducevano scariche multiple
discendenti nel tratto corticospinale ad una frequenza di circa 600 Hz. Essi
fornirono chiare evidenze che la scarica iniziale era prodotta dall’eccitazione

diretta degli assoni corticospinali, mentre quelle piu tardive originavano da
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un’attivazione trans-sinaptica delle cellule corticospinali.  Essi quindi
coniarono 1 termini di onde D (dirette) e onde I (indirette) per descrivere
queste risposte. Le onde D persistevano dopo anestesia o ablazione della
corteccia motoria, mentre le onde I richiedevano che la sostanza grigia
fosse intatta ed eccitabile. Mentre la natura corticale delle onde I era chiara
tin dai primi studi (Amassian et al. 1987; Patton and Amassian 1954, 1960),
per lungo tempo si ¢ dibattuto sul substrato anatomico alla loro base.
Inizialmente, considerando il ritardo tra la latenza dell’onda D e la latenza
della prima onda I (solitamente attorno ad 1.2 ms) era stata ipotizzata una
connessione disinaptica con il neurone piramidale (Rosenthal et al. 1967).
Tuttavia le registrazioni intracellulari dimostrarono che questo ritardo
presentava una distribuzione continua tra 1 0.75 ¢ 1.34 ms e non una
distribuzione bimodale, come ci si sarebbe aspettati da una connessione
disinaptica. Pertanto considerando che il tempo di trasmissione sinaptica tra
due neuroni ¢ di circa 0.5 ms, fu ipotizzata una connessione di tipo
monosinaptico, che induceva una depolarizzazione della membrana
postsinaptica con un ritardo maggiore rispetto ad altri siti, verosimilmente
perche per indurre il potenziale d’azione che si propagava nella cellula
piramidale, era necessaria la sommazione di diversi potenziali postsinaptici
eccitatori (EPSPs). Vari esperimenti sono stati condotti sia sull’animale che
sull’'uomo, nel tentativo di individuare gli elementi responsabili della genesi
di questi input eccitatori ai neuroni piramidali. Inizialmente si penso alle
proiezioni talamo corticali a partenza dai nuclei laterale e ventrale anteriore
del talamo, perché studi precedenti avevano dimostrato la proprieta di
questi nuclei di eccitare monosinapticamente le cellule piramidali nella
corteccia motoria nel gatto (Amassian and Weiner, 19606). Tuttavia
lesionando queste strutture, era possibile registrare ancora le onde I

(Amassian et al. 1987) e pertanto I'attenzione dei ricercatori si concentro su
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altre aree corticali che proiettavano alla corteccia motoria quali le aree
premotorie, I'area supplementare motoria e la corteccia somatosensitiva
(DeFelipe et al. 1986; Jones 1983; Matsumara and Kubota, 1979; Muakassa
and Strick, 1979). La dimostrazione che la stimolazione di queste aree,
mediante elettrodi di superficie, era capace di indurre delle onde I ripetitive
nel tratto piramidale, associata all’osservazione che la stimolazione diretta
degli strati corticali profondi della corteccia motoria, dove si osserva una
piu alta concentrazione di fibre corticocorticali induceva piu facilmente
onde I, supportava lipotesi che le proiezioni corticocorticali fossero
implicate nella genesi delle onde I (Amassian et al. 1987; DeFelipe et al.
1986). Tuttavia nessun esperimento di lesione delle aree premotorie o
somatosensoriali ¢ stato effettuato per confermare in maniera definitiva in
quale area corticale erano fisicamente localizzati gli elementi cellulari che
davano origine a queste proiezioni corticocorticali. Per spiegare come un
singolo stimolo era capace di indurre una serie di scariche discendenti a
intervalli periodici (I1, 12, 13) ¢ stato proposto che le onde I tardive (12, 13)
fossero generate da un’iniziale attivazione di interneuroni superficiali che
eccitavano neuroni piu profondi, che a loro volta proiettavano ai neuroni
piramidali, determinando un effetto di amplificazione a cascata (Amassian
et al. 1987). E, infatti, congelando gli strati corticali superficiali, si osservava
la scomparsa delle onde I tardive, mentre le precoci erano solitamente
conservate. QQuesta ipotesi tuttavia era in apparente contrasto con il fatto
che quando veniva applicata una stimolazione elettrica superficiale, le onde
I tardive presentavano una soglia piu alta rispetto alle onde I precoci. Tutti
questi esperimenti, condotti sull’animale, hanno comunque dimostrato,
senza ombra di dubbio, che le onde I sono generate trans-sinapticamente

attraverso fibre corticocorticali e che diversi elementi interneuronali

Pilurzi Giovanna

Proprieta fisiologiche della corteccia motoria facciale nell’uomo: Studio dei circuiti intracorticali
facilitatori ed inibitori e modulazione della plasticita sinaptica

Tesi di Dottorato in Scienze Biomediche, Universita degli studi di Sassari.



18

intrinseci alla corteccia motoria giocano un ruolo importante nel prolungare
la risposta corticale ad un singolo stimolo.

Grazie all'introduzione della TES, e soprattutto della TMS, ¢ stato possibile
caratterizzare le onde D e le onde I anche nell'uvomo, effettuando
registrazioni epidurali a livello cervicale in soggetti sottoposti a interventi
chirurgici sul midollo spinale (Berardelli et al. 1990; Boyd et al. 1986; Burke
et al. 1990, 1992, 1993; Fujiki et al. 1996; Hicks et al. 1992; Inghilleri et al.
1989; Kaneko et al. 19964; Rothwell et al. 1994) ed in soggetti coscienti non
anestetizzati che avevano elettrodi a permanenza nello spazio epidurale
cervicale per il trattamento del dolore cronico (Di Lazzaro et al. 19984,
19885; Kaneko et al. 19964, Nakamura et al. 1996, 1997). Naturalmente
questo tipo di studio era eseguibile solo in pochi soggetti selezionati perché
invasivo. Molte informazioni sul comportamento delle onde D e I sono
state quindi ottenute in maniera meno invasiva, mediante lo studio del
comportamento delle singole unita motorie (SMU) in risposta a stimoli
elettrici o magnetici somministrati a livello corticale (Day et al. 1987, 1989;
Mills, 1991; Boniface et al. 1991; Awiszus and Feistner, 19944, 1994)).
Questa tecnica, che fornisce informazioni indirette sugli input sinaptici che
arrivano ai singoli motoneuroni spinali, ha permesso di dimostrare che il
motoneurone che costituisce la SMU riceve una sequenza di EPSPs
generati da input monosinaptici multipli provenienti dalle onde D e dalle

onde 1.

Nell'uomo la stimolazione magnetica transcranica riesce ad attivare la
corteccia motoria della mano sino ad una profondita di circa 1.5- 2 cm
raggiungendo quindi gli strati corticali profondi o al massimo la giunzione
tra sostanza grigia e bianca (Epstein et al. 1990; Rudiak and Marg 1994). Le

onde I vengono piu facilmente attivate, quando la corrente indotta nel
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cervello ha una direzione posteroanteriore, grossomodo perpendicolare alla
direzione del solco centrale, mentre le onde D vengono preferenzialmente
evocate se la corrente indotta ha una direzione lateromediale, parallela al
solco centrale (Kaneko et al.19964; Mills et al. 1992; Sakai et al. 1997,
Werhahn et al. 1994). Le fibre attivate con la pit bassa intensita di stimolo,
che presentano cio¢ la soglia pit bassa, sono quelle che decorrono parallele
al campo elettrico indotto dalla TMS (Amassian et al. 1992). Questo sembra
in accordo con 1 dati sperimentali ottenuti nell’animale, che dimostrano che
le onde I venivano ottenute principalmente attraverso lattivazione delle
fibre corticocorticali orizzontali, orientate in senso anteroposteriore.
Sebbene la natura corticale delle onde I sia stata chiaramente dimostrata,
ancora oggi, a circa 50 anni dalla loro prima descrizione, il meccanismo con
cui vengono generate non ¢ conosciuto. Sono stati proposti diversi modelli
nel tentativo di spiegare il fenomeno, nessuno dei quali tuttavia riesce a
prevalere in quanto ognuno presenta diverse lacune. Il primo di questi
meccanismi, basandosi sulle iniziali osservazioni di Patton e Amassian
(Patton and Amassian, 1960; Amassian et al. 1987), prevede che le cellule
corticospinali siano costantemente bombardate da input eccitatori
provenienti da catene di interneuroni con caratteristiche temporali fisse. Il
secondo modello prevede che ciascun tipo di onda I sia la conseguenza
dell’attivazione di catene di interneuroni tra loro indipendenti, ciascuna
quindi responsabile solo della genesi di un solo tipo di onda I (Day et al.
1989; Sakai et al. 1997). Una variante a questo secondo modello prevede la
presenza di un circuito inibitorio gabaergico di controllo (Ziemann and
Rothwell, 2000). Infine il quarto modello sostiene che il meccanismo alla
base delle onde I sia secondario a proprieta intrinseche della membrana del
neurone piramidale (Creutzfeldt et al, 1964; Phillips, 1987). II primo

modello fornisce un’ottima spiegazione della natura ritmica e regolare delle
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onde I ed ¢ supportato dal fatto che le altissime frequenze (sino a 600 Hz) a
cui possono scaricare gli assoni corticospinali sono compatibili con un
costante bombardamento da input eccitatori (Kernell and Chien—Ping,
1967; Patton and Amassian, 1954). Tuttavia tale modello ha come maggior
limite il fatto che prevede un ordine fisso di reclutamento delle onde I (dalla
I1 alla 13), cosa che nella realta non avviene, come dimostrano gli studi che
hanno messo in evidenza come le differenti onde I siano sensibili a
differenti direzioni di corrente. Ad esempio nel muscolo I interosseo
dorsale (FDI) attivo, le onde Il sono prodotte preferenzialmente da
correnti posteroanteriori mentre le I3 da correnti anteroposteriori (Day et
al. 1989; Sakai et al. 1997). E pertanto pit verosimile che le differenti onde
I siano generate da differenti catene di interneuroni corticali come
ipotizzato dal secondo modello. La presenza di catene indipendenti di
interneuroni, ciascuna responsabile della genesi di un solo tipo di onda I,
permette di spiegare perché le 13, a differenza delle onde piu precoci, siano
facilmente soppresse negli studi di TMS a doppio stimolo che valutano
I'inibizione intracorticale (Di Lazzaro et al. 1998c; Hanajima et al. 1998a;
Nakamura et al. 1997). I modelli sopradescritti non spiegano perd due
caratteristiche delle onde I: la perfetta sincronizzazione delle scariche,
solitamente dopo almeno 5 ms dall’applicazione dello stimolo, ed il fatto
che nella valutazione della facilitazione intracorticale a breve latenza o
SICF, non si osserva una sommazione degli effetti facilitatori ad intervalli
intermedi rispetto a quelli soliti in cui viene osservata. Una possibile
spiegazione ¢ che gli EPSPs responsabili di questa facilitazione sono
immediatamente interrotti da successivi potenziali postsinaptici inibitori
(IPSPs), in maniera analoga a quanto succede nel midollo spinale, dove 1i
circuiti inibitori Ia disinaptici hanno la capacita di interrompere gli EPSPs

originati dalle proiezioni corticali ai motoneuroni spinali. Un simile circuito
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¢ stato dimostrato anche a livello corticale (McCormick, 1989; McCormick
et al. 1993) e pertanto i suoi interneuroni avrebbero una funzione strategica
di segnapasso capace di interrompere gli input eccitatori alle cellule
corticospinali. Studi neurofarmacologici supportano questa ipotesi,
dimostrando come anestetici volatili che potenziano la funzione dei circuiti
GABA, inducono una marcata depressione delle onde I (Burke et al. 1993;
Hicks et al. 1992; Kitagawa et al., 1995). 1l piu grosso problema con questo
modello che prevede una inibizione GABAergica ¢ rappresentato dal fatto
che la sequenza di EPSPs ed IPSPs che si alternano, non trova riscontro
nelle registrazioni intracellulari da cellule piramidali a seguito di stimolazioni
della superficie corticale (Ghosh and Porter, 1988). Per ultimo, il quarto
modello proposto prevede che la periodicita delle onde I dipenda dalle
proprieta intrinseche della membrana dei neuroni piramidali che purtroppo
ancora oggi sono quasi completamente sconosciute. Se la membrana avesse
le caratteristiche appropriate, teoricamente un singolo stimolo potrebbe
indurre una depolarizzazione di lunga durata tale da indurre scariche
ripetitive ad alta frequenza come quelle descritte per le onde I. Tutti questi
modelli tuttavia non chiariscono il ruolo funzionale del sistema delle onde 1.
Durante 1 movimenti volontari, infatti, la frequenza di scarica delle cellule
piramidali della corteccia motoria delle scimmie raramente supera i 100 Hz
(Cheney and Fetz, 1980; Evarts, 1968; Evarts et al. 1983), frequenza
nettamente inferiore ai 600 Hz delle onde I. E’ comunque altamente
improbabile che questo sistema sia solo un artefatto conseguenteall’uso di
uno stimolo non fisiologico senza una rilevanza biologica. E pit verosimile
che il sistema sia implicato nel rilevamento dei vari input che arrivano alle
cellule piramidali tramite proiezioni corticocorticali e talamo-corticali
necessario per un fine e preciso aggiustamento dell’attivita volontaria a

segnali provenienti dal mondo esterno.
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1.3. La TMS a doppio stimolo.

Nel corso degli anni grazie ai numerosi progressi tecnici ¢ stato possibile
costruire stimolatori magnetici sempre pit complessi che hanno permesso
di mettere a punto tecniche di stimolo differenti per lo studio delle
proprieta corticali. Una tecnica molto importante ¢ rappresentata dal
“doppio stimolo” che consiste nella somministrazione, attraverso lo stesso
coil, di due stimoli magnetici accoppiati, separati da un intervallo
interstimolo (ISI) variabile da pochi a diverse centinaia di ms. Dapprima ¢
stato possibile erogare due stimoli di uguale intensita. Grazie a questa
tecnica ¢ stata messa in evidenza l'inibizione intracorticale a lunga latenza o
LICI (Valls-Sol¢ et al. 1992; Wassermann et al. 1996). Solo successivamente
¢ stato tecnicamente possibile erogare due stimoli accoppiati di diversa
intensita. Con quest’ultimo protocollo sono state descritte nel 1993 (Kujirai
et al. 1993) I inibizione intracorticale a breve latenza (SICI) e la facilitazione
intracorticale (ICF) e successivamente (Tokimura et al. 1996; Ziemann et al.
1998a), la facilitazione intracorticale a breve latenza (SICF). Vediamo ora le

principali caratteristiche di ognuno di questi sistemi.

SICI-ICF

Questo protocollo a doppio stimolo, descritto per la prima volta nel 1993
(Kujirai et al. 1993) prevede I’ applicazione, attraverso lo stesso coil, di due
stimoli magnetici di diversa intensita, separati da intervalli interstimolo (ISI)
compresi tra 1 e 20 ms. II primo stimolo, detto anche stimolo
condizionante (CS), deve avere un’ intensita inferiore alla soglia necessaria
ad evocare una risposta motoria nel muscolo bersaglio. La soglia motoria
puo essere determinata sia nel muscolo a riposo (RMT: resting motor

threshold) oppure durante lieve contrazione muscolare (AMT: active motor
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threshold). Secondo quanto riportato dalla Federazione Internazionale di
Neurofisiologia Clinica (IFCN guidelines) per RMT si intende quella
intensita di stimolazione capace di evocare, nel muscolo a riposo, un
potenziale evocato motorio (MEP) di ampiezza pari almeno a 50 uV in
almeno il 5 su 10 delle prove effettuate (Rossini et al. 1994; Rothwell et al.
1999) mentre PAMT corrisponde a quella intensita di stimolo che permette
di ottenere un MEP di circa 100-200 uV, o comunque chiaramente
distinguibile dall’attivita EMG di base, in almeno i 50% delle prove
(Rothwell et al. 1999). 1l secondo stimolo, detto anche stimolo test (TS), ha
invece un’intensita soprasoglia, ossia ¢ capace di evocare un potenziale
evocato motorio.

Gli stimoli magnetici sono solitamente somministrati tramite coil focale a
farfalla, posizionato sullo scalpo in corrispondenza della corteccia motoria
controlaterale con una posizione ottimale per ottenere un MEP nel
muscolo bersaglio, sebbene sia possibile utilizzare anche un coil circolare
centrato sul vertice (Kujirai et al. 1993). 1II coil focale solitamente viene
orientato in modo da indurre nell’encefalo una corrente che fluisce in senso
posteroanteriore, approssimativamente perpendicolare al solco centrale.
Questo orientamento si ¢ dimostrato essere ottimale per attivare il sistema
corticospinale per via trans-sinaptica (Brasil-Neto et. al 1992; Werhahan et
al. 1994; Kaneko et al. 1996a; Nakamura et al. 1996). L’intensita dello
stimolo condizionante usata di solito ¢ 1'80% della RMT (Kujirai et al.
1993), oppure il 90% della AMT (Ziemann et al. 1996¢; Di Lazzaro et al.
1998c), mentre per lo stimolo test solitamente I'intensita viene regolata per
ottenere un MEP di circa 1 mV di ampiezza nel muscolo bersaglio, che in
quasi tutti gli studi ¢ rappresentato da un muscolo intrinseco della mano,
solitamente il muscolo FDI o [Pabduttore del quinto dito (ADM).

Utilizzando ISI compresi tra tra 1 ¢ 5 ms lo stimolo condizionante induce
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una marcata inibizione del MEP, che si presenta solitamente ridotto del 50-
90% rispetto al MEP test.

Per intervalli compresi tra 6 ¢ 20 ms invece si osserva una facilitazione del
MEP condizionato, la cui entita varia da soggetto a soggetto, ma
solitamente ¢ nel range del 120%-200% della risposta test (Kujirai et al.
1993; Ziemann et al. 1996¢; Nakamura et al. 1997). Pertanto variando
Iintervallo interstimolo, lo stesso protocollo di TMS ci permette di
esplorare due fenomeni, uno inibitorio, la SICI ed uno facilitatorio, la ICF.
Questi fenomeni vengono solitamente valutati con il muscolo a riposo in
quanto la contrazione muscolare porta ad una significativa riduzione di
entrambi (Ridding et al. 1995).

Sono diverse ormai le prove che supportano la natura corticale di questi
fenomeni:

1. Iintensita dello stimolo condizionante non induce modificazioni
dell’eccitabilita spinale, valutata testando il riflesso H, sia per intervalli
interstimolo inibitori (Kujirai et al. 1993) che facilitatori (Ziemann et al.
19960¢);

2. le registrazioni epidurali effettuate nel’'uvomo hanno dimostrato che
lo stimolo condizionante ¢ in grado di inibire le onde I generate dallo
stimolo test (Di Lazzaro et al. 1998c; Nakamura et al. 1997), ma da solo
non ¢ in grado di indurre scariche delle fibre corticospinali (Di Lazzaro et
al. 1998c¢);

3. la SICI non si osserva quando il MEP test viene indotto tramite TES
nel muscolo attivo, mentre un’inibizione significativa ¢ ottenuta se un MEP
test, di ampiezza paragonabile, viene evocato tramite stimolazione
magnetica (Kujirai et al. 1993). Questo ¢ spiegabile col fatto che la TES
attiva direttamente il neurone corticospinale mentre la TMS lo attiva

indirettamente per via transinaptica.
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Esistono inoltre almeno quattro dimostrazioni del fatto che la SICI e la ICF
sono due fenomeni distinti:

1. I'intensita soglia dello stimolo condizionante necessaria ad attivare i
due sistemi ¢ differente, essa risulta inferiore per la SICI (Kujirai et al. 1993;
Ziemann et al. 1996c¢);

2. la SICI non ¢ strettamente dipendente dall’orientamento del coil. Al
contrario la ICF si presenta pit marcata quando la corrente indotta
nell’encefalo ¢ diretta in senso posteroanteriore, perpendicolarmente al
solco centrale; ¢ invece assente quando tale corrente fluisce parallela al
solco centrale (Ziemann et al. 1996¢);

3. in esperimenti in cui ¢ stata utilizzata la tecnica del triplo stimolo
(due stimoli condizionanti sottosoglia che precedono lo stimolo test
soprasoglia) ¢ stato osservato che l'interazione tra gli effetti di uno stimolo
condizionante facilitatorio ed uno inibitorio sul MEP test ha un andamento
lineare, possibile espressione della convergenza di due sistemi indipendenti
verso lo stesso output, rappresentato dalla cellula piramidale;

4. La SICI e la ICF sono modulate indipendentemente da diversi
farmaci attivi sul sistema nervoso centrale, e possono essere alterate

singolarmente in varie patologie  neurologiche e neuropsichiatriche

(Ziemann, 2004).

SICF

Un’altro circuito esplorabile attraverso la TMS a doppio stimolo ¢ quello
responsabile della facilitazione a breve latenza (SICF), evidenziata per
intervalli interstimolo compresi tra 0.5 e 5 ms. Lla metodica di stimolazione,
apparecchiature tecniche, tipo e orientamento del coil sono gli stessi
precedentemente descritti per la SICI e la ICF. A fare la differenza sono le

intensita dello stimolo condizionante e dello stimolo test. I protocolli
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utilizzati sono principalmente due: nel primo (descritto da Tokimura et al.
1996) entrambi gli stimoli hanno un’intensita lievemente superiore alla
soglia motoria e si valutano gli intervalli interstimolo di 0.5 in 0.5 ms; nel
secondo protocollo uno stimolo condizionante soprasoglia precede uno
stimolo test sottosoglia usando una differenza tra ISI di 0.1 ms (Ziemann et
al. 1998a). Anche in questo caso la quasi totalita degli studi ¢ stata effettuata
nei muscoli intrinseci della mano, mantenendo il muscolo bersaglio a
riposo, in quanto l'attivazione muscolare determina una modificazione del
pattern di facilitazione, inducendo la comparsa di un solo picco facilitatorio
invece dei tre picchi normalmente osservati con il muscolo rilassato
(Tokimura et al. 1996; Ziemann et al. 1998a; Chen and Garg, 2000; Ilic et
al. 2002). Questi picchi di facilitazione si osservano a intervalli interstimolo
approssimativamente compresi tra 1.1 e 1.5 ms, 2.3 ¢ 2.9 ms, 4.1 ¢ 4.4 ms.
La differenza temporale tra i picchi ¢ grossomodo di 1.5 ms, ossia
perfettamente sovrapponibile alla differenza di latenza delle successive
onde I osservate nelle registrazioni epidurali a livello cervicale. E I.a SICF
permette, infatti, di testare il circuito responsabile della generazione delle
onde I. Per molto tempo si ¢ dibattuto se questa facilitazione fosse di
origine corticale o spinale. Una prova a conferma della sua natura corticale
deriva dagli studi eseguiti accoppiando la stimolazione elettrica alla
stimolazione magnetica. In particolarem se , uno stimolo condizionante
magnetico precede uno stimolo test elettrico (stimolazione anodica), la
facilitazione precedentemente descritta scompare (Tokimura et al. 1996;
Ziemann et al. 1998a). Allo stesso modo, se entrambi gli stimoli
somministrati sono elettrici, la facilitazione non viene osservata (Tokimura
et al. 1996), verosimilmente perché la stimolazione anodica ad una intensita
prossima alla soglia motoria, attiva il neurone corticospinale direttamente,

senza attivare gli interneuroni e le loro proiezioni sul neurone piramidale
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responsabili delle onde I (Day et al. 1989; Di Lazzaro et al. 1998a;
Nakamura et al. 1990).

LICI

L’inibizione intracorticale a lunga latenza (LICI) si differenzia dai protocolli
sopra descritti per gli intervalli interstimolo, che sono piu lunghi (da 50 a
200 ms), e perché lo stimolo condizionante e lo stimolo test hanno la stessa
intensita. Per 1 muscoli della mano solitamente I'intensita di stimolo viene
adattata per ottenere una risposta muscolare con ampiezza di circa 1mV
(Valls-Sole et al. 1992; Wassermann et al. 1996). 1l protocollo LICI induce
una facilitazione per intervalli interstimolo compresi tra 10 e 40 ms ed una
chiara inibizione per ISI compresi tra 50 e 200 ms. Due studi hanno
valutato gli effetti della variazione dell'intensita dello stimolo test,
mantenendo costante lo stimolo condizionante (Roick et al. 1993; Triggs et
al. 1993a) ed entrambi hanno dimostrato che la LICI era maggiore quando
lo stimolo test era debole, solo lievemente soprasoglia, mentre si riduceva
(Roick et al. 1993) sino a convertirsi in una chiara facilitazione (Triggs et al.
1993a), se il TS aveva un’alta intensita. Altri studi hanno valutato gli effetti
della contrazione muscolare, riportando pero risultati contrastanti, che
vanno da Uno studio ha infatti mostrato un incremento della LICI nel
muscolo attivo rispetto al muscolo rilassato (Claus et al. 1992), un altro non
ha mostrato differenze significative (Wassermann et al. 1996), mentre altri
due studi hanno mostrato una riduzione della LICI durante contrazione
(Triggs et al. 1993a; Nielsen, 1997). Anche per la LICI, nonostante vengano
somministrati stimoli soprasoglia, quindi potenzialmente in grado di
modificare leccitabilita spinale e sottocorticale, esistono evidenze a
supporto della natura corticale dell’inibizione osservata ad ISI superiori a 50

ms. La LICI non puo essere spiegata solo con un meccansmo periferico,
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nonostante sia risaputo che uno stimolo condizionante soprasoglia ¢ capace
di indurre un’inibizione dei motoneuroni spinali come dimostrano gli studi
che hanno testato sia il riflesso H (Fuhr et al. 1991; Uncini et al. 1993;
Ziemann et al. 1993) sia 'onda F (Cantello et al. 1992; Triggs et al. 1993b).
Infatti questa inibizione spinale ha una durata di circa 40-100 ms, mentre
I'inibizione osservata nella LICI dura fino a 200 ms. Pertanto si puo
escludere che un meccanismo periferico sia alla base della LICI. A ulteriore
conferma che la LICI non ¢ di natura spinale puo essere considerato il fatto
che 1 riflessi transcorticali a lunga latenza (LLR), di chiara natura corticale,
vengono inibiti per lungo tempo (fino a 160 ms) dopo stimolazione
magnetica transcranica. Per ultimo, Nakamura et al. (1997), in registrazioni
epidurali a livello cervicale, hanno dimostrato che wuno stimolo
condizionante soprasoglia come quello utilizzato nel protocollo LICI, ¢ in
grado di inibire le scariche corticospinali evocate dallo stimolo test se
I'intervallo interstimolo ¢ compreso tra 100 e 200 ms. La LICI presenta
molte analogie con il periodo silente corticale, infatti 1 meccanismi alla base
di questi due fenomeni vengono considerati molto simili, entrambi
sarebbero mediati da circuiti inibitori GABAergici di tipo B (Roick et al.
1993; Siebner et al. 1998; Werhahn et al. 1999). Tali circuiti non sarebbero
comunque identici come dimostrato dagli studi su pazienti affetti da
Malattia di Parkinson o distonie, dove € stato osservato un aumento della
LICI ed al contrario una riduzione del periodo silente corticale (Berardelli

et al. 1996; Valzania et al 1997; Rona et al 1998).

1.4. Inibizione afferente a breve e lunga latenza (SAI e LAI).
Recentemente, utilizzando tecniche di TMS a doppio stimolo che sfruttano
P'accoppiamento di uno stimolo elettrico periferico con uno stimolo

magnetico centrale, si sono messi a punto protocolli in grado di valutare
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come gli input sensitivi afferenti dalla mano influenzano sia le reti corticali
eccitatorie che inibitorie della corteccia motoria primaria. Per  poter
osservare questo interessante fenomeno di integrazione sensori-motoria, ¢
indispensabile che la volley afferente e lo stimolo magnetico arrivino alla
corteccia motoria in maniera sincronizzata. Per esempio, quando un input
afferente viene attivato dalla stimolazione elettrica 25 ms prima che la
corteccia motoria sia attivata dallo stimolo magnetico, i MEP indotti dalla
TMS risultano depressi in quella che ¢ chiamata “inibizione afferente a
breve latenza” o SAI (Tokimura et al, 2000). Siccome anche i volley
corticospinali tardivi sono depressi, si ritiene che la SAI avvenga attraverso
meccanismi sopraspinali (Tokimura et al., 2000) che coinvolgono sistemi
inibitori sia colinergici che GABAergici. Un’altra forma di inibizione
afferente della corteccia motoria include linibizione afferente a lunga
latenza o LAI, che avviene quando l'afferenza periferica viene stimolata
200 ms prima della corteccia stessa, mediante la TMS (Chen et al., 1999;
Sailer et al., 2002).

I protocolli a doppio stimolo descritti sopra, prevedono: a) I'applicazione di
uno stimolo elettrico della durata di 200 ps al nervo mediano al polso
oppure ai nervi digitali delle dita (indice e medio) della mano, ad
un’intensita sufficiente ad evocare una risposta motoria nei muscoli
dell’eminenza tenar nel primo caso, oppure pari a 2-3 volte la soglia
percettiva nel secondo caso; b) I'applicazione di uno stimolo magnetico
all’area motoria primaria (M1) dei muscoli FDI ed ABP (abductor brevis
pollicis) ad un’intensita tale da evocare risposte comprese tra 1 0,5-2 mV nel
muscolo FDI. Come detto sopra, nel protocollo SAI della mano, i MEP
sono soppressi quando 'impulso TMS dato alla M1 ¢ preceduto da stimoli
elettrici a intervalli interstimolo intorno ai 20 ms, corrispondente alla

latenza della prima componente (N20) del potenziale evocato sensitivo
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(SEP) del nervo mediano, e intorno a 50 ms. Gli intervalli interstimolo
utilizzati nel protocollo LAI variano dai 150 ai 600 ms nei diversi studi
(Chen et al., 1999; Classen et al., 2000; Tokimura et al., 2000).

Ci sono ancora dibattiti riguardo la  specificita somatotopica
dellintegrazione sensori-motoria. Da una parte, studi di risonanza
magnetica funzionale hanno dimostrato che i campi recettivi di dita non
adiacenti non si sovrappongono nell’area 3b di Brodmann, dove vengono
percepiti gli stimoli afferenti (Kurth et al., 2000; Krause et al., 2001; Ruben
et al., 2001; van Westen et al., 2004) suggerendo una stretta organizzazione
somatotopica. Dall’altro lato, nella aree 1 e 2 di Brodmann, che sono
densamente connesse con M1, i campi recettivi delle dita non sono separati
(Kurth et al., 2000; Krause et al., 2001). Inoltre, sembra che nella M1 siano
rappresentati 1 movimenti piuttosto che 1 muscoli (Rizzolati et al., 1998;
Beisteiner et al., 2001; Schieber, 2001; Dechent and Frahm, 2003). Per cio
che riguarda la SAI, alcuni studi hanno suggerito una somatotopia dito-
specifica nella mano dell'uomo (Classen et al., 2000; Tamburin et al., 2001),
altri implicano un’organizzazione piu segmentale (Helmich et al., 2005). A
livello degli arti inferiori Roy e Gorassini (2008) hanno dimostrato che la
facilitazione delle connessioni del tratto corticospinale era aumentata
quando queste venivano attivate a livello di corteccia e non a livello della
decussazione piramidale, supportando I'evidenza che la facilitazione del
MEP era di origine corticale. Hanno inoltre dimostrato che questa
facilitazione era associata con una depressione dei circuiti SICI ed una
facilitazione dei circuiti ICF, indotte dallo stimolo afferente. Questo dato
suggerisce, inoltre, che le afferenze sensitive della gamba hanno accesso a
reti corticali eccitatorie, che mandano sinapsi ai neuroni del tratto
piramidale. Per quanto riguarda i fenomeni inibitori dovuti alla stimolazione

dell’afferenza dell’arto inferiore, questi autori hanno messo in evidenza che
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le risposte elicitate dalla stimolazione della corteccia motoria e del tronco
encefalico erano depresse, se tale stimolazione veniva preceduta di circa 35
ms (corrispondenti alla latenza del SEP del nervo tibiale) dall’attivazione
degli input afferenti suggerendo che la “SAI nella gamba” avvenisse
attraverso meccanismi spinali. Un lavoro successivo di Bikmullina et al.
(2009) non ha evidenziato alcuna “SAI” a livello dei muscoli dell’arto
inferiore in seguito a stimolazione dei nervi digitali dell’alluce. Quello che
questi autori hanno invece evidenziato ¢ una facilitazione delle risposte
motorie del muscolo estensore breve delle dita in seguito alla stimolazione
afferente, ma nessun effetto sul tibiale anteriore. I diversi risultati ottenuti
nell’arto superiore e inferiore, hanno suggerito che le vie cutaneo-motorie
di questi due distretti siano organizzate in maniera funzionalmente diversa.
Una delle spiegazioni fornita ¢ che gli stimoli esterni applicati al piede
hanno un significato biologico diverso rispetto a quelli cutanei delle dita o
della mano. Gli ultimi sono fondamentali per il controllo manuale, come ad
esempio l'utilizzo di un oggetto. Uno stimolo all’alluce puo indurre una
risposta di retrazione focale che include l'estensore delle dita ma non il
muscolo tibiale anteriore, perché la sua attivazione potrebbe dare instabilita

posturale (Bikmullina et al., 2009).

1.5. Potenziamento a lungo termine e plasticita.

Il potenziamento a lungo termine (LTP) e la depressione a lungo termine
(LTD) della trasmissione sinaptica sono tra 1 modelli fisiologici di
formazione della memoria piu studiati nel cervello dei mammiferi.

La LTP origina dall’attivita sincrona di elementi pre e post-sinaptici che
portano ad una facilitazione della tramissione sinaptica, che dura per ore in

vitro e che puo persistere per settimane o mesi in vivo (Bliss and Gardner-
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Medwin, 1973; Abraham et al., 2002). La LTP ¢ stata dimostrata
inizialmente a livello delle sinapsi glutamatergiche tra le fibre della via
perforante mediale provenienti dalla corteccia entorinale e dalle cellule a
granuli nel giro dentato dell'ippocampo di conigli anestetizzati (Bliss and
Lomo, 1973). In seguito, la LTP ¢ stata studiata in una varieta di specie, che
andavano dal ratto (Norsten-Bertrand et al., 1996) alla scimmia (Urban et
al., 19906), e in numerose e diverse sinapsi a livello del sistema nervoso
centrale (SNC), dalla Neocortex (Fox, 2002) sino al midollo spinale (Ji et al.,
2003). La maggior parte dei lavori in letteratura sulla L'TP ¢ stata condotta
in vitro (Skrede and Westgaard, 1971), nella zona CA1 dell'ippocampo. Sin
dall’inizio, gli sperimentatori hanno utilizzato treni di stimoli elettrici ad alta
frequenza (tetano), rilasciati a livello delle collaterali di Shaffer/fibre
commissurali proiettanti da CA3 ai neuroni piramidali di CA1, assicurando
un input sinaptico sufficiente ad indurre potenziali d’azione postsinaptici.
In esperimenti successivi sono state usate tecniche che accoppiavano la
depolarizzazione di una cellula post-sinaptica con una stimolazione
simultanea afferente. Questo ha fornito dimostrazione, a livello di singola
cellula, del fatto che la coincidenza tra attivita pre e post-sinaptica ¢
essenziale per I'induzione di LTP (Gustafsson et al, 1987; Markram et al.,
1997; Bi and Poo, 1998). Oltre alla /lunga durata, la LTP ha altre
caratteristiche, che la rendono un candidato ideale per spiegare i
meccanismi della memorizzazione di informazioni, caratteristiche che erano
gia state predette anni prima della sua scoperta da Hebb (Hebb, 1949).
Primo, la LTP ¢ un processo input specifico, tale che una singola via puo
essere potenziata senza che ci sia un effetto, sulla medesima cellula, di input
circostanti non attivati (Andersen et al., 1980; Barrionuevo and brown
1983). Considerando che i neuroni corticali possono ricevere migliaia di

input sinaptici, questa proprieta pud aumentare enormemente la capacita
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del cervello di codificare informazioni; se la specificita di vie riflette in realta
una specificita sinaptica, allora I'unita di immagazzinamento delle
informazioni potrebbe essere una singola sinapsi. Secondariamente, la
proprieta di associativita assicura che un tetano debole, che di per sé non ¢ in
grado di generare L'TP, puo venir potenziato attraverso l'associazione con
un tetano piu forte (McNaughton et al., 1978; Levy and Steward, 1979).
Quindi la proprieta dell’associativita si basa su un meccanismo che
riconosce un’attivita pre e post-sinaptica concomitante. Questa funzione a
livello della maggior parte delle sinapsi glutamatergiche del SNC ¢ svolta da
una sottoclasse di recettori del glutammato, i recettori per I’'N-methyl-D-
Aspartato (NMDA) (Collingridge et al., 1983). I recettori NMDA della
membrana post-sinaptica legano il glutammato rilasciato nella fessura
sinaptica in risposta ad un potenziale d’azione che raggiunge il terminale
pre-sinaptico. Questo evento da solo non ¢ in grado di aprire il canale del
calcio intrinseco del recettore NMDA poiché, quando il potenziale di
membrana si trova intorno a livelli di riposo, il canale ¢ bloccato da ioni
magnesio (Nowak et al., 1984). Solo quando la cellula post-sinaptica ¢
sufficientemente depolarizzata lo ione magnesio viene espulso dal canale
ionico, permettendo l'ingresso di ioni sodio e calcio nella cellula. Si pensa
che sia proprio I'influsso di calcio a generare I'induzione di LTP (Lynch et
al., 1983; Malenka et al., 1988). I meccanismi di segnale sensibili al calcio,
come la kinasi II calcio/calmodulina dipendente (CaMKII) o le vie
dipendenti dall’adenosin-monofosfato ciclico (cAMP) vengono cosi attivati.
Queste molecole danno il via ai meccanismi di espressione della L'TP, sia
localmente, dove fosforilano recetori e alterano le proprieta intrinseche dei
loro canali ionici ligando-dipendenti, o trasmettendo il segnale al nucleo
cellulare attraverso fattori di trascrizione per alterare espressione genica

(Goelet et al., 1986; Alberini et al., 1995). Tali meccanismi possono essere
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sia pre che post-sinaptici (KKauer et al., 1988; Malgaroli and Tsien, 1992) e la
maggior parte dei lavori al momento si focalizzano sui cambiamenti della
conduttanza dei canali dei recettori del glutammato (Derkach et al., 1999;
Lee et al, 2003) o sul numero di recettori presente nella membrana
sinaptica (Takahashi et al., 2003). Cambiamenti strutturali della forma e del
numero delle sinapsi possono inoltre incrementare lefficacia di vie
potenziate (Engert and Bonhoeffer, 1999). Alcuni di questi meccanismi
sono ancora controversi e nessuno di essi ¢ stato caratterizzato
completamente. Un altro punto importante ¢ che 1 meccanismi molecolari
di induzione e di mantenimento della LTP variano alquanto da sinapsi a
sinapsi. Per esempio, a livello dellippocampo, alla sinapsi tra fibre
muscoidi-cellule piramidali CA3, il recettore NMDA non ¢ necessario per
I'induzione di LTP (Harris and Cotman, 19806) e il sito di espressione di
LTP ¢ primariamente pre-sinaptico (Weisskopf and Nicoll, 1995). In
contrapposizione, I'induzione di LTP ¢ mediata dai recettori NMDA sia a
livello delle sinapsi della via perforante mediale-cellule granulari del giro
dentato (Morris et al., 1986; Errington et al. 1987) sia delle collaterali di
Schaffer-cellule piramidali CA1 (Collinridge et al., 1983). Per di piu, c’¢ una
maggior componente di espressione di LTP post-sinaptica a livello di
queste ultime (McNaughton, 1982; Manabe et al., 1992; reviewed in Nicoll
ans Malenka, 1995). Tuttavia, anche questi due set di sinapsi sono
dissociabili in termini di meccanismi di segnalazione,  giacche la
trasmissione di segnale CaMKII ¢ richiesta per le ultime ma non per le
prime componenti (Zhang et al., 2005; Cooke et al., 2004). Non c’¢
comunque un’immagine generale a supporto dei meccanismi molecolari di
induzione ed espressione di L'TP a livello delle sinapsi glutammatergiche.

Sembra che le piu importanti proprieta della LTP come la lunga durata, la
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specificita dell'input e 'associativita, possano essere implementate da una
varieta di recettori e di sistemi di trasmissione del segnale.

La L'TD ¢ il processo inverso alla LTP e risulta in una riduzione di lunga
durata dell’efficacia sinaptica. Il protocollo standard per indurre la LTD
utilizza lunghi treni di stimoli a bassa frequenza (1 Hz) (Dudek and Bear,
1992), o il disaccoppiamento dei potenziali d’azione pre e post-sinaptici
(Markram et al, 1997). E verosimile che ci siano due forme
“meccanisticamente” differenti di L'TD: depressione o depotenziamento,
che si riferisce ad un fenomenoopposto a quello della L'TP, e una L'TD “de
novo”, che si riferisce ad una depressione ottenuta su un baseline non
potenziato. Alcune forme di LTD sono dipendeti da recettori NMDA e
sono innescate da basse concentrazioni di calcio post-sinaptico (Nishiyama
et al, 2000). Fosfatasi rispondenti al calcio come la calcineurina e la
protein-fostatasi 1 (PP1) sono implicate come molecole effettrici nei
meccanismi di LTD. Queste fosfatasi defosforilano target chinasici, come i
recettori del glutammato (Morishita et al., 2005), e le chinasi stesse (Blitzer
et al, 1998). La LTD servirebbe come meccanismo omeostatico per
assicurare che le sinapsi del SNC non siano saturate dal learning. In

alternativa, la LTD puo mediare 'apprendimento.

Stimolazione magnetica transcranica ripetitiva (rIMS).

Gli studi della LTP nell'uomo sono per ovvie ragioni limitati. Tuttavia,
nuove tecniche hanno reso possibile la stimolazione tetanica sull’'uomo.
Una di queste ¢ la stimolazione magnetica transcranica ripetitiva (tTMS). La
maggior parte degli studi di plasticita nell’'uomo sono stati condotti sulla
corteccia motoria, monitorando 'output motorio e rendendo possibile
I'osservazione degli effetti a lungo termine dovuti alla stimolazione ad alta

frequenza. La TMS della corteccia motoria dell’uomo, utilizzando

Pilurzi Giovanna

Proprieta fisiologiche della corteccia motoria facciale nell’uomo: Studio dei circuiti intracorticali
facilitatori ed inibitori e modulazione della plasticita sinaptica

Tesi di Dottorato in Scienze Biomediche, Universita degli studi di Sassari.



36

frequenze di 1-20 Hz, produce effetti, sul potenziale motorio evocato,
variabili da individuo a individuo. Generalmente la stimolazione a 1 Hz
riduce Pattivita nervosa, mentre sopra i 5 Hz aumenta lattivita e 'output
motorio. In entrambi i casi gli effetti appaiono transitori, con la massima
durata di 30 min (Hallet, 2000). L’applicazione della TMS a bassa frequenza
alla corteccia motoria primaria, in soggetti sani, pud essere usata per
bloccare il consolidamento dell’acquisizione di un’abilita motoria, senza
interferire con la performance motoria stessa (Muellbacher et al., 2002).
Utilizzando treni di stimoli a frequenze piu alte di 5 Hz, i cambiamenti del
MEP persistono, ma non sono consistenti o non durano mai abbastanza a
lungo per essere compatibili con un fenomeno di LTP. Nel soggetto sano ¢
stato provato, e sembra essere innocuo, il tetano ad alte frequenze (50 Hz)
con intensita di stimolo inferiore alla soglia motoria, Ma neanche questo
tipo di stimolazione induce cambiamenti duraturi (Huang and Rothwell,
2004).

La LTP ¢ stata indotta nell’animale utilizzando treni di stimoli ripetuti ad
alta frequenza che mimano il ritmo neurale spontaneo 'onda theta (5-7
Hz). Un tetano di questo tipo (theta burst) puo indurre cambiamenti di
lunga durata nell’output motorio corticale (Huang et al, 2005). Al
momento la stimolazione nell’'uomo non supera i 50 Hz e lintensita di
stimolo deve essere ben settata al di sotto della soglia motoria durante il
tetano. Tuttavia 'ampiezza del MEP nella mano dopo stimolazione basale
soprasoglia puo aumentare di circa i 50% per almeno 20 min dopo
'applicazione di stimoli tetanici simili alla theta burst, spaziati di 10 secondi.
Questi dati dimostrano che la stimolazione magnetica puo essere usata per
indurre cambiamenti a lunga durata nell’output motorio corticale. Deve

essere ancora dimostrato che il sito di tali cambiamenti ¢ la sinapsi.
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Stimolazione con corrente diretta transcranica (tDCS)

La polarizzazione con corrente diretta (DC) ¢ iniziata negli anni 60 in una
serie di esperimenti sulla corteccia di ratti e gatti (Bindman et al., 1964;
Gartside, 1968; Rush e Driscoll, 1968). Questi studi hanno dimostrato che
una debole polarizzazione anodica aumenta la frequenza di scarica di
neuroni ad attivita tonica, mentre la polarizzazione catodica ne riduce la
frequenza di scarica. Se la polarizzazione era applicata per diversi minuti, 1
cambiamenti nella frequenza di scarica persistevano dopo la stimolazione,
con una durata strettamente dipendente dall’entita e dal tempo di
stimolazione. Allo stesso modo, alcuni studi hanno tentato si applicare la
tDCS (intensita: 0,5 mA, attraverso elettrodi di circa 0,5 cm di diametro)
alll'uomo. I primi protocolli (Priori et al., 1998; Nitsche e Paulus, 2000,
Cogiamanian et al., 2007) utilizzavano un elettrodo stimolante sullo scalpo
ed un elettrodo di riferimento non cefalico, posizionato sulla spalla o sul
ginocchio. Questa metotica aveva ’'nconveniente di che la corrente potesse
avvesse effetto anche sulle strutture profonde del tronco encefalico. Gli
ultimi protocolli hanno cercato di evitare la stimolazione di altre strutture
posizionando entrambi gli elettrodi sulla testa (Nitsche e Paulus, 2000;
Nitsche et al., 2007). Il protocollo piu comunemente utilizzato negli studi
sull'uomo ¢ stato introdotto da Nitsche e Paulus (2000). Questi autori
hanno applicato una corrente di un mA erogata da una sorgente di corrente
continua attraverso elettrodi “a spugna” di 35 cm?2 posizionati sullo scalpo.
La densita di corrente utilizzata in questo tipo di di stimolazione ¢ cosi
lieve che lo stimolo viene percepito solamente nei primi 30 secondi ed in
particolare durante il rapido cambiamento della corrente all'inizio ed alla
fine della stimolazione. Questi stessi autori hanno inoltre posizionato un
elettrodo sulla M1 ed esplorato varie localizzazioni dello scalpo con il

secondo elettrodo, notando che la localizzazione migliore era sulla fronte,
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sopra l'orbita controlateralmente alla M1 in cui ¢ posizionato i primo
elettrodo. Alcuni autori hanno modificato questi parametri utilizzando
routinariamente intensita superiori ai 2 mA per ottenere effetti maggiori
(Iyer et al., 2005). Recentemente Nitsche et al. (2007) ha utilizzato elettrodi
di dimensioni minori (3.5 cm2 ) per stimolare la M1 dell’area del muscolo
adduttore breve del mignolo (ADM) identificata con la TMS. In questo
studio ha dimostrato che la stimolazione con elettrodi di dimensioni minori
¢ in grado di produrre cambiamenti focali nell’eccitabilita della
rappresentazione corticale del’ADM, senza modificare le aree corticali
adiacenti (ad esempio la M1 dell’FDI).

Per esaminare come la tDCS modifica la plasticita corticale sono stati
eseguiti studi sullampiezza dei MEP evocati da un singolo impulso
magnetico. I risultati sono stati testati sia durante che dopo la fine della
tDCS. In assenza di altri fattori, gli effetti sul MEP sono: aumento del MEP
con la tDCS anodica (catodo sulla fronte) e riduzione del MEP con la tDCS
catodica (anodo sulla fronte) (Nitsche e Paulus, 2000). Una caratteristica
importante della tDCS dal punto di vista della plasticita corticale ¢ che ha
un effetto sull’eccitabilita che dura anche oltre il periodo di stimolazione. La
durata degli effetti dipende dalla durata di’applicazione della tDCS. Cinque
minuti di stimolazione generano un cambiamento di ampiezza del MEP che
dura cinque minuti, mentre 'applicazione di DC per 10 min ha un effetto
che dura per circa 60 minuti. In genere la stimolazione catodica provoca
cambiamenti piu duraturi rispetto alla stimolazione anodica. La tDCS non
ha effetti sui riflessi spinali come il riflesso H o sulle risposte evocate dalla
stimolazione elettrica transcranica (TES) della M1, per cui si ritiene che i
cambiamenti di ampiezza del MEP avvengano per effetto corticale (Nitsche
et al,, 2003). La maggior parte degli studi di tDCS hanno utilizzato la M1

del distretto della mano, ma uno studio di Jeffery et al. (2007), che
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utilizzava la tDCS nella M1 della gamba, ha dimostrato che questa tecnica
puo essere utilizzata con successo per modulare la plasticita della corteccia
motoria degli arti inferiori posizionando lelettrodo stimolante 1 cm
posteriormente e lateralmente al vertice ed il riferimento controlateralmente
sulla fronte. La stimolazione anodica provocava un aumento di ampiezza
dei MEP registrati dal muscolo tibiale anteriore. Per contro, la stimolazione
catodica non ¢ stata in grado di produrre alcun cambiamento
dell’eccitabilita intracorticale (Jetfery et al., 2007). Una possibile spiegazione
per questa mancanza di effetto potrebbe essere che i neuroni della corteccia
motoria corrispondente all’area della gamba siano orientati in maniera

diversa rispetto a quelli dell’area della mano.

Stimolazione associativa accoppiata (PAS).

Un mezzo alternativo alla fTMS per indurre L'TP, che non richieda
I'applicazione di tetano ad alte frequenze, ¢ accoppiare potenziali d’azione
pre e post-sinaptici (Wingstrom et al., 1987, Markram et al., 1997; Bi and
Poo, 1998). Accoppiamenti di questo tipo possono essere potenzialmente
eseguiti nell’'uomo combinando la TMS a bassa frequenza della corteccia
motoria, alla stimolazione di un nervo periferico, in una metodica
conosciuta come stimolazione associativa accoppiata o PAS. Per esempio,
la stimolazione periferica del nervo mediano destro puo essere seguita dalla
TMS dell’area motoria della mano della corteccia sinistra, ad una latenza
determinata dal tempo in cui I'impulso periferico raggiunge la corteccia
somatosensoriale (Stefan et al., 2000). L’applicazione di 90-200 coppie di
stimolo elettrico e magnetico, ad una frequenza di una doppietta ogni 4-5
secondi, con un ISI di 25 ms ¢ in grado di aumentare 'ampiezza del MEP.
L’ampiezza dei MEP viene quindi utilizzata come indice del risultante

aumento dell’output motorio corticale.
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La stimolazione simultanea, pre e post sinaptica, della corteccia motoria,
ottuenuta accoppiando la stimolazione elettrica periferica prima
dellastimolazione magnetica cenrale, risulta in un aumento dell’eccitabilita
corticale che dura circa un’ora (Stefan et al, 2000), mentre il
disaccoppiamento tra stimolazione periferica e TMS, utilizzando intervalli
interstimolo di 10 ms, deprime leccitabilita corticale per un’ora e mezza
(Wolters et al., 2003). Entrambi questi fenomeni possono essere bloccati
dal dextrometorfano, un antagonista recettoriale dell’NMDA. Questo dato
¢ in accordo con la teoria del coinvolgimento dei processi simil LTP/LTD.
Tuttavia la plasticita ¢ limitata solamente a quelle cellule che ricevono nella
corteccia entrambi gli stimoli (periferico e centrale), come dimostrato dal
fatto che non c’¢ potenziamento della risposta motoria nei muscoli
controllati da regioni vicine alla corteccia M1, che ricevono lo stimolo
magnetico ma non lo stimolo periferico. Quindi Peffetto potenziante ¢
ristretto a quelle cellule che ricevono stimoli accoppiati e sincroni. Recenti
studi hanno messo in evidenza che un apprendimento motorio precedente
la PAS puo prevenire 'induzione della plasticita simil LTP per un tempo di
6 ore (Stefan et al, 2005). Questi dati hanno ndotto a pensare che
I'apprendimento precoce possa saturare la plasticita, occludendo ulteriori
modifiche. Allo stesso tempo, I'induzione di plasticita simil LTD nello
stesso periodo ¢ facilitata (Ziemann et al., 2004). Per cui st puo dedurre che
I'apprendimento motorio aumenta 'output da M1 attraverso processi simil
LTP, permettendo nel contempo, di abbassare il livello di saturazione,
aumentando quindi le opportunita di apprendimento, attraverso un

depotenziamento dell’output motorio.

1.6. Neurofarmacologia della TMS e tDCS.
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Per comprendere le basi neurochimiche degli effetti indotti dalla TMS, sono
stati condotti numerosi studi in cui essa ¢ stata associata alla
somministrazione di vari farmaci attivi sul sistema nervoso centrale, il cui
meccanismo d’azione era gia stato ben caratterizzato in precedenza. Questi
studi hanno permesso di individuare 1 neurotrasmettitori alla base dei vari
circuti precedentemente descritti.

SICI

Per quanto riguarda la SICI, si ritiene che lo stimolo condizionante
sottosoglia attivi un circuito inibitorio a bassa soglia che produce IPSPs nel
neurone piramidale inibendo il potenziale d’azione della cellula piramidale
indotto dagli EPSPs prodotti dallo stimolo test (Ilic et al. 2002; Kujirai et al.
1993). In accordo con questa ipotesi sono alcuni studi in cui la
somministrazione di farmaci agonisti GABA, determina un incremento
della SICI (D1 Lazzaro et al. 2000; Ilic et al. 2002; Ziemann et al. 1996b). La
tiagabina, un inibitore della ricaptazione del GABA determina invece una
riduzione della SICI, secondaria ad una attivazione dei recettori presinaptici
GABA;, presenti sulle terminazioni nervose dei neuroni GABAergici
responsabili della SICI stessa ed induce quindi un’autoinibizione del sistema
(Werhahn et al. 1999). Comunque sembrerebbe che I'inibizione del MEP
condizionato indotta dal protocollo SICI, sia espressione di un equilibrio
tra due sistemi: un sistema inibitorio mediato dagli interneuroni GABA,,
che solitamente prevale, ed un sistema facilitatorio che opera agli stessi
intervalli interstimolo (SICF) mediato dal glutammato (Ilic et al. 2002). Un
decremento dell’attivita del sistema facilitatorio spiega perfettamente perché
la  somministrazione di antagonisti del glutammato inducano un
potenziamento della SICI (Ziemann et al. 1998c; Schwenkreis et al. 1999,
2000). La SICI viene potenziata anche da altri neuromodulatori, quali i

dopaminoagonisti e gli antagonisti noradrenergici, mentre al contrario viene
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ridotta dagli antagonisti della dopamina e dagli agonisti noradrenergici. E da
precisare che la modulazione farmacologica della SICI ¢ osservata solo per
intervalli interstimolo compresi tra 2 e 5 ms, mentre l'inibizione che si
osserva quando i due stimoli sono separati da 1 ms non viene modulata
farmacologicamente. Da cio si evince che esistono almeno due meccanismi
che sottendono la SICI, uno responsabile dellinibizione ad 1 ms,
conseguente a verosimile refrattarieta degli elementi neurali attivati dallo
stimolo condizionante (Roshan et al. 2003; Fisher et al. 2002; Hanajima et
al. 2003) ed il secondo dovuto all’attivazione di un circuito interneuronale
inibitorio mediato dai recettori GABA,.

ICF

La fisiologia della ICF, paragonata a quella della SICI, ¢ meno chiara. Si
tratta di un circuito intracorticale facilitatorio chiaramente distinto dalla
SICL E comunque probabile che la facilitazione osservata, sia il risultato di
un equilibrio tra un forte sistema facilitatorio ed un debole sistema
inibitorio, cosi come osservato nella SICI. L’inibizione sarebbe
rappresentata dalla “coda” del sistema GABAergico di tipo A, che negli
animali si ¢ dimostrato essere attivo sino a 20 ms (Connors et al. 1988). A
conferma di questa ipotesi sono i dati ottenuti nell’'uomo sano da Hanajima
et al. (1998a). Tali autori hanno osservato che l'inibizione intracorticale alla
base della SICI si prolunga sino a 20 ms quando viene utilizzato un
orientamento specifico del coil, tale da indurre nell’encefalo una corrente
che fluisce in senso anteroposteriore, corrente capace di attivare
prevalentemente onde 13. Ed infatti gli agonisti GABA, riducono la ICF,
supportando I'ipotesi dell’equilibrio tra i due sistemi precedentemente
formulata (Ziemann et al. 1995, 1996b). Gli EPSPs prodotti dal sistema
facilitatorio sembrano essere mediati da recettori per il glutammato NMDA

e non NMDA (Hwa and Avoli, 1992). La latenza d’inizio degli ESPSs
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mediati dai recettori NMDA ¢ dell’ordine dei 10 ms, in linea con il decotso
temporale del’ICF, come confermano gli studi farmacologici che
dimostrano un decremento della ICF conseguente alla somministrazione di
antagonisti dei recettori NMDA (Schwenkreis et al. 1999; Ziemann et al.
1998c¢).

SICF

Anche la SICF viene modulata dai farmaci attivi sul sistema nervoso
centrale, anche se a riguardo sono disponibili pochi studi. E stato osservato
che gli agonisti GABAergici di tipo A riducono lentita della facilitazione
della SICF, in accordo con Tipotesi del dualismo tra sistemi eccitatori ed
inibitori attivi agli stessi intervalli interstimolo (Ilic et al. 2002; Ziemann et
al. 1998b). Gli agonisti dei recettori GABAy, gli antagonisti dei recettori del
glutammato, i bloccanti dei canali del sodio non si sono invece dimostrati
efficaci nel modulare la SICF. Nessun farmaco inoltre si ¢ dimostrato
capace di modificare gli intervalli interstimolo nei quali si osservano 1 tre
picchi di facilitazione.

LICI

La LICI, come descritto precedentemente, presenta molte similitudini con il
periodo silente corticale. Si tratta di un fenomeno di lunga durata mediato
probabilmente da IPSPs prodotti da un sistema GABergico di tipo B
(Werhahn et al. 1999). Questa ipotesi ¢ supportata da studi farmacologici,
che hanno mostrato un incremento dell'inibizione dopo Ia
somministrazione di tiagabina, che esplica la sua azione inibendo il reuptake
del GABA (Werhahn et al. 1999), anche se al momento ancora nessuno
studio ha valutato il reale effetto degli agonisti GABAy sulla LICI.

SAI

Per quanto riguarda la SAI, questa ¢ ridotta da farmaci anticolinergici come

la scopolamina (Di Lazzaro et al., 2000), dal lorazepam (Di Lazzaro et al.,
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2005a), dallo zolpidem (Di Lazzaro et al, 2007). Il diazepam invece
aumenta leggermente la SAI (Di Lazzaro et al., 2005a). Gli effetti di
diazepam, lorazepam e zolpidem sulla SAI sono dissociati da quelli sulla
SICI, la quale ¢ aumentata dal diazepam e lorazepam ma non modificata
dallo zolpidem (Di Lazzaro et al., 2007). Questo suggerisce che nella SICI e
nella SAI sono coinvolti diversi sottotipi di recettori GABA. perché lo
zolpidem ha affinita preferenziale per la sub unita o1- del recettore GABA,,
mentre lorazepam e diazepam sono considerati come classiche
benzodiazepine con azione non selettiva a livello sub unita al-, a2-, 3- e
o5-. I diversi effettt delle benzodiazepine sulla SICI e sulla SAI
suggeriscono che le misure TMS di inibizione corticale forniscono
Popportunita di distinguere le diverse azioni delle benzodiazepine in diversi
circuiti del SNC dell’'uvomo (Di Lazzaro et al., 2005a; 2007). La soppressione
della SAI dovuta alla scopolamina suggerisce che la SAI puo essere un utile
test per provare 'integrita dei circuiti colinergici centrali, idea supportata a
sua volta da un’abnorme riduzione della SAI in pazienti con Alzheimer e
demenza a corpi di Lewy (Di Lazzaro et al., 2002; 2005b).

tDCS

LLa modulazione dei MEP esercitata sia dalla stimolazione catodica che dalla
stimolazione anodica ¢ completamente abolita dal destrometorfano,
antagonista dei recettori NMDA, ed inoltre puo coinvolgere cambiamenti
nell’efficacia sinaptica delle proiezioni eccitatorie dirette ai neuroni
corticospinali. Tuttavia il destrometorfano non ha alcun effetto durante
Iapplicazione della tDCS, il che supporta I'idea che la polarizzazione dei
neuroni ¢ 'effetto chiave esercitato della TMS in questo periodo (Paulus et
al., 2008). La carbamazepina, antagonista dei canali del sodio, blocca gli
effetti della tDCS anodica sui MEP, sia durante la somministrazione della

DC, che nel periodo successivo. Questo ptrebbe essere compatibile con
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I'idea che la tDCS anodica depolarizzi i neuroni, aumentando I'influsso di
calcio. Tuttavia questo farmaco non ha alcun effetto sulla tDCS catodica
(Liebetanz et al.,, 2002), suggerendo che probabilmente questa richiede
un’iperpolarizzazione della membrana potassio-dipendente. Non ci sono
inoltre influenze sull’effetto della tDCS utilizzando serotonina, acetilcolina

e dopamina.

PAS

La modulazione farmacologica della plasticita simil LTP indotta dalla PAS ¢
stata poco studiata. Precedenti studi a livello cellulare hanno dimostrato che
vari neurotrasmettitori come la dopamina (DA), la norepinefrina (NE) e
P'acetilcolina (ACh) possono influenzare significativamente I'espressione di
LTP (Gu, 2000, 2003; Otani et al., 2003). Per quanto riguarda il sistema
dopaminergico, la levodopa aumenta l'entitac e la durata dell’effetto della
LTP (Kuo et al., 2008) ma non piu quando 1 recettori D2 sono bloccati dal
sulpiride (Nietsche et al., 2009). D’altra parte, il ropirinolo, agonista per i
recettori D2, riduce la LTP indotta dalla PAS in maniera dose-dipendente
(Monte-Silva et al., 2009). La cabergolina, agonista dei recettori D2, non ha
invece alcun effetto modulatorio sulla LTP, mentre Paloperidolo
(antagonista D2) sembra avere un effetto soppressivo sulla LTP indotta
dalla PAS (Korchounov and Ziemann, 2011). Considerando il fatto che la
sulpiride (antagonista selettivo dei recettori D2) aumenta lievemente la LTP
(Nietsche et al., 2009), i chiaro effetto soppressivo dell’aloperidolo puo
essere spiegato tenenendo in considerazione le differenze tra questi due
farmaci. Una ragione puo essere la bassa affinita della sulpiride rispetto
all’aloperidolo, a livello dei recettori D2 (Matsubara et al, 1993). In
aggiunta, 'aloperidolo inibisce il recettore NMDA contente le sub unita

NR1/2B (Ilyin et al., 1996; Shim et al., 1999) ma non i recettori NMDA
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contenenti la sub unita NR1/2A. La plasticita simil LTP indotta dalla PAS ¢
NMDA dipendente, perché puo essere bloccata dal destrometorfano, un
antagonista non competitivo di questi recettori (Stefan et al., 2002). Inoltre,
i recettori NMDA contenenti le sub unita NR1/2B, piuttosto che NR1/2A,
tavoriscono I'induzione di LTP (Philipot et al., 2001). Un’altra caratteristica
che contraddistingue I'aloperidolo dalla sulpiride ¢ la capacita di legarsi e
bloccare i recettori al-adrenergici corticali (Cohen and Lipinski, 1986; Patel
et al., 2001). E possibile che il blocco dei recettori al-adrenergici corticali
da parte dell’aloperidolo contribuisca al suo effetto soppressivo sulla LTP
(Korchounov and Ziemann, 2011). Questi dati implicano che ¢ necessaria
una co-attivazione bilanciata dei recettori D1 e D2 della dopamina per
aumentare la LTP indotta dal protocollo PAS. Nel sistema colinergico, la
rivastigmina, inibitore della colinesterasi, aumenta enormemente la
grandezza e la durata della plasticita simil LTP (Kuo et al., 2007), mentre la
tacrina (agonista colinergico) non provoca alcun aumento di LTP indotta
dalla PAS (Korchounov and Ziemann, 2011). La differenza tra i due
farmaci ¢ correlata alla loro potenza nel ridurre il rilascio di ACh, attraverso
un’autoinibizione pre-sinaptica. Questa auto inibizione del rilascio di ACh
da parte della tacrina avviene nel SNC a concentrazioni verosimilmente
raggiunte da dosi terapeutiche di questo farmaco (Jackisch et al., 2009).
Invece la nicotina provoca un prolungamento, non significativo, della LTP
ma non ha alcun  effetto  sulla  grandezza  dell’effetto
(Thirugnanasambandam et al., 2011). Il biperiden (antagonista dei recettori
muscarinici M1) ha invece un effetto soppressivo sulla plasticita simil-L.TP
indotta dalla PAS (Korchounov and Ziemann, 2011). Questo avverrebbe
attraverso meccanismi di co-localizzazione dei recettori muscarinici M1 con
i recettori NMDA e successivo potenziamento delle correnti dei recettori

NMDA, dovuto all’attivazione dei recettori muscarinici (Marino et al.,
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1998). Infatti quando si ha un’aumento nella neurotrasmissione muscarinica
M1, risultano facilitate alcune forme di LTP dipendenti dai recettori
NMDA a livello corticostriatale ed ippocampale, mentre il blocco dei
recettori M1 sopprime queste forme di LTP (Calabresi et al., 1999;
Ovsepian et al., 2004). Per quanto riguarda il sistema adrenergico, il
metilfenidato, agonista indiretto della norepinefrina) non ha alcun effetto
sulla LTP (Korchounov and Ziemann, 2011) nonostante la stessa molecola
aumenti la LTP nellippocampo del ratto (Dommett et al., 2008). La
prazosina, antagonista selettivo dei recettori ol-adrenergici, sopprime gli
effetti della LTP indotta dalla PAS nonostante il meccanismo coinvolto in
questa soppressione sia ancora sconosciuto (Korchounov and Ziemann,
2011). In conclusione, la plasticita simil-LTP nella corteccia motoria
dell'uvomo ¢ facilmente soppressa da antagonisti dei maggiori sistemi di
neurotrasmettitori neuro modulatori, mentre un aumento della plasticita
LTP ¢ piu difficile da ottenere. Questo perché potrebbe entrare in gioco un

meccanismo di saturazione della LL.TP.

2. IL SISTEMA MOTORIO FACCIALE.

La quasi totalita degli studi di TMS a singolo o a doppio stimolo condotti
sulluomo sono stati effettuati utilizzando come modello la
rappresentazione corticale dei muscoli della mano e registrando solitamente
dal muscolo FDI e dai muscoli del’eminenza tenar e ipotenar. Cio ¢ dovuto
al fatto che la rappresentazione corticale della mano ¢ piuttosto estesa ed
infatti, la stimolazione di queste aree permette di ottenere facilmente un
MEP da questi muscoli, sia in condizioni di riposo che durante contrazione.
Inoltre l'alta complessita dei movimenti eseguibili dalle mani presuppone

che i sistemi di controllo intracorticali o di integrazione sensorimotoria,
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siano essi inbitori o facilitatori, siano altamente rappresentati in queste aree.
Negli ultimi dieci anni Dattenzione si ¢ estesa anche allo studio
dell’eccitabilita intracorticale di altre rappresentazioni motorie come quelle
dei muscoli prossimali degli arti superiori (Chen et al. 1998; Abbruzzese et
al. 1999), dei muscoli degli arti inferiori (Stokic et al. 1997, Chen et al. 1998;
Tergau et al. 1999; Di Lazzaro et al. 2001; Soto et al. 20006), del tronco
(Chen et al. 1998;) e del distretto cranio-cervicale (collo: Hanajima et al.
1998b; lingua: Muellbacher et al. 2001; muscoli facciali: Kobayashi et al.
2001, Paradiso et al. 2005; muscolo digastrico anteriore: Jaberzadeh et al.
2007; muscolo massetere: Ortu et al. 2008). I risultati ottenuti hanno
dimostrato che in tutte queste rappresentazioni, il comportamento e la
funzione det circuiti intrinseci della corteccia motoria erano sostanzialmente
uguali a quelli osservati nei muscoli della mano nella condizione di riposo,
mentre sono contrastanti i dati ottenuti sulla muscolatura volontariamente
attiva. Lo studio dell’integrazione sensorimotoria e della plasticita corticale
ha sempre utlizzato come modello la muscolatura della mano, nello
specifico i muscoli FDI e abduttore breve del pollice (APB). Solo
recentemente sono stati studiati protocolli che testassero gli effetti della
stimolazione sensitiva sull’output motorio di altri distretti come gli arti
inferiori (Roy and Gorassini, 2008; Bikmullina et al., 2009) e gli effetti di
protocolli di stimolazione associativa sui muscoli della gamba (Stinear and
Hornby, 2005; Prior and Stinear, 2006; Mrachacz-Kresting et al., 2007; Roy
et al., 2007) sulla plasticita corticale di queste aree.

Per quanto riguarda gli effetti della stimolazione periferica sull’output
motorio facciale e lo studio della plasticita corticale mediante protocolli
TMS, non ci sono lavori in letteratura che descrivano questi fenomenti,
molto probabilmente per le peculiari caratteristiche della muscolatura

tacciale che saranno esposte in dettaglio nel paragrafo successivo.
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2.1. I muscoli facciali.

I muscoli del capo possono essere suddivisi in due gruppi: cranio-facciali e
masticatori (Grey’s Anatomy, 2005). Con il termine di muscoli cranio-
tacciali ci si riferisce ai muscoli correlati alle espressioni facciali, come quelli
delle palpebre e del margine orbitario, 1 muscoli esterni del naso e narici,
delle labbra, delle guance e della bocca, dello scalpo e della cute cervicale. 1
muscoli masticatori invece sono correlati primariamente ai movimenti
dell’articolazione temporomandibolare con funzione soprattutto di
masticazione e deglutizione. I’organizzazione dei muscoli facciali differisce
da quella dei muscoli delle altre regioni del corpo perché non c’¢ fascia
profonda membranosa nella cute, ed 1 fasci di muscolo attaccati allo
scheletro facciale si inseriscono poi direttamente sulla cute. I muscoli
cranio-facciali sono innervati dal nervo facciale, mentre 1 muscoli
masticatori sono innervati dalla branca mandibolare del nervo trigemino.
L’innervazione sensitiva ¢ principalmente di pertinenza trigeminale. I
muscoli facciali possiedono pochi o nessun fuso neuromuscolare (Voss,
1956; Lovell et al., 1977), non agiscono su articolazioni e sono privi di
recettori profondi, come gli organi tendinei o 1 recettori articolari, e di fibre
nervose afferenti muscolari (Connor and Abbs, 1998; Cruccu et al., 1997,
Lin and Sessle, 1995; Nordin and Hagdarth, 1986, 1989; Popelle,
1993;Trulsson and Johansson. 2002; Yildiz et al., 2007). In particolare, nel
sistema periorale, mancano di recettori muscolari (Folkins and Larson 1978;
Stal et al., 1987, 1990) e questi muscoli non traggono beneficio dagli input
visivi per il controllo dei movimenti articolari” (Ito and Ostry, 2010).

E stato inoltre riportato che i meccanocettori ritrovati nella cute facciale e

nella mucosa orale provvedono al trasporto dell'informazione cinestesica e
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propriocettiva dei movimenti oro-facciali (Connor and Abbs, 1998;
Johansson et al., 1988; Lin and Sessle, 1994; Trulsson and Johansson,

2002).

-II. MUSCOLO DEPRESSORE DEILIANGOILO DEIIL.A BOCCA
(DAO).

I1 muscolo depressore dell’angolo della bocca o DAO, ha un’origine lineare
piuttosto lunga, a partire dal tubercolo mentale della mandibola e prosegue
per la sua continuazione, la linea obliqua, al di sotto e lateralmente al
depressore del labbro inferiore. Poi converge in uno stretto fascicolo che si
mescola a livello dell’angolo della bocca con i muscoli orbicolare della
bocca e risorio. Alcune fibre continuano nel muscolo elevatore dell’angolo
della bocca. I1 DAO confina nella parte inferiore con il platisma e la fascia
cervicale. Alcune fibre possono oltrepassare in basso il tubercolo mentale
ed incrociarsi con quelle del muscolo contro laterale. II DAO ¢ innervato
dalle branche mandibolare e buccale del nervo facciale. Le azioni di questo
muscolo sono di tendere 'angolo della bocca verso il basso e lateralmente

ed esprimere tristezza.

2.2. I nuclei motori facciali

Il nucleo motorio facciale ¢ localizzato nella regione ventrolaterale inferiore
del ponte (Rev. in: Grey’s Anatomy, 2005; Carpenter e Sutin, 1989;
Morecraft et al., 2004). Istologicamente il nucleo facciale appare come un
complesso organizzato di cellule, suddivisibile in quattro subnuclei. Questi
includono i subnuclei mediale, laterale, dorsomediale ed intermedio. In
termini di organizzazione muscolotopica, ¢ classicamente ritenuto che i

motoneuroni nella meta superiore del nucleo facciale diano origine ad
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assoni che innervano la muscolatura inferiore della faccia, mentre gli assoni
per la muscolatura superiore del volto avrebbero origine dai motoneuroni
della meta inferiore del nucleo facciale. Tuttavia, recenti evidenze
neuroanatomiche hanno suggerito che la suddivisione muscolotopica del
nervo facciale ¢ organizzata in colonne. Per esempio, i neuroni motori del
subnucleo intermedio innervano il muscolo orbicolare dell’occhio, mentre 1
motoneuroni che innervano i ventre del muscolo occipitofrontale
risiedono primariamente nel subnucleo dorsomediale. I.a muscolatura
auricolare ¢ rappresentata nel subnucleo mediale e la muscolatura della zona
periorale ¢ rappresentata nel subnucleo laterale. Il subnucleo laterale, a sua
volta, puo essere ulteriormente suddiviso. I neuroni motori che innervano i
muscoli del labbro superiore sono localizzati nella regione dorsale del
subnucleo laterale, mentre i motoneuroni che innervano la muscolatura del
labbro inferiore hanno origine dalla regione ventrale del subnucleo laterale.
Il nucleo facciale riceve fibre cortico-bulbari per il controllo volontario. 1
neuroni che innervano la muscolatura superiore della faccia e dello scalpo
ricevono fibre corticobulbari bilaterali, mentre si pensa che i neuroni che
forniscono l'innervazione ai muscoli inferioti del viso ricevano solamente
un’innervazione controlaterale. Il nucleo facciale riceve inoltre fibre dal
tratto rubro-reticolare ipsilaterale e afferenze dalla sua radice sensitiva
(attraverso il nucleo solitario) e dal nucleo spinale trigeminale. Alcune fibre
efferenti del nervo facciale originano dai neuroni nel nucleo salivatorio
inferiore, localizzato nella formazione reticolare dorso laterale alla parte
caudale del nucleo motorio. Questi neuroni pregangliari parasimpatici
appartengono alla colonna efferente viscerale generale. Questi emettono le

loro fibre nella radice sensitiva del nervo facciale.
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2.2. La corteccia motoria facciale.
Si ritiene che la muscolatura facciale sia sottoposta a controllo volontario
attraverso vie cortico-bulbari dirette ed indirette ai nuclei dei nervi facciali
(Brodal, 1981; Rinn, 1984). Considerato che la muscolatura superiore della
faccia ¢ risparmiata in pazienti con lesioni emisferiche , si pensa che la
muscolatura facciale superiore riceva una innervazione corticale bilaterale
(Brodal, 1981). Tuttavia ¢ controverso il fatto che ci siano proiezioni
provenienti dalla corteccia motoria primaria (M1) alla muscolatura facciale
superiore nell’'uomo. Esperimenti condotti sulle scimmie da Morecraft e
collaboratori (2004) hanno evidenziato la presenza di almeno cinque
rappresentazioni corticali della faccia, ed ognuna di queste rappresentazioni
era associata a cinque diverse aree motorie corticali (figura 3):

1. Corteccia motoria primaria (M1)

2. Corteccia premotoria ventrolaterale (LPMCyv)

3. Corteccia motoria supplementare (M2)
4. Corteccia motoria del cingolo rostrale (M3)
5

Corteccia motoria del cingolo caudale (M4).

Tra queste, la M1 innerva preferenzialmente solo il nucleo facciale
controlaterale. In maniera analoga, anche la LPMCv ed M4 proiettano
principalmente al subnucleo laterale controlaterale, il quale innerva la
muscolatura periorale. La M3 proietta bilateralmente ai nuclei facciali che

innervano la muscolatura superiore della faccia (figura 4).
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Figura 3

Diagramma schematico delle superfici mediale (sinistra) e laterale (destra) delle superfici
della corteccia cerebrale di scimmia rhesus che mostra organizzazione del lobo frontale e
della corteccia cingolata. M1, corteccia motoria primaria; M2 corteccia motoria
supplementare; M3, corteccia motoria del cingolo rostrale; M4, corteccia motoria del
cingolo caudale; LPMCd, corteccia premotoria laterale dorsale; LPMCyv, corteccia
premotoria laterale ventrale; FEF, regioni oculari frontali; SEF, regioni oculari
supplementari. Da: Morecraft et al. Brain. 2001.

Figura 4

Diagramma che riassume i maggiori pattern di proiezione, determinati dalla densita assonale,
per le rappresentazioni facciali frontale e cingolata al nucleo facciale in scimmie rhesus.
L’innervazione della parte superiore della faccia origina principalmente dalla M2 ed M3 ed ¢
bilaterale (sinistra). Per contro, I'innervazione dei muscoli inferiori del viso ¢ controlaterale
ed origina primariamente da M1, da LPMCv e da M4 (destra). FN, nucleo facciale. Da:
Mortecraft et al. Brain. 2001.
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Nell’'uvomo lanatomia delle vie cortico-facciali non ¢ stata studiata in
dettaglio e le aree corticali che controllano i muscoli facciali rimangono
controverse. Data la complessita delle espressioni facciali nell’'uomo, non si
possono paragonare direttamente 1 dati ottenuti sui primati non umani.

Anche se alcuni autori hanno riportato risposte nei muscoli facciali
superiori ed inferiori utilizzando la TMS dell’area M1 facciale, le latenze
delle risposte erano circa 11ms, e queste latenze delle risposte sono
significativamente maggiori per i muscoli facciali rispetto ai muscoli degli
arti superiori o dei muscoli innervati da altri nervi cranici (circa 6-8 ms)
(Benecke et al., 1988; Cruccu et al., 1990b, 1997; Kobayashi et al., 2001).
Questi stessi autori hanno suggerito che la M1 proietta controlateralmente
ai muscoli facciali. Tuttavia queste latenze del MEP erano simili alla prima
componente (R1) del blink reflex (Benecke et al., 1988; Kimura, 1989;
Esteban, 1999). Sohn et al. (2004) in uno studio in cui la TMS veniva
applicata in posizione medio-frontale, in modo da stimolare la corteccia
mesiale frontale ed evitare 'attivazione della M1, hanno evocato risposte
nell’orbicolare dell’occhio con latenze che andavano da 6 a 8 ms le quali
sono state interpretate come MEPs. Per cui questi autori hanno suggerito
che la corteccia mesiale frontale proietti direttamente ai muscoli facciali e
che i MEPs ottenuti nell’orbicolare dell’occhio per stimolazione di M1
potessero essere spiegati dalla componente R1 del blink reflex piuttosto che
da una proiezione corticale (Sohn et al., 2004). Invece studi che utilizzavano
il paradigma TMS a doppio stimolo hanno messo in evidenza che i muscoli
inferiori della faccia seguivano gli stessi pattern eccitatori ed inibitori della
muscolatura della mano (Kobayashi et al., 2001; Paradiso et al., 2005). 1l
gruppo di Kobayashi nello stesso studio sulla muscolatura superiore del
volto ha evidenziato che i muscoli superiori della faccia non mostravano

inibizione intracorticale e wuna ridotta facilitazione. Questi autori
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suggerivano che 1 movimenti della parte superiore del viso erano in gran
parte modulati da proiezioni tronco encefaliche (Kobayashi et al., 2001).
Paradiso et al. hanno messo in evidenza la presenza di SICI ed ICF anche a
livello del muscolo orbicolare dell’occhio controlaterale, mentre per la
risposta ipsilaterale non sono stati in grado di dare informazioni conclusive
perché inficiata dalla componente R1 del blink reflex. Questi autori hanno
dato prova dell’origine corticale della risposta evocata dalla TMS e suggerito
che la M1 da origine ad un risposta controlaterale nella muscolatura
superiore ed inferiore della faccia. Hanno inoltre escluso che i MEP
ottenuto controlateralmente fosse dovuto ad un blink reflex poiché la
componente R1 si manifesta ipsilateralmente al lato di stimolazione e non
controlateralmente, e spostando il coil anteriormente, in una posizione che
avrebbe dovuto evocare piu facilmente un blink reflex, il MEP si riduceva
di ampiezza sino a scomparire (Paradiso et al., 2005 ). Per quanto riguarda i
muscoli masticatori, il controllo da parte della corteccia motoria M1 ¢
bilaterale (Kuypers, 1958; Iwatsubo et al., 1990; Gooden et al, 1999;
Nordstrom et al., 1999; Butler et al., 2001; Guggisberg et al., 2001) ma non
simmetrico, avendo I'emisfero controlaterale una maggiore influenza
eccitatoria (Cruccu et al., 1989; Pearce et al. 2003; Nordstrom, 2007; Ortu
et al., 2008). Per i muscoli facciali invece, non si ¢ riusciti a chiarire la natura
delle proiezioni cortico-facciali ipsilaterali. Studi TMS che hanno utilizzato
la registrazione con elettrodi ad ago, per evitare cross-talk con il muscolo
controlaterale, hanno riportato la presenza di MEP ipsilaterali nei muscoli
inferiori della faccia (Benecke et al., 1988; Werhahn et al., 1995; Rodel et al.,
1999). Inoltre il gruppo di Werhahan ha dimostrato la presenza del periodo
silente nel muscolo mentale ipsilaterale. Tuttavia studi di stimolazione
elettrica diretta sulla corteccia motoria umana hanno messo in evidenza una

contrazione bilaterale nei muscoli superiori della faccia e solo movimenti
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controlaterali nella muscolatura inferiore (Penfield and Rasmussen, 1950), e
altri studi TMS non hanno evidenziato risposte ipsilaterali nei muscoli
inferiori del viso (Cruccu et al., 1990a) oppure la risposta ipsilaterale era
visibile solo in una parte dei soggetti studiati, e quando presente, aveva la
stessa latenza rispetto alla risposta controlaterale ma un’ampiezza ridotta.
Questo dato ha fatto concludere che le risposte ipsilaterali registrate fossero
dovute a volume condotto dalla muscolatura controlaterale (Paradiso et al.,
2005). In uno studio successivo condotto in pazienti con parasi periferica
del nervo facciale, Yildiz et al. (2007) hanno trovato un aumento
significativo dei MEP registrati nei muscoli periorali intatti stimolando con
la TMS Pemisfero controlaterale al lato paretico. Questo dato ha suggerito
che in pazienti con paralisi facciale periferica la corteccia ipsilaterale ¢ in
grado di attivare maggiormente 1 muscoli periorali intatti, aumentando la
forza delle connessioni ipsilaterali (Yildiz et al., 2007).

I muscoli facciali rispondono inoltre alle influenze emotive, che sono
apparentemente mediate da vie sottocorticali diverse da quelle cortico-
bulbari che mediano il controllo volontario dell’attivita dei muscoli facciali
(Monrad-Krohn, 1924; Karnosh, 1945; Lees, 1988). La dissociazione tra
movimenti volontari ed emotivi (o “spontanei”) puo avvenire in pazienti
con lesioni sopranucleari, confermando che i movimenti volontari ed i
movimenti “spontanei” sono mediati da diverse vie discendenti (Hopf et
al,, 1992). Questo duplice controllo dei muscoli facciali, clinicamente
manifesto con la dissociazione dei movimenti facciali volontari ed emotivi,
¢ ormai riconosciuto da molti anni. I1 deficit ¢ comunemente attribuito ad
un danno che compromette sia ’area facciale della M1 o le sue proiezioni
discendenti, le quali innervano il nucleo facciale. In aggiunta, questo deficit
puo essere associato con un danno dell’area facciale della LPMCyv, che da

origine alle proiezioni controlaterali ai muscoli facciali in primati non umani
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(Morecraft et al., 2001). In genere, il sorriso associato a stimoli emotivi ¢
preservato e le proiezioni cortico-facciali da M4 possono giocare un ruolo
nel recupero della paresi volontaria della muscolatura periorale contro-
laterale. Questa teoria ¢ basata sulla topografia delle proiezioni
corticofacciali dalla M4 ed il ritrovamento che la M4 ¢ un recipiente di
input dal lobo limbico esteso e potente. In contrasto alla piu comune forma
di paresi facciale volontaria, c¢’¢ la condizione inversa chiamata paralisi
facciale “emotiva”. Nello specifico, questo disordine ¢ caratterizzato da un
disturbo nel sorridere da un lato della faccia in presenza di un completo
controllo volontario sugli stessi muscoli facciali. La paralisi facciale
“emotiva” ¢ stata riportata in pazienti con danno della corteccia nella linea
mediana, dell'insula, talamo, regione striato-capsulare e ponte (Laplane et
al., 1977; Damasio, 1994; Hopf et al., 1992, 2005; Urban et al., 1998). Si
pensa che l'elaborazione dell’espressione facciale avvenga attraverso sistemi
multipli che interagiscono tra loro, che comprendono le cinque aree
corticali facciali, aree della corteccia parietale e strutture nervose corticali e
subcorticali che sono direttamente o indirettamente interconnesse con
ciascuna delle rappresentazioni facciali corticali. Damasio (1994) ha
suggerito che la corteccia del cingolo anteriore puo mediare i movimenti
della muscolatura superiore del viso associati all’emotivita, e la corteccia
frontale laterale puo mediare i movimenti volontari della muscolatura
inferiore. La topografia delle proiezioni corticofacciali da M3, ed il fatto che
M3 sia sede di estesi input limbici e prefrontali, supporta questa idea. E
anche importante far notare che siccome la regione laterale della corteccia
motoria primaria ed il cingolo anteriore sono interconnesse, ¢ probabile che
ci sia una sovrapposizione funzionale tra circuiti volontari ed emotivi a
livello sia corticale che sottocorticale attraverso sistemi di proiezione laterali

frontali e dal cingolo anteriore (a livello di target subcorticali comuni come
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il talamo ed i gangli della base). In questo paragrafo ci siamo concentrati
sulla  corteccia, ma bisogna ricordare Iimportanza della strutture
sottocorticali nel mediare DIespressione facciale. Le strutture maggiori
dovrebbero includere i gangli della base, il talamo, I'ipotalamo, il grigio peri-
acqueduttale, il complesso trigeminale e la formazione reticolare (Jenny and
Saper, 1987; Hostelge et al., 1977, Hostelge, 1996, 2002; Evinger et al,
2002). Questo trova supporto dalla costellazione di lesioni subcorticali che
sono state riportate dare origine a deficit sia nelle forme volontarie che
emozionali di espressione facciale (Weddel et al., 1990; Ross and Mathiesen,
1998; Urban et al., 1998, 1999; Hopf et al.,1992; Parvizi et al., 2001). Come
accade in un’orchestra sinfonica , solo quando presi insieme, i contributi di
clascuna componente agiscono in maniera ottimale ed armonica sui
motonuroni che formano il nucleo motorio facciale per dare origine alle

espressioni facciali.
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1. OBIETTIVI

La possibilita di esplorare la funzionalita dei circuiti intracorticali facilitatori
ed inibitori mediante la tecnica della TMS a doppio stimolo, ha permesso di
fare passi da gigante nella conoscenza dei meccanismi alla base del
controllo del movimento volontario e della fisiopatologia dei disturbi del
movimento. Il distretto motorio facciale, per la sua complessita morfo-
funzionale ¢ tecnicamente difficile da studiare e mal si presta come modello
per gli studi di TMS. Benché con la TMS a singolo stimolo siano state
definite le caratteristiche dei MEP registrati dai muscoli orbicolare
dell’occhio, orbicolare della bocca, mentale, nasale, depressore dell’angolo
della bocca e muscoli della lingua, in termini di latenza, e ampiezza
(Benecke et al., 1988; Cruccu et al,, 1990b, 1997; Dubach et al., 2004;
Rosler et al., 1989; Cruccu et al., 1997; Liscic et al., 1998 Muellbacher et al.,
2001; Kobayashi et al., 2001; Triggs et al., 2005; Paradiso et al., 2005) non ci
sono dati conclusivi sulla bilateralita ed asimmetria della risposta e non ¢
ancora chiaro come la SICI e la ICF operino nella corteccia motoria
facciale, in condizioni di riposo e di attivazione muscolare volontaria. Per

quanto riguarda la dominanza emisferica ci sono studi che suggeriscono
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una dominanza dell’emisfero sinistro per la produzione verbale e il ruolo
preponderante della M1 anche per semplici task verbali (Wildgruber et al.,
1996). Trigegs et al.(2005) (ANNO), basandosi sulla concezione che le
emozioni sono espresse maggiormente dal lato sinistro del viso (Sackeim et
Al, 1978), , hanno invece dimostrato che i MEP evocati nel muscolo
orbiccolare della bocca di sinistra sono piu ampi rispetto a quelli evocati nel
muscolo destro, sia per stimolazione dell’emisfero destro che dell’emisfero
sinistro ed inotre, la differenza in ampiezza tra muscolo destro e sinistro era
pit evidente quando si stimolava emisfero destro (Triggs et al., 2005).
Recentemente, studi di eccitabilita corticale che utilizzavano il paradigma
della TMS a doppio stimolo, hanno dimostrato la SICI e la ICF nella
rappresentazione corticale del muscolo orbicolare dell’occhio (Paradiso et
al., 2005), del muscolo mentale (Kobayashi et al., 2001), del muscolo
depressore dell’angolo della bocca (Paradiso et al., 2005) e della lingua
(Muellbacher et al, 2001) a riposo, mentre i dati ottenuti durante
attivazione muscolare sono tuttora controversi. Uno studio sull’eccitabilita
intracorticale della corteccia motoria della lingua ha paragonato gli effetti di
diversi stimoli condizionanti (CS) e stimoli test (TS) durante il 10% della
massima contrazione volontaria (MVC). I CS erano 1’'80% e il 90% della
soglia motoria attiva (AMT), mentre i TS erano settati per evocare MEP tra
1 400-800 uV (basso TS) oppure 800-1500 uV (alto TS). La combinazione
di CS 80% con basso ed alto TS era ingrado di elicitare solamente la SICI
mentre la ICF non era significativa. Al contrario, la combinazione “basso
ed alto TS” con un CS 90% era in grado di elicitare sia SICI che ICF.
Paragonando le SICI ottenute con 1 diversi CS ¢ stato evidenziato che il CS
80% induceva un’inbizione maggiore rispetto al CS 90%. Al contrario, il CS
90% era I'unico efficace nellindurre facilitazione del MEP (Muellbacher et

al., 2001). A livello del muscolo orbicolare dell’occhio, un primo lavoro di
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Kobayashi et al (2001)che utilizzava come CS il 90% della AMT non aveva
messo in evidenza alcun effetto inibitorio a breve latenza e una lieve
facilitazione intracorticale sulla muscolatura in attivazione muscolare
(chiusura leggera dell’occhio). Pochi anni dopo Paradiso e collaboratori
(2005) utilizzando come CS i1 95% della AMT, hanno dimostrato la
presenza della SICI ma non della ICF nell’orbicolare dell’occhio in
attivazione. Tuttavia utilizzando gli stessi parametri, questi autori non
hanno evidenziato alcuna SICI n¢ ICF sul muscolo DAO in attivazione
(Paradiso et al., 2005).

Sulla base di quanto detto sopra, sono stati definiti gli obiettivi principali
dello STUDIO 1 come segue: (a) dare un contributo, alla materia ancora
controversa, della asimmetricita delle proiezioni cortico-facciali; (b) studiare
Peccitabilita intracorticale della corteccia motoria facciale applicando i vari
protocolli di TMS a doppio stimolo utilizzati per lo studio dell’ inibizione
intracorticale a breve latenza (SICI) e della facilitazione intracorticale (ICF),
sia a riposo che durante contrazione muscolare, utilizzando diversi stimoli
condizionanti; (c) chiarire una possibile dominanza emisferica nel controllo

della muscolatura facciale.

2. MATERIALI E METODI

2.1. Soggetti.

Lo studio ¢ stato condotto su 19 volontari sani (10 maschi e 9 femmine)
con eta media di 34.118.3 anni. Tutti 1 soggetti eccetto uno erano
destrimani e avevano un’anamnesi negativa per malattie neurologiche e/o
malattie dell’apparato  stomatognatico. Il protocollo sperimentale,
approvato dal comitato etico locale, era in accordo con 1 principi etici

stabiliti dalla dichiarazione di Helsinki. Tutti 1 partecipanti hanno fornito
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per iscritto il consenso informato alla partecipazione allo studio e nessuno
durante gli esperimenti ha manifestato effetti collaterali.

In ogni sessione sperimentale ai soggetti, seduti su una sedia confortevole,
veniva chiesto in un primo momento di mantenere la muscolatura del volto
completamente rilassata mentre in seguito veniva chiesto loro di contrarre i
muscoli DAO in maniera costante e simmetrica ad un livello prestabilito
(10% della massima contrazione volontaria, MVC). A tal fine veniva fornito
un feedback visivo, mostrando sullo schermo di un’oscilloscopio lattivita

elettromiografica (EMG) filtrata e rettificata di entrambi 1 muscoli DAO.

2.2. Registrazione dell’attivita EMG.

I potenziali evocati motori sono stati registrati da entrambi 1 muscoli DAO
attraverso elettrodi di superficie standard (Ag—AgCl). Esperimenti pilota
eseguiti su vari muscoli hanno mostrato che la registrazione dal DAO ¢
scarsamente contaminata da cross talk con 1 muscoli controlaterali, cosa che
avviene maggiormente per il muscolo nasale ed orbicolare della bocca, non
rendendo possibile una corretta misurazione ed interpretazione del MEP
ipsi e controlaterale in questi muscoli. Per TEMG di superficie del DAO,
Ielettrodo registrante veniva posizionato tra angolo della bocca e bordo
inferiore della mandibola, Pelettrodo di riferimento circa 1-2 cm
inferiormente (Lapatki et al. 2003), lelettrodo di terra sul mento. Per
entrambi i muscoli DAO ¢ stata registrata lattivita EMG rettificata ¢ non
rettificata. I segnali bioelettrici sono stati amplificati (x 1000) attraverso
Pamplificatore Digitimer D360 (Digitimer Ltd, Welwyn Garden City, Herts,
UK), filtrati (banda passante 3—-3.000 Hz) e campionati a 5 kHz, utilizzando
una scheda di conversione analogico digitale (1401 power, Cambridge

Electronic Design, Cambridge, UK) ed il software Signal 4 installato su un
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computer. La finestra di analisi era di 250 ms (100 ms prima e 150 ms dopo

lo stimolo magnetico).

2.3. Stimolazione magnetica transcranica.

La stimolazione magnetica transcranica ¢ stata effettuata con un coil focale
a farfalla utilizzando l'unita Bistim2 della Magstim (Magstim Co., Whitland,
Dyfed, UK). Il punto ottimale (hot spot) per evocare un MEP nel muscolo
DAO ¢ stato attentamente cercato in ciascun soggetto e, una volta
individuato, ¢ stato marcato su una cuffia in cotone aderente alla testa per
permettere un corretto e ripetibile riposizionamento del coil nei successivi
esperimenti e per permettere la misurazione della distanza dell’hot spot dal
vertice. Gli esperimenti sono stati eseguiti posizionando il coil sullo scalpo
dell’emisfero sinistro o destro con il manico che puntava posteriormente e
lateralmente, ruotato di circa 30° rispetto alla linea sagittale mediana.
Questo orientamento induce sull’encefalo una corrente diretta in senso
posteroanteriore, grossomodo perpendicolare alla presunta direzione del
solco centrale; inoltre ¢ noto essere l'orientamento ottimale per evocare
risposte a media latenza di ampiezza maggiore nell’area motoria della faccia,
che ¢ stato dimostrato essere di origine corticale (Dubach et al., 2004).
L’intensita di stimolazione ¢ stata espressa come percentuale del massimo
output dello stimolatore (%0MSO). La soglia motoria a riposo (RMT) ¢ stata
considerata come la minima intenista in grado di evocare una risposta di
circa 50 pV in almeno 5 su 10 consecutivi stimoli nel muscolo DAO
controlaterale a risposo. La soglia motoria attiva (AMT) ¢ stata considerata
pari alla minima intensita capace di indurre un MEP con ampiezza
maggiore di 100 uV in almeno 5 su 10 consecutivi stimoli nel DAO
controlaterale attivo al 10% della MVC. La frequenza di stimolazione era di

0.25 Hz.
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2.4. Procedure sperimentali

Esperimento 1 (IMS a singolo stimolo della corteccia motoria facciale sinistra).

Le caratteristiche (latenza di onset e latenza al picco) delle risposte motorie
medie evocate dalla stimolazione magnetica della corteccia motoria sinistra
sono state studiate in tutti 1 soggetti partecipanti allo studio. Allo scopo di
dare un contributo alla materia ancora controversa dell’asimmetria delle
proiezioni cortico-facciali ai muscoli inferiori della faccia, sono stati
registrati 10 MEP consecutivi dal muscolo controlaterale (cDAO) ed
ipsilaterale (IDAO) all’emisfero stimolato. L’intensita di stimolazione
utilizzata era il 120% della RMT del DAO controlaterale nelle registrazioni
a riposo e 120% del’AMT nelle registrazioni in attivazione muscolare.
L’ampiezza del MEP test, evocato nei soggetti da noi studiati, era piu bassa
rispetto a quella di 1 mV classicamente utilizzata nell’area motoria della
mano (Kujirai et al. 1993), perché in alcuni soggetti non ¢ stato possibile
ottenere un MEP di ampiezza maggiore senza dover utilizzare alte intensita

di stimolo che venivano riferite come fastidiose.

Esperimento 2 (INMS a doppio stimolo dell’emisfero sinistro a riposo: effetti dello stimolo
condizionante sui MEP ipsi e controlaterals).

Quattordici soggetti hanno partecipato a questo esperimento. La SICI e la
ICF sono state valutate utilizzando il classico paradigma del doppio stimolo
descritto da Kujirai et al. (1993), che prevede la somministrazione di un
primo stimolo condizionante (CS) sottosoglia, seguito da un secondo
stimolo test (TS) soprasoglia. L'intensita del TS ¢ stata settata al 120% e
quella del CS al 70% della RMT. L’ampiezza del MEP test era piu bassa
rispetto a quella classicamente utilizzata in studi precedenti (Kujirai et al.

1993) per i motivi elencati nell’esperimento 1. Sono stati valutati gli
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intervalli interstimolo di 2, 3 e 5 ms per la SICI e di 10 e 15 ms per la ICF.
Sono stati registrati bilateralmente 60 MEP (10 MEP condizionati per
ciascuno dei 5 ISI testati e 10 MEP non condizionati per il test).
L’ampiezza media di ciascun MEP condizionato ¢ stata espressa come

rapporto tra MEP condizionato/MEDP test.

Esperimento 3 (IMS a doppio stimolo dell’emisfero sinistro durante contrazione
volontaria: effetti dell intensita dello stimolo condizionante).

Tutti e 19 1 soggetti hanno partecipato a questo esperimento. L’intensita del
TS ¢ stata settata al 120% della AMT. Sono state utilizzate due intensita di
stimolo condizionante (70% e 80% della AMT). Gli intervalli interstimolo
testati erano gli stessi dell’esperimento 2. Per ciasuna intensita di stimolo
condizionante sono stati registrati 60 MEP (10 MEP condizionati per
ciascuno dei 5 ISI testati ¢ 10 MEP non condizionati per il test) durante
contrazione volontaria tonica dei muscoli DAO, pari al 10% della MVC.
L’ampiezza media di ciascun MEP condizionato ¢ stata espressa come

rapporto tra MEP condizionato/MEDP test.

Esperimento 4 (TMS' a singolo e doppio stinolo dell emisfero destro).

Questo esperimento, condotto su 5 soggetti, aveva lo scopo di valutare se le
caratteristiche (hot spot, latenza di onset e latenza al picco) delle risposte
motorie medie evocate dalla stimolazione magnetica della corteccia motoria
destra nei muscoli DAO, a riposo e attivati volontariamente, differivano
dalle risposte ottenute con stimolazione della corteccia sinistra. I parametri
utilizzati erano gli stessi dell’ Esperimento 1. Nei 5 soggetti che hanno
partecipato all’esperimento, la SICI e la ICF sono state valutate utilizzando

il paradigma del doppio stimolo descritto negli esperimenti 2 e 3.
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2.5. Analisi dei dati.

Ianalisi statistica ¢ stata effettuata con il software SPSS versione 18 (SPSS
Inc, Chicago, Illinois USA) applicando I'analisi della varianza (ANOVA per
misure ripetute) o il test 7 di Student. Nel caso di valori significativi della F,
¢ stata applicata analisi post hoc utilizzando il test t di Student. E stato
considerato significativo il valore della p < 0.05. Tutti 1 dati, se non
diversamente specificato sono stati espressi come media T errore standard.
Nell’esperimento 1 le caratteristiche e I'asimmetria delle proiezioni
corticobulbari (cDAO versus iIDAQO) ¢ stata valutata testando la differenza
tra le latenze e le ampiezze medie dei cMEPs ed iMEPs applicando il test t
di Student per dati appaiati.

Nell’esperimento 2, per valutare effetto dei diversi ISIs sul MEP ¢ stata
applicata PANOVA a due vie con muscolo 1IDAO e cDAO) e ISI (2, 3, 5,
10, 15 ms) come “within subject factors”.

Nell’esperimento 3 , per le registrazioni del MEP durante contrazione
muscolare ¢ stata applicata un’ ANOVA a due vie, separatamente per iDAO
e cDAQO, con intensita di CS e ISI come “within subject factors”.
Nell’esperimento 4, le caratteristiche e I'asimmetria delle proiezioni
corticobulbari (cDAO versus iDAO) sono state valutate testando la
differenza tra le latenze e le ampiezze medie dei cMEPs ed iMEPs
applicando il il test t di Student per dati appaiati. E stato inoltre eseguito lo
il test t di Student per dati appaiati per valutare possibili differenze dovute
all’emisfero stimolato (sinistro zersus destro) per hot spot, latenza all’onset,

latenza al picco e ampiezza della risposta evocata dal TS MEP, sia per il

cDAO che per il iDAO.
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3. RISULTATI

La TMS della corteccia motoria facciale induceva nei muscoli depressori
dell’angolo della bocca (DAQO) una risposta motoria bilaterale e asimmetrica
(figura 1). Durante contrazione muscolare, ad un livello pari al 10% MVC, ¢
stato possibile evocare la risposta motoria nel DAO controlaterale di tutti 1
19 soggetti testati (figura 1B). A causa dell’elevata RMT ¢ stato invece
possibile evocare i1 MEP a riposo nel muscolo DAO controlaterale
(cDAO) in 14 dei 19 soggettitestati (figura 1A). Nella condizione di riposo
¢ stato possibile ottenere un MEP nel muscolo iDAO in 12 soggetti, nella
condizione di attivita muscolare in 15 soggetti . L’intensita media di
stimolazione della RMT era pari al 53.7£6.7% dell’output motorio massimo

dello stimolatore (MSO), mentre la AMT era pari al 47.9£7.1% della MSO.

A B

A\ L/\W

0.2mV

10ms

Figura 1l

Nella figura sono illustrati i potenziali motori (MEP) evocati nel muscolo depressore
dell’angolo della bocca (DAO) di un soggetto rappresentativo.

A: Media di 10 MEP evocati nel DAO controlaterale (traccia superiore) ed ipsilaterale
(traccia inferiore) a riposo dalla stimolazione magnetica dell’area motoria facciale
dell’emisfero sinistro.

B: Media di 10 MEP evocati nel DAO controlaterale (traccia superiore) ed ipsilaterale
(traccia inferiore) durante contrazione muscolare volontaria, al 10% della MVC, per
stimolazione della stessa area motoria.

Si puo notare che la risposta ¢ bilaterale e asimmetrica (controlaterale > ispilaterale) in
entrambe le condizioni.
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3.1. Studio della SICI e ICF nella corteccia motoria facciale.
Esperimento 1 (IMS a singolo stimolo della corteccia motoria facciale sinistra).

L’hot spot del DAO sull’emisfero sinistro era localizzato, in media,
4.4311.55 cm anteriormente e 7.58%£1.58 cm lateralmente al vertice. La
latenza allonset del MEP test controlaterale a riposo era chiaramente
misurabile in tutti i 14 soggetti (10.76£0.07 ms), mentre quella del MEP
test ipsilaterale (12.96£0.13 ms) era misurabile solo in 12/14 soggetti, in
quanto in due soggetti la risposta era coperta dall’artefatto dello stimolo o
assente. 1 valori medi della latenza al picco erano 14.97£0.09 ms per il
cMEP (14 soggetti) e 15.631£0.14 ms per il IMEP (12 soggetti). Il confronto
tra le risposte ipsi- e controlaterali dei valori della latenza all’onset e della
latenza al picco nei 12 soggetti, che presentavano la risposta bilateralmente,
ha mostrato una differenza significativa per lonset (p=0.005) ma non per la
latenza al picco. Per quanto riguarda le risposte registrate durante
contrazione volontaria al 10% della MVC, la latenza all’onset del MEP test
controlaterale era misurabile in tutti i 19 soggetti (9.71£0.06 ms), mentre
quella del MEP test ipsilaterale (11.61£0.12 ms) era misurabile solo in
15/19 soggetti, in quanto in due soggetti il MEP era patzialmente copetto
dall’artefatto dello stimolo o dal potenziale di azione composto derivante
dall’attivazione diretta della componente motoria della radice del nervo
facciale ispilaterale e in altri due soggetti la risposta ipsilaterale non era
presente. In condizione di attivazione muscolare, valori medi della latenza
al picco del cMEP erano 14.51£0.07 ms(19 soggetti) e 15.25£0.06 ms per il
iMEP (15 soggetti). Il confronto ipsi/controlaterale dei valori della latenza
all’onset e della latenza al picco det MEP registrati in attivazione (n=15) ha
mostrato una differenza significativa tra i valori dell’'onset (p=0.032) ma

non per la latenza al picco (figura 1).
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L’intensita del 120% della RMT utilizzata come stimolo test (TS) ha
evocato MEP di ampiezza mediaparia 0.21£0.035 mV controlateralmente
e di 0.073£0.01 mV ipsilateralmente. Il TS utilizzato in condizione di
attivazione muscolare (120% AMT) evocava risposte di ampiezza media
pari a 0.35£0.03 mV  controlateralmente, e a 0.152+0.03 mV
ipsilateralmente. 11 test t di Student per dati appaiati ha messo in evidenza
una differenza significativa tra 'ampiezza del cMEP e dell’ iMEP sia in

condizioni di riposo (p<0.01) che di attivazione muscolare (p=0.021).

Esperimento 2 (IMS a doppio stimolo dell emisfero sinistro a riposo).

Quando sulla corteccia motoria facciale veniva applicata la TMS a doppio
stimolo, 'ampiezza del MEP condizionato a riposo era significativamente
ridotta rispetto a quella del MEP test, agli intervalli interstimolo (ISI) di 2 e
3 ms ma non all'intervallo di 5ms. (figura 2). Al contrario, agli intervalli
interstimolo di 10 e 15 ms, il MEP condizionato si presentava
significativamente aumentato di ampiezza (figura 2). In particolare, i valori
medi di ampiezza del cMEP ottenuti con lo stimolo condizionante al 70%
RMT erano: 0.209£0.02 mV per il MEP test e 0.114£0.02 mV, 0.057+0.01
mV, 0.320£0.03 mV e 0.329+0.03 mV per 1 MEP condizionati agli ISI,
rispettivamentedi 2, 3, 10 e 15 ms. Gli stessi valori per il iMEP erano
rispettivamente  0.073+0.01 mV, 0.056+0.01 mV, 0.049+0.01 mV,
0.10+0.02 mV ¢ 0.115+0.02 mV.
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SICI e ICF nella corteccia motoria facciale a riposo
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Figura 2

Nel grafico sono riportati gli effetti degli ISI nel protocollo a doppio stimolo sulle
risposte motorie del muscolo depressore dell’angolo della bocca controlaterale (cDAO)
ed ipsilaterale (iIDAO) a riposo. Si puo notare che gli intervalli interstimolo di 2 ms e 3
ms inducevano una riduzione significativa dell’ampiezza del MEP e che gli intervalli di
10 ms e 15 ms inducevano una facilitazione significativa del MEP, sia nel muscolo ipsi-
che controlaterale. Le ampiezze (Ratio Amplitude) sono state riportate come il rapporto
tra MEP test e MEP condizionato. Asterischi: p<0.05. I dati sono mostrati come media
T errore standard (barre di errore).

I’ANOVA per misure ripetute applicata alla valutazione degli effetti degli
IST e del muscolo registrato (cDAO versus IDAO) sul MEP a riposo (“within-
subject factor”; ISTKMUSCLE) ha messo in evidenza un significativo effetto

degli ISI (p <0.001) ed una significativa interazione tra ISI e muscolo (p
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=0.009). L’analisi post hoc ha mostrato che la modulazione del MEP
condizionato era significativa in tutti gli ISI testati eccetto l'intervallo di 5
ms, sia per il cMEP (2 ms e 3ms: p <0.001; 10 ms: p = 0.004; 15 ms: p =
0.001), che per il iIMEP (2 ms: p = 0.009; 3 ms: p = 0.002; 10 ms: p = 0.02;
15 ms: p = 0.001). Inolte il t test ha rilevato una significativa differenza tra
iIMEP e cMEP per gli intervalli di 2 ms (p=0.018) e 3 ms (p<<0.001), mentre
per gli intervalli 10 e 15 ms non ¢ stata evidenziata alcuna differenza tra i

due lati di registrazione (figura 3).

Effetti del lato di registrazione sulla SICl e sulla ICF
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Figura 3

Nellistogramma sono riportati gli effetti del protocollo a doppio stimolo sulla
proiezione al DAO ipsi- e controlaterale della corteccia motoria facciale a riposo. F stata
evidenziata una significativa riduzione della SICI per ISI di 2ms e 3 ms nel DAO
ipsilaterale (iIDAO) rispetto al controlaterale (cDAO). La ICF agli intervalli di 10 ms e
15 ms non differiva significativamente per i due muscoli. Le ampiezze (Ratio Amplitude)
sono state riportate come il rapporto tra MEP test e MEP condizionato. Asterischi:
p<0.05. I dati sono mostrati come media * errore standard (barre di errore).
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Esperimento 3 (IMS a doppio stimolo dell’emisfero sinistro durante contrazione
volontaria: effetti dell'intensita dello stimolo condizionante).

I valori medi di ampiezza del cMEP ottenuti con lo stimolo condizionante
al 70% AMT erano 0.33410.02 mV per il MEP test e 0.229£0.02 mV,
0.215+0.02 mV, 0.297£0.02 mV, 0.413+0.02 mV e 0.418+0.03 mV per i
MEP condizionati agli ISI di 2, 3, 5, 10 e 15 ms, rispettivamente. Gli stessi
valori per il iMEP erano rispettivamente 0.186+0.03 mV, 0.150£0.03 mV,
0.151£0.03 mV, 0.163+0.03 mV, 0.199£0.03 mV, e¢ 0.190£0.03 mV. I
valori medi di ampiezza del cMEP ottenuti con lo stimolo condizionante di
80% della AMT erano 0.317£0.02 mV per il MEP test e 0.243+0.02 mV,
0.207£0.02 mV, 0.251£0.02 mV, 0.375%0.02 mV e 0.420£0.03 mV per 1
MEP condizionati agli ISI di 2, 3, 5, 10 e 15 ms, rispettivamente. Gli stessi
valori per il iMEP erano rispettivamente 0.17320.03 mV, 0.161£0.03 mV,
0.147£0.03 mV, 0.152%£0.03 mV, 0.17220.03 mV, e 0.205£0.03 mV.
I’ANOVA per misure ripetute applicata alla valutazione degli effetti degli
IST e del CS (70% versus 80%) sul MEP in attivazione (“within-subject factor”,
IST*CS) ha messo in evidenza un significativo effetto degli ISI (p <0.001)
ma nessuna significativa interazione tra ISI e CS, sia per iDAO che per
cDAO. Lanalisi post hoc ha mostrato che linibizione del cMEP
condizionato era significativa in tutti gli ISI testati, eccetto Iintervallo di 5
ms, per il il CS 70% (2 ms e 3ms: p <0.001), mentre per i CS 80% era
significativa in tutti gli intervalli inibitori testati (2 ms: p = 0.013; 3 ms: p =
0.001; 5 ms = 0.038). La facilitazione del cMEP era significativa per
entrambi 1 CS a 10 ms (rispettivamente, p = 0.016 e p = 0.035) mentre per
Iintervallo 15 ms, la facilitazione del cMEP era significativa(p = 0.019)
quando il CS era pari all’l80% mentre non raggiungeva significativita
statistica (p = 0.05), con 11 CS 70% (tigura 4 A). Per quanto riguarda

I'IMEP, I'analisi post hoc ha mostrato che I'inibizione del'iMEP condizionato
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era significativa per gli ISI 2 e 3 ms (rispettivamente p = 0.037 e p = 0.03)
con CS 70%. Con lo stesso stimolo condizionante non si ¢ evidenziata
alcuna facilitazione significativa del iMEP, agli intervalli 10 e 15 ms. Con
CS 80% la riduzione del MEP era significativa agli all’intervallo di 3 ms
(p=0.048), mentre la facilitazione era significativa all’ISI 15 ms (p=0.035)
(tigura 4 B).

Figura 4

Nei grafici a sinistra sono riportati gli effetti dei diversi stimoli condizionanti sugli ISI
nel protocollo a doppio stimolo durante contrazione muscolare. A: Effetti del CS 70% e
CS 80% sul cDAO durante attivazione muscolare. 1.’analisi statistica ha evidenziato un
significativo effetto degli ISI (p<<0.001) ma non ha evidenziato differenze significative di
SICI e ICF utilizzando i due diversi CS. Nell'istogramma a destra ¢ mostrata una
significativa inibizione per gli intervalli di 2 e 3 ms ed una facilitazione a 10 ms, per
entrambi i CS utilizzati. II CS ’80% della AMT inibiva significativamente anche a 5 ms e
facilitava a 15 ms. B: Effetti del CS 70% e CS 80% sul iDAO durante attivazione
muscolare. L’analisi statistica non ha evidenziato differenze significative dei due CS
utilizzati. E stata evidenziata una significativa inibizione del'iMEP a 2 e 3 ms utilizzando
i1 CS 70%, inibizione e facilitazione per gli ISI di 3ms e 15 ms, rispettivamente,
utilizzando il CS 80%. Le ampiezze (Amplitude) sono state espresse in mV. Asterischi:
p<0.05. I dati sono mostrati come media * errore standard (barre di errore).
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Esperimento 4 (TMS a singolo e doppio stimolo sull emisfero destro).

TMS' a singolo stimolo

Hanno partecipato a questo esperimento 5 soggetti, di cui solamente 4
avevano MEP valutabili a riposo. La localizzazione media dell’hot spot
sul’emisfero destro era, rispetto al vertice, 3. 3*£0.54 cm anteriore e
9.1£0.4 cm laterale. Il test t di Student per dati apaiati, non ha evidenziato
alcuna differenza significativa nella posizione dell’hot spot tra emisfero
destro e sinistro. L’intensita media della RMT era 49.71£1.2%, mentre la
AMT era 44.25%3.6% della MSO. 1I test t di Student per dati apaiati non ha
evidenziato alcuna differenza significativa di RMT e AMT tra emisfero
destro e sinistro.

La latenza all’onset del MEP test controlaterale a riposo era 12.51+0.41 ms,
quella del MEP test ipsilaterale era misurabile solo in 3 soggetti ed era
11.7520.38 ms. I valori medi della latenza al picco erano 16.56+0.47 ms per
il cMEP e 16.36+0.51 ms per il iMEP. Il confronto dei valori della latenza
all’onset e della latenza al picco nei 4 soggetti, in cui la risposta era presente
bilateralmente, non ha mostrato alcuna differenza significativa tra iDAO e
cDAO per entrambi i parametri..

Per quanto riguarda le risposte registrate, nei 5 soggetti, durante
contrazione volontaria, la latenza all’onset del MEP test controlaterale era
9.66x0.21 ms, mentre quella del MEP test ipsilaterale,misurabile in 4
soggetti, era 11.11£0.19 ms. I valori medi della latenza al picco erano, nei 5
soggetti, 14.79£0.21 ms per il cMEP e 14.49%0.18 ms per il iMEP. 11
confronto dei valori della latenza all’'onset e della latenza al picco dei MEP
registrati in attivazione, nei 4 soggetti in cui erano presenti risposte
bilaterali, ha mostrato una differenza significativa per i valori dell’onset
(p=0.021) ma non ha mostrato differenze significative di lato, per la latenza

al picco.
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D’intensita del 120% della RMT utilizzata come stimolo test (TS), in
condizioni di riposo muscolare, ha evocato MEP di ampiezza media
0.216£0.077 mV controlateralmente e 0.05920.04 mV ipsilateralmente. 1l
TS utilizzato per evocare i MEP in attivazione (120% AMT) evocava
risposte nel cDAO di 0.464£0.08 mV di ampiezza, nel'iDAO 0.21£0.08
mV. II test t di Student per dati appaiati non ha messo in evidenza una
differenza significativa tra cMEP e iMEP a riposo (p = 0.066) mentre
durante attivazione muscolare la differenza tra cMEP ed iMEP era
significativa (p = 0.01). Analogamente, non ¢ stata evidenziata alcuna
differenza significativa, dovuta all’emisfero stimolato (sinistro zersus destro)
nesulla latenza di onset, né sulla latenza al picco e neppure sull’ampiezza del
MEDP test ispi e controlaterale , registrato sia nella condizione di riposo che
di attivazione muscolare

TMS a doppio stimolo

Quando sulla corteccia motoria facciale destra veniva applicata la TMS a
doppio stimolo, TANOVA per misure ripetute applicata alla valutazione
degli effetti degli ISI sul cMEP a riposo (n=4), ha messo in evidenza un
significativo effetto degli ISI (p =0.003). L’analisi post hoc ha mostrato che
I'inibizione del MEP condizionato era significativa solo per l'intervallo di 2
ms (p =0.036). Non ¢ stata evidenziata nessuna facilitazione del cMEP a
riposo per nessuno degli intervalli facilitatori testati, solamente un trend
(p=0.075) per I'ISI 15 ms (tigura5). L’analisi della varianza per il iMEP in
tre soggetti, ha dato una debole significativita di effetto degli ISIs (p =
0.049) ed il post hoc non ha evidenziato nessuna differenza significativa tra

MEDP test e MEP condizionato, per nessuno degli intervalli testati (figura 5).
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Effetti della TMS sul DAO a riposo applicato all’'emisfero destro

25
2 3
S
3 1.5
E. ——Right Stim cDAO
<L 1 —>«Right Stim iDAC
o *
&
05
0 T T 1
TS 2ms 3ms 5ms 10ms 15ms
ISls
Figura 5

Nel grafico sono riportati gli effetti degli ISI nel protocollo a doppio stimolo applicato
alla corteccia motoria destra, sulle risposte motorie del muscolo depressore dell’angolo
della bocca controlaterale (cDAO) ed ipsilaterale (iIDAO) a riposo. Si puod notare che
solo l'intervallo interstimolo di 2ms induce una riduzione significativa dell’'ampiezza del
MEP controlaterale, nonostante PANOVA fosse significativa per leffetto degli ISI
(p=0.003). Le ampiezze (Ratio Amplitude) sono state riportate come il rapporto tra
MEDP test e MEP condizionato. Asterischi: p<0.05. I dati sono mostrati come media &
errore standard (barre di errore).

I’ANOVA per misure ripetute applicata alla valutazione degli effetti degli
IST e del CS (70% wversus 80%) sul cDAO in attivazione (n=4) (“within-subject
Jactor”; IST*CS) ha messo in evidenza un significativo effetto degli ISI (p =
0.003) ma nessuna significativa interazione tra ISI e CS. L’analisi post boc ha
mostrato che linibizione del cMEP condizionato con CS 70% era
significativa in tutti gli ISI testati eccetto I'intervallo di 5 ms, (2 ms e 3 ms: p
= 0.003 e p = 0.006), ma non ¢ stata evidenziata alcuna facilitazione per gli
intervalli di 10 e 15 ms. I CS 80% non ha mostrato alcuna significativita

per tutti gli intervalli testati (figura 0).
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Effettidei diversi CS sul cDAQ attivo per TMS dell’emisfero destro
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Figura 6

Nel grafico sono riportati gli effetti dei diversi stimoli condizionanti sugli ISI nel
protocollo a doppio stimolo durante contrazione muscolare per stimolazione della
corteccia motoria facciale destra. I’JANOVA con ISI come “within subject factor’ era
significativa (p=0.003) per CS 70% e CS 80% sul cDAO. L’analisi post hoc ha evidenziato
significativa inibizione del'iMEP a 2 e 3 ms utilizzando il CS 70%, ma nessun intervallo
significativo utilizzando il CS 80%. Le ampiezze (Amplitude) sono state espresse in mV.
Asterischi: p<0.05. I dati sono mostrati come media * errore standard (barre di errore).

Per quanto riguarda 'iMEP, Iesiguita del campione (n=2) non ha permesso
la corretta esecuzione dell’analisi statistica.

Per valutare Ieffetto dell’emisfero stimolato e degli ISI sul cMEP a riposo,
¢ stata eseguita I'analisi della varianza a due vie per misure ripetute su 4
soggetti, utilizzando 'emisfero (destro e sinistro) e gli ISI (2, 3, 5, 10 e 15
ms) come “within subject factors’. I’ANOVA ha mostrato un effetto
significativo dell’ISI (p=0.016), ma nessuna interazione tra emisfero
stimolato e ISI. I post hoc ha evidenziato un’inibizione significativa per

Iintervallo di 2 ms per emisfero sinistro e destro (p = 0.008 e p = 0.030,
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rispettivamente) e solo per 'emisfero sinistro a 3 ms (p = 0.001). Nel
campione testato (n = 4) non ¢ stata evidenziata alcuna facilitazione
significativa, ma solo un trend per l'intervallo di 15 ms (p = 0.068) (figura
TA).

Per valutare leffetto dell’emisfero stimolato e degli ISI sul cMEP registrato
in condizioni di attivazione muscolare (10% della MVC), ¢ stata eseguita
'analisi della varianza a due vie per misure ripetute su 4 soggetti, utilizzando
emisfero (destro e sinistro) e ISI (2, 3, 5, 10 e 15 ms) come “within subject
Sactors”. IJANOVA ha mostrato un effetto significativo dell’ISI (p<<0.001)
ma nessuna interazione tra emisfero stimolato e ISI. Il post hoc ha
evidenziato un’inibizione significativa per gli intervalli di 2 ms e 3 ms per
Iemisfero destro (p = 0.003 e p = 0.0006, rispettivamente) mentre per
Iemisfero sinistro non ¢ stata evidenziata alcuna inibizione significativa
(figura 7B). Per nessun emisfero ¢ stata evidenziata facilitazione del MEP,

durante la condizione di attivita muscolare.
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A: Effetti della TMS a doppio stimolo sul cDAO a riposo per
stimolazione sinistra e destra
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B: Effetti del CS sul cDAOQ attivo per stimolazione sinistra e destra
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Figura 7

Nel grafico sono riportati gli effetti sui diversi emisferi degli ISI, a riposo e durante
contrazione volontaria. A: Effetti della stimolazione destra e sinistra sul cMEP nella
condizione di riposo. B: Effetti della stimolazione destra e sinistra sul cMEP nella
condizione attivita muscolare. I’ANOVA con ISI come within subject factor era
significativa a riposo e durante attivazione muscolare (p=0.016 e p< 0.001
rispettivamente). Non ¢ stata evidenziata alcuna interazione tra stimolazione
dell’emisfero destro e sinistro. I’analisi post hoc ha evidenziato significativa inibizione
del'iMEP a 2 e 3 ms per stimolazione sinistra ¢ a 3 ms per stimolazione destra a tiposo;
durante attivazione muscolare erano significativamente inibiti I'intervallo di 2 ms per
stimolo sinistro e 3 ms per stimolo destro. Le ampiezze (Amplitude) sono state espresse
in mV.Asterischi: p<0.05. I dati sono mostrati come media * errore standard (barre di
errore).
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4. DISCUSSIONE

Il nostro studio ha dimostrato che nella rappresentazione corticale del
muscolo depressore dell’angolo della bocca (DAO) sono attivi i circuiti
inibitori che sottendono Iinibizione intracorticale a breve latenza e i
circuiti eccitatori che sottendono la facilitazione intracorticale (. Inotre
questi dati confermano che le proiezioni cortico-facciali che controllano la
muscolatura inferiore della faccia sono bilaterali e asimmetriche, con

preponderanza di quelle controlaterali.

Proprieta funzionali della corteccia motoria facciale.

Diversi studi di TMS hanno valutato le proprieta della corteccia motoria
facciale registrando 1 potenziali motori evocati nei muscoli orbicolare
dell’occhio (Benecke et al., 1988; Cruccu et al., 1997; Kobayashi et al., 2001;
Sohn et al., 2004; Paradiso 2005), nasale (Rosler et al., 1989; Dubach et al.,
2004), orbicolare della bocca (Rosler et al., 1989; Cruccu et al., 1997; Liscic
et al., 1998; Triggs et al., 2005; Sohn et al., 2004; Yildiz et al., 2004, 2007),
mentale (Werhahn et al, 1995; Kobayashi et al, 2001) e depressore
dell’angolo della bocca (Rodel et al., 2000; Paradiso 2005). Le registrazioni
dai muscoli facciali si sono dimostrate estremamente difficili perché, oltre ai
classici problemi tecnici riscontrabili in tutte le registrazioni effettuate nei
muscoli cranici (artefatti da stimolo, risposte crociate da muscoli vicini etc.),
questi muscoli hanno come caratteristica peculiare I’alta soglia di eccitabilita
dei MEP quando il muscolo ¢ rilassato, ed ¢ spesso impossibile registrare il
MEP a riposo (Cruccu et al., 1997).

Studi anatomici hanno suggerito che nell’'uomo le proiezioni corticobulbari
dirette ai nuclei motori che innervano la muscolatura inferiore della faccia

sono prettamente controlaterali (Brodal, 1981; Rinn, 1984; Morecraft et al.,
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2004). 1 dati fisiologici ottenuti da studi di TMS mostrano invece risultati
contrastanti. Alcuni di questi studi, non avendo rilevato la presenza dei
MEP ipsilaterali, o una scarsa ampiezza degli stessi, hanno confermato 1
dati anatomici (Benecke et al., 1988; Cruccu et al., 1997; Kobayashi et al.,
2001). Studi con registrazione ad ago hanno invece riportato la presenza di
MEP ipsilaterali nei muscoli inferiori della faccia (Benecke et al. 1988;
Werhahn et al. 1995; Rodel et al. 1999). Altri studi hanno invece mostrato
una chiara asimmetria di tali proiezioni, in quanto le latenze del MEP
ipsilaterale e controlaterale differivano significativamente (Triggs et al.,
2005; Paradiso et al., 2005).

Il nostro studio conferma la bilateralita ed asimmetria delle proiezioni
corticobulbari ai muscoli inferiori del viso, nello specifico al muscolo DAO,
con netta prevalenza di quella controlaterale. Possiamo escludere che tale
asimmetria sia dovuta ad una contemporanea attivazione di entrambi gli
emisferi, per diffusione dello stimolo magnetico in quanto l'utilizzo di un
coil focale, come dimostrato da Rosler et al. (1989), induce un campo
magnetico estremamente localizzato che non ¢ capace di diffondersi da un
emisfero all’altro. Nel nostro studio il MEP ipsilaterale aveva un’ampiezza
media significativamente inferiore rispetto al MEP controlaterale, sia nelle
registrazioni fatte a riposo IMEP 0.07310.01 mV; cMEP0.21£0.035 mV)
che durante contrazione volontaria ({(MEP  0.152%£0.03 mV;
cMEP0.35£0.03 mV) . Inoltre la latenza all’onset del MEP ipsilaterale era
significativamente maggiore rispetto al MEP controlaterale sia a riposo
(12.96£0.13 ms e 10.7620.07 ms, rispettivamente) che durante attivazione
muscolare (11.6110.12 ms e 9.71%£0.06 ms, rispettivamente). Questo
risultato conferma quanto osservato da Triggs et al. (2005) e suggerisce che
le due risposte siano potenziali distinti piuttosto che risposte da volume

condotto dal muscolo controlaterale (Paradiso et al., 2005).
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Inibizione intracorticale a breve latenza (SICI) e facilitazione
intracorticale (ICF).

I1 nostro studio ha dimostrato che applicando il paradigma di Kujirai et al.
(1993) ¢ possibile studiare 'inibizione intracorticale a breve latenza (SICI) e
la facilitazione intracorticale (ICF) anche nella corteccia motoria della
muscolatura inferiore del viso, sia a riposo che in condizione di attivazione
muscolare. La presenza della SICI e della ICF nel muscolo DAO a riposo
conferma i dati di Paradiso et al. (2005). Il fatto che la SICI presenti
caratteristiche identiche nel muscolo DAO controlaterale e ipsilaterale
indica che probabilmente lo stesso gruppo di interneuroni corticali inibitori
controlla sia la proiezione corticobulbare controlaterale che quella
ipsilaterale. Questi dati sono in accordo con quanto descritto per altri
muscoli che presentano un’innervazione bilaterale come i muscoli della
lingua (Muellbacher et al. 2001) e i muscoli masticatori (Ortu et al. 2008).
Tuttavia l'analisi statistica ha evidenziato un’interazione significativa tra
Ientita della SICI nel DAO ipsi- e controlaterale, risultando
significativamente ridotta nel muscolo ispsilaterale. Una possibile
spiegazione potrebbe essere che Tentita del fenomeno SICI ¢ dipendente
dall’ampiezza del MEP test (Sanger at al. 2001; Roshan et al. 2003), che nel
caso del iIDAO risulta significativamente piu piccolo rispetto al cDAO.

Per quanto riguarda lo studio dell’eccitabilita intracorticale durante
attivazione muscolare, ¢ stato possibile testare la SICI sia nel muscolo
controlaterale che ipsilaterale, in accordo con i dati riportati dallo studio di
Paradiso et al. (2005). Tuttavia, contrariamente a questo studio, 1 nostri dati
hanno evidenziato una significativa facilitazione del cMEP, anche nella
condizione di attivazione mucolare. Questo fatto potrebbe essere spiegato

dalle diverse intensita di stimolo condizionante utilizzate nei due studi (70%
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e 80% della AMT nel presente studio contro il 95% della AMTnello studio
di Paradiso et al. (2005). Per quanto riguarda la ICF nel DAO attivo
ipsilaterale, abbiamo osservato che il CS 70% della AMT non ha evocato
alcuna facilitazione significativa del’liMEP, mentre il CS 80% della AMT
facilitava significativamente 'tMEP all'intervallo di 15 ms. Questo risultato
¢ in accordo con quanto gia mostrato nei muscoli della lingua, dove ¢ stato
evidenziato che alti CS riducono I'inibizione ma aumentano la facilitazione

delle risposte motorie (Muellbacher et al., 2001).

TMS a singolo e doppio stimolo sull’emisfero destro.

Ci sono pochi studi di TMS che hanno che valutato una possibile
dominanza emisferica nel controllo motorio facciale (Triggs et al., 2005).
Nel nostro studio sia la distanza dell’hot spot dal vertice che la RMT e
PAMT relativi all’emisfero destro, non differivano significativamente,
rispetto ai dati raccolti per stimolazione dell’emisfero sinistro.
Analogamente, le caratteristiche dei MEPevocati dalla stimolazione
dell’emisfero destro non mostravano alcuna differenza significativa rispetto
ai MEP ottenuti per stimolazione dell’emisfero sinistro, n¢ in condizione di
riposo ne durante contrazione muscolare.

11 confronto dei valori della latenza all’onset e della latenza al picco non ha
mostrato alcuna differenza significativa tra iDAO (11.75%0.38 ms e
16.36%0.51 ms, rispettivamente) e cDAO (12.5120.41 ms e 16.5610.47 ms,
rispettivamente) a risposo. Questo potrebbe essere dovuto allo scarso
numero di soggetti testato (n=4). Per quanto riguarda le risposte registrate
durante contrazione volontaria, la latenza all’onset del cMEP (9.6610.21
ms) differiva significativamente dalla latenza all’onset delliMEP
(11.11£0.19 ms) (n=4). Lo stimolo test evocava risposte significativamente

maggiori nel cDAO rispetto alliDAO nella condizione di attivazione
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muscolare, analogamente a quanto accadeva per stimolazione dell’emisfero
sinistro. Al contrario, non vi era una differenza significativa di ampiezza
(p=0.066) tra cMEP ed iMEP nella condizione di riposo, probabilmente
sempre dovuta alla scarsa dimensione del campione (n=3). Lo studio
dell’eccitabilita corticale applicando il paradigma del doppio stimolo
allemisfero destro ha messo in evidenza Uleffetto dello stimolo
condizionante sul MEP. La SICI appariva operante nei circuiti intracorticali
dell’emisfero destro sia nella condizione di riposo che durante attivazione
muscolare. Lo studio degli intervaalli facilitatori a riposo non ha evidenziato
alcuna facilitazione del MEP ma solamente un trend (p=0.075). Non ¢ stata
inoltre riportata alcuna facilitazione del MEP nella condizione di attivita
muscolare.

I nostri dati non sono sufficienti a desumere che la ICF non opera nella
corteccia motoria facciale di destra, ma data la piccola dimensione del
campione testato, sono da considerarsi non conclusivi. Si rendono pertanto
necessari ulteriori studi su un campione piu ampio, nel quale andrebbe
anche tetato leffetto di intensita di CS maggiori, per provare 'assenza dei
circuiti facilitatori intracorticali in questo emisfero. Sempre Pesigua
dimensione del campione non ha permesso di eseguire la comparazione tra
iIDAO e ¢cDAO per stimolazione dell’emisfero destro. La valutazione
dell’effetto dell’emisfero stimolato sull’eccitabilita intracorticale, fatta
comparando la SICI e la ICF ottenute sul cDAO a riposo per stimolazione
destra e sinistra, non ha evidenziato alcuna differenza significativa tra
emisfero stimolato ed effetto degli ISI sull’ampiezza del MEP. Come detto
sopra, il campione limitato a pochi soggetti, non ci permette, al momento,di
affermare con certezza che i circuiti SICI ed ICF operano allo stesso modo

nell’emisfero destro e sinistro.
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In conclusione, sono necessari ulteriori studi per compredere se la SICI e la
ICF operano nella corteccia motoria destra della muscolatura inferiore della
faccia durante attivazione volontaria e per chiarire la natura del potenziale

registrato dal muscolo ipsilaterale.
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1. OBIETTIVI

E ben noto che che la corteccia motoria dei mammiferi ¢ plastica e capace
di riorganizzarsi in risposta a fattori lesivi, cambiamenti ambientali,
acquisizione di abilita o dopo ripetizione di semplici movimenti (Traversa et
al., 1997; Butefisch et al., 2000; Muellbacher et al., 2001b). Il potenziamento
e la depressione a lungo termine (LTP e LDT, rispettivamente) sono i
meccanismi cellulari ritenuti responsabili della plasticita corticale indotta
dall’apprendimento motorio (Cooke e Bliss, 2006; Stefan et al., 2000, 2002;
Wolters et al,, 200; Ziemann et al, 2004). Si pensa che un ruolo
fondamentale nella modulazione dell’efferenza motoria corticale sia giocato
dagli input afferenti (Asanuma e Pavlides, 1997; Chen et al., 1999;
Tokimura et al,, 2000; Sailer et al., 2002). L’integrazione del feedback
sensitivo afferente nella generazione dei comandi motori della corteccia
motoria primaria ¢ molto importante, come si puo concludere osservando
la grave compromissione del cammino e dei movimenti fini riscontrata in
pazienti con neuropatie sensitive a grosse fibre (Rothwell et al., 1982; Sanes
et al., 1985; Lajoie et al., 1990) e le alterazioni dei movimenti fini manuali e
dell’apprendimento motorio, in pazienti con disturbi del movimento
(Maertens de Noordhout et al, 1992). Come detto in precedenza, i

fenomeni dell'integrazione sensori-motoria edella plasticita corticale
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nell’'uomo, sono stati studiati in maniera estensivanella corteccia motoria
degli arti superiori e inferiori, soprattutto a livello della muscolatura della
mano. Il distretto motorio facciale presenta varie peculiarita
morfofunzionali rispetto ai distretti degli arti superiori ed inferiori. A
differenza del distretto della mano in cui sono presenti nervi misti nei quali
viaggiano sia le afferenze sensitive che le efferenze motorie, 'innervazione
motoria dei muscoli facciali ¢ di pertineza del nervo facciale mentre quella
sensitiva ¢ mediata dal nervo trigemino. I muscoli facciali possiedono pochi
o nessun fuso neuromuscolare (Voss, 1956; Lovell et al., 1977), non
agiscono su articolazioni e sono privi di recettori profondi, come gli organi
tendinei o 1 recettori articolari, e di fibre nervose afferenti muscolari
(Connor and Abbs, 1998; Cruccu et al., 1997; Lin and Sessle, 1995; Nordin
and Hagdarth, 1986, 1989; Popelle, 1993;Trulsson and Johansson. 2002;
Yildiz et al., 2007).

Nel presente lavoro, per la prima volta ¢ stato effettuato lo studio
dellintegrazione sensori-motoria e della modulazione della plasticita
corticale nella corteccia motoria facciale.

Gli obiettivi principali dello STUDIO 2 erano: (a) valutare gli effetti della
stimolazione di un nervo periferico utilizzando il protocollo SAIL; (b)
valutare la plasticita della muscolatura inferiore della faccia applicando il
protocollo di stimolazione associativa PAS; (c) individuare il corretto
intervallo interstimolo ISI per evocare la LTP nella corteccia motoria

facciale.
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2. MATERIALI E METODI

2.1. Soggetti

Quindici soggetti sani (6 maschi e 9 femmine) con eta media di 33.7£8
anni, tutti destrimani, hanno partecipato a questo studio, dopo aver dato
per iscritto i loro consenso informato. Il protocollo sperimentale,
approvato dal comitato etico locale, era in accordo con 1 principi etici
stabiliti dalla dichiarazione di Helsinki. Piu di un soggetto ha preso parte a
piu di un esperimento. Nessuno dei soggetti aveva storia di malattie
neurologiche. Durante gli esperimenti nessun soggetto ha manifestato
effetti collaterali. I soggetti erano seduti su una sedia confortevole con
suporto per il collo e la testa, e veniva loro chiesto di stare rilassati ma

concentrati durante tutto I’esperimento.

2.2. Registrazione dell’attivita EMG

I potenziali motori (MEP) evocati dalla TMS della corteccia facciale sinistra
sono stati registrati dal muscolo DAO destro, come esposto nel paragrafo
2.2 dello Studio 1. Nell’esperimento 4 ¢ stata registrata lattivita EMG dal
muscolo APB di destra, attraverso elettrodi di superficie standard (Ag—
AgCl) posizionati sul ventre muscolare (elettrodo  registrante),
sullarticolazione metacarpofalangea del primo dito (elettrodo di
riferimento) e sull’avambraccio (elettrodo di terra). Ai partecipanti, , veniva
chiesto, a seconda dell’esperimento, di mantenere il muscolo DAO
completamente rilassato o di effettuare una contrazione isometrica ad un
livello prestabilito (10% della massima contrazione volontaria, MVC) da
mantenere costante nel corso della registrazione. In questo compito erano
aiutati da un feedback visivo dell’attivita EMG, filtrata e rettificata e da un
feedback acustico. E stata registrata Iattivitt EMG rettificata e non

rettificata sia nel muscolo a riposo che durante contrazione muscolare. |
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segnali bioelettrici sono stati amplificati (x 1.000) attraverso 'amplificatore
Digitimer D360 (Digitimer Ltd, Welwyn Garden City, Herts, UK), filtrati
(banda passante 3—3.000 Hz) e campionati a 5 kHz, utilizzando una scheda
di conversione analogico digitale (power 1401, Cambridge Electronic
Design, Cambridge, UK) ed il software Signal 4 installato su un computer.
La finestra di analisi era di 200 ms (100 ms prima e 150 ms dopo lo stimolo

magnetico).

2.3. Stimolazione magnetica transcranica

La stimolazione magnetica transcranica ¢ stata effettuata utilizzando un coil
focale a farfalla connesso all’ unita Magstim 200 (Magstim Co., Whitland,
Dyfed, UK). Tutti gli esperimenti sono stati eseguiti posizionando il coil
sullo scalpo dell’emisfero sinistro con il manico che puntava indietro e
lateralmente (ruotato di circa 30° rispetto alla linea sagittale mediana),
approssimativamente perpendicolare al presunto orientamento del solco
centrale. Il punto ottimale (hot spot) per evocare un MEP nel muscolo
DAO ¢ stato attentamente cercato in ciascun soggetto e, una volta
individuato, ¢ stato marcato su una cuffia in cotone aderente alla testa per
permettere un corretto e ripetibile riposizionamento del coil nei successivi
esperimenti (vedi studio 1 paragrafo 2.3). Nell’esperimento 4 il punto
ottimale, per evocare il MEP soglia nel muscolo APB, ¢ stato attentamente
cercato in ciascun soggetto e, anche questo,marcato sulla cuffia di cotone al
fine di permettere un corretto e ripetibile riposizionamento del coil nei
successivi esperimenti. L’intensita di stimolazione ¢ stata espressa come
percentuale del massimo output dello stimolatore (% MSO). La soglia
motoria a riposo (RMT) e la soglia motoria attiva (AMT) sono state definite
per DAO e APB come nel paragrato 2.3 dello Studio 1, secondo le linee
guida IFCN (Rossini et al. 1994; Rothwell et al. 1999). Tutti gli stimoli
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successivi sono stati erogati ad un’intensita pari al 110% della RMT, poiché,
nei soggetti in cui la RMT era elevata, risultava difficile eseguire una

stimolazione prolungata. La frequenza di stimolazione era di 0.25 Hz.

2.4. Stimolazione elettrica periferica

La stimolazione elettrica (ES) ¢ stata applicata attraverso una coppia di
elettrodi di superficie standard (Ag—AgCl) posizionando il catodo
distalmente. Negli esperimenti 1-3 ¢ stata stimolata la branca mandibolare
del nervo facciale di destra; nell’esperimento 1 e 2 ¢ stata stimolato anche il
nervo mentale destro all’'uscita dal’omonimo forame; nell’esperimento 4 ¢
stato stimolato il nervo mediano al polso. Gli elettrodi stimolanti erano
connessi ad uno stimolatore a corrente continua (modello DS7; Digitimer,
Welwyn-Garden City, Herts, UK) che erogava singole onde quadre (200 us
di durata) ad una frequenza di 0.25 Hz. Lo stimolo elettrico (ES) erogato
era di intensita sufficiente ad evocare una risposta motoria periferica nei
muscoli DAO e APB negli esperimenti 1-4 (Tokimura et al.,, 2000). Tale
intensita di stimolazione viene definita soglia motoria elettrica (EMT).
mentre negli esperimenti 1 e 2, in cui si stimolava il nervo mentale, lo

stimolo era pari a due-tre volte la soglia percettiva.

2.5. Procedura sperimentale

Esperimento 1(Effett: della stimolazione di un nervo periferico sulla risposta evocata
dalla TNLS della corteccia motoria facciale).

Questo esperimento ¢ stato condotto su 13 dei soggetti arruolati nello
studio. F stato applicato il classico paradigma SAT (Tokimura et al., 2000)
che prevede la somministrazione di un primo stimolo elettrico (ES) seguito

da un secondo stimolo test (TS) magnetico. L’intensita del TS e dell’ES
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erano settate secondo le caratteriste descritte sopra (paragrafi 2.3 e 2.4). Gli
effetti indotti dall’utilizzo del paradigma SAI sono stati misurati nel
muscolo DAO sia a riposo che durante attivazione muscolare al 10% della
MVC, accoppiando la stimolazione della branca mandibolare del nervo
facciale destro e la corteccia motoria facciale controlaterale. Per il
protocollo SAI nel distretto motorio della mano sono utilizzati intervalli
interstimolo basati sulla latenza della componente N20 del potenziale
evocato sensitivo (SEP) del mediano. Non essendoci tali valori di
riferimento per il sisema facciale, sono stati valutati gli intervalli
interstimolo di 5, 10, 15, 20, 25 e 30 ms. Quattro soggetti sono stati studiati
due volte in giorni diversi, testando I'effetto della stimolazione del nervo
facciale e del nervo mentale, rispettivamente, sul muscolo DAO a riposo.
Intensita dello stimolo magnetico ed ISI erano gli stessi descritti sopra.
L’intensita dell’ES era circa tre volte superiore alla soglia percettiva del
soggetto (vedi metodi). Sono stati registrati dal DAO controlaterale 70
MEP (10 MEP condizionati per ciascuno dei 6 ISI testati e 10 MEP non
condizionati per il test), sia per la condizione di riposo che per quella
durante attivazione muscolare. I’ampiezza media di ciascun MEP
condizionato ¢ stata espressa come rapporto tra MEP condizionato/ MEP

test.

Esperimento 2 (effetti del protocollo PAS utilizzando 20 ms di IST sui muscoli facciali
a 1iposo ¢ durante attivazione (PAS ).

L’esperimento 2, aveva lo scopo di valutare gli effetti della stimolazione
associativa sul MEP dei muscoli facciali, sia in condizione di riposo che
durante contrazione muscolare. In 15 soggetti, ¢ stato somministrato il

protocollo PAS accoppiando la ES del nervo facciale con la TMS della
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corteccia motoria facciale controlaterale. Sono stati condotti esperimenti
pilota su 3 soggetti utilizzando la ES della branca mentale del nervo
trigemino per scegliere quale nervo periferico stimolare (PAS). Come
intervallo tra i due stimoli, elettrico e magnetico, ¢ stato usato un ISI di 20
ms. Questo intervallo ¢ stato scelto poiché corrisponde all’incirca alla
latenza al picco del MEP piu 5 ms, in accordo con il criterio utilizzato da
Prior e Stinear (2006) per i muscoli degli arti inferiori. I protocollo
consisteva di 200 coppie di stimoli ad una frequenza di 0.25 Hz (Ziemann
et al., 2004). Durante la stimolazione veniva chiesto al soggetto di mantere
la muscolatura facciale rilassata, di contare gli stimoli e di concentrarsi sul
muscolo DAO. Per valutare il protocollo PAS,, sono stati registrati 20
MEP dal muscolo DAO prima dell’applicazione della PAS (MEP pre) e
subito dopo (T0), dopo 10 (T10), 20 (T20) e 30 (T30) minuti, sia nella
condizione di riposo che nella condizione di attivazione muscolare. Gli
effetti del protocollo PAS,, sono stati misurati, confrontando 'ampiezza
media dei MEP basali con quella dei MEP registrati negli intervalli post-
PAS (T0-T30).

Esperimento 3 (effetti di diversi IS1 sul DAO a riposo).

Dei 15 soggetti arruolati nell’esperimento 2, 13 hanno partecipato a questo
esperimento. Tra Pesperimento due e tre intercorreva almeno una settimana
per evitare che ci fossero interferenze tra i due protocolli. Il protocollo PAS
era uguale a quello somministrato nell’esperimento 2 eccetto che per
I'intervallo interstimolo, che nel presente esperimento era 10 ms (PAS,)).
Gli effetti della PAS,;, sono stati misurati solo nella condizione di riposo,
confrontando le ampiezze medie (n=20) dei MEP registrati prima del
protocollo con quelle dei MEP ottenuti dopo 0, 10, 20 e 30 minuti dal
protocollo PAS,,,.
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Esperimento 4 (effetti della PAS ,, sul muscolo APB).

In nove soggetti ¢ stato valutato l'effetto della stimolazione elettrica del
nervo mediano accoppiata alla TMS dell’area motoria della mano
controlaterale, ad un ISI di 20 ms. Il protocollo PAS,;; consisteva di 200
coppie di stimoli (Ziemann et al., 2004). L’intensita di stimolo del nervo
mediano era circa tre volte la soglia percettiva ed era sufficiente ad evocare
una risposta motoria visibile nel muscolo APB. L’intensita della TMS era
settata al 110% della RMT. L’ampiezza del MEP test era piu bassa rispetto
a quella classicamente utilizzata in studi precedenti (Stefan et al.2000;
Wolters et al.2003; Ziemann et al.,, 2004) in modo che il MEP ottenuto
nel’APB fosse comparabile con quello ottenuto nel DAO. Sono stati
misurati 20 MEP dal muscolo APB prima dell’applicazione della PAS,,; e
subito dopo (T0), dopo 10 (T10), 20 (T20) e 30 (T30) minuti per valutare di
effetto del protocollo PAS ;.

Esperimento 5 (tDCS nella corteccia motoria facciale).

In tre soggetti studiati nell’esperimento 2 ¢ stata applicata, come
esperimento di controllo, la tDCS anodica in corrispondenza dell’area
motoria facciale, per valutare la possibilita di evocare L'TP con meccanismi
differenti da quelli implicati nella PAS. Dopo aver sgrassato e pulito la cute,
¢ stato ricercato ’hot spot corrispondente alla corteccia motoria facciale
tramite TMS e marcato il punto sullo scalpo con una penna dermografica.
In questo punto ¢ stato applicato 'elettrodo stimolante, mentre Pelettrodo
di riferimento ¢ stato posizionato sulla fronte, sopra orbita controlaterale.
I due elettrodi a spugna sono stati imbevuti di soluzione fisiologica. La
direzione della corrente utilizzata era quella efficace ad evocare LTP nella
corteccia motoria del distretto degli arti superiori ed inferiori (anodica)

come riportato da precedenti studi (Rev. In: Nitsche et al, 2008). Il
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protocollo tDCS consisteva nella somministrazione di corrente continua
per la durata di 13 minuti (pari alla durata del protocollo PAS) erogata
allintensita di 1 mA. Per evitare fastidi dovuti al brusco passaggio tra
stimolazione e non stimolazione, la corrente veniva gradualmente
aumentata e diminuita in fase di inizio e fine del protocollo,
rispettivamente. Gli effetti della tDCS sono stati misurati solo nella
condizione di riposo, confrontando le ampiezze medie (n=20) dei MEP
registrati prima del protocollo con quelle dei MEP ottenuti dopo 0, 10, 20 e
30 minuti dalla tDCS.

2.6. Analisi dei dati

Ianalisi statistica ¢ stata effettuata con il software SPSS versione 18 (SPSS
Inc, Chicago, Illinois USA) utilizzando Danalisi della varianza (ANOVA
per misure ripetute) o il test #di Student. Nel caso di valori significativi della
F, ¢ stata applicata l'analisi post hoc utilizzando il t test. Per tutte le analisi ¢
stato considerato significativo il valore della p < 0.05.

Nell’esperimento 1 per valutare leffetto della stimolazione elettrica
periferica sul MEP per 1 diversi ISIs ¢ stata applicata PANOVA per misure
ripetute utulizzando il fattore ISI (5, 10, 15, 20, 25 e 30 ms) come “within
subject factor”, separatamente per la condizione di riposo e di attivita
muscolare.

Nell’esperimento 2 e 5 ¢ stata utilizzata PTANOVA ad una via per valutare
gli effetti della PAS,, e della tDCS sul MEP dei muscoli facciali, utilizzando
il fattore “time course’ (10, T10, T20 e T30) come “within subject factor”, sui
MEP evocati nel DAO a riposo (PAS,, e tDCS) e durante contrazione
volontaria (PAS,).

Pilurzi Giovanna

Proprieta fisiologiche della corteccia motoria facciale nell’uomo: Studio dei circuiti intracorticali
facilitatori ed inibitori e modulazione della plasticita sinaptica

Tesi di Dottorato in Scienze Biomediche, Universita degli studi di Sassari.



95

Nell’esperimento 3 ¢ stata utilizzata PANOVA a due vie per misure
ripetute, con ISI (20 ms versus 10 ms) e “time course” come “within subject
factors”.

Nell’esperimento 4 ¢ stata utilizzata PANOVA per misure ripetute a due
vie, con “Muscolo” (DAO wversus FDI) e “time course” per confrontare
Ieffetto del protocollo PAS nel distretto facciale e della mano.

In caso di risultati significativi nel’ANOVA ad una via, ¢ stato utilizzato il
test di Fisher LSD come analisi post hoc per confrontare le ampiezze dei
MEP pre- e post-PAS. Per PANOVA a due vie, in caso di interazione
significativa, ¢ stato utilizzato il post hoc t test per campioni appaiati, per
confrontare gli effetti dei diversi ISI. Nei modelli lineari ¢ stata testata la
sfericita con il Mauchly’s test. Se necessario (Mauchly’s test <0.05) ¢ stata
applicata la correzione Greenhouse-Geisser. Tutti i dati se non

diversamente specificato sono stati espressi come media T errore standard.

3. RISULTATI

In tutti 1 15 soggetti studiati ¢ stato possible evocare i MEP dal muscolo
DAO controlaterale, sia a riposo che durante contrazione. La RMT era
50.54£0.19% mentre la AMT era 42.73%£0.18% del MSO, nelle due
rispettive condizioni sperimentali. Il valore medio della EMT per la
stimolazione del nervo facciale era 3.9720.08 mA, circa tre volte la soglia
percettiva del soggetto (1.4110.05 mA), intensita sufficiente a evocare una
risposta periferica nel muscolo DAO ipsilaterale. I valori medi di latenza
all’onset e al picco nel DAO a riposo erano 10.50£0.06 ms e 15.67£0.09
ms, rispettivamente. Nella condizione di attivazione la latenza all’onset era
9.55£0.06 ms e la latenza al picco 14.910.07 ms. Il Test # di Student ha

mostrato una differenza significativa di latenza all’onset sia a riposo che
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durante attivazione muscolare (p=0.011), mentre non c’era differenza di
latenza al picco. Le ampiezze medie del MEP evocato utilizzando il TS al
100% della RMT erano di 0.14620.02 mV per la condizione di riposo e
0.557%0.04 per 1 MEP registrati durante il 10% della MVC.

Esperimento 1(Effetti della stimolazione di un nervo periferico sulla risposta evocata
dalla TMS della corteccia motoria facciale).

In questo esperimento ¢ stato applicato il paradigma della SAI messo a
punto da Tokimura (2000) nei muscoli dell’eminenza tenar della mano, per
lo studio dell'integrazione sensori-motoria del sistema motorio facciale.
Sono stati testati gli effetti della stimolazione del nervo facciale sui MEP di
dodici soggetti nella condizione di riposo e di nove soggetti durante
attivazione muscolare. I’ANOVA ad una via non ha messo in evidenza
alcun effetto significativo della stimolazione del nervo facciale sul MEP del
DAO, per nessuno degli 1SI testati, sia nella condizione di riposo che
durante attivazione muscolare (figura 1A). Sui quattro soggetti in cui ¢ stato
testato leffetto della stimolazione del nervo mentale sul DAO a riposo,
come per la stimolazione del nervo facciale, non ¢ stato evidenziato alcun

effetto significativo, per nessuno degli intervalli testati (figura 1B).
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A: Effetti della ES sul cMEP a riposo e durante
attivazione
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B: Effetti della stimolazione facciale e trigeminale
sul cMEP a riposo
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Figura 1

Negli istogrammi sono riportati gli effetti della stimolazione elettrica periferica sul
cMEP. A: Effetti della stimolazione elettrica del nervo facciale sul cMEP nella
condizione di riposo (SAI rest) e diattivazione muscolare (SAI active). B: Effetti della
stimolazione del nervo facciale (facial nerve) e mentale (mental nerve) sul cMEP a
riposo. Non ¢ stato evidenziato alcun cambiamento significativo nell’ampiezza dei MEP
condizionati dallo stimolo elettrico. I dati sono mostrati come media * errore standard
(barre di errore).
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Esperimento 2 (effetti del protocollo PAS utilizzando 20 ms di IS1 sui muscoli facciali
a r1iposo e durante attivazione (PAS ;).

La domanda a cui si voleva rispondere in questo esperimento era se la
stimolazione ripetitiva della corteccia motoria attraverso due vie
indipendenti, ma che arrivavano in maniera sincrona a livello corticale,
fosse in grado di indurre cambiamenti duraturi nell’eccitabilita corticale
dell’area facciale, in analogia a quanto accade per i muscoli degli arti. Gli
esperimenti pilota condotti su tre soggetti per testare gli effetti della
stimolazione del nervo mentale o facciale hanno messo in evidenza che la

PAS

« non dava aumenti di ampiezza del MEP ma addirittura un trend
inibitorio (dati non analizzati per esiguita del campione). Invece, la
stimolazione ripetitiva del nervo facciale, effettuata 20 ms prima della
stimolazione magnetica della corteccia motoria facciale controlaterale
(protocollo PAS,) ha provocato un’aumento di ampiezza del MEP a riposo
da un valore medio di 0.146+0.12 mV ad un valore di 0.192+£0.14 mV
(p=0.001), ha indotto, cio¢ un aumento medio dell’'mpiezza del MEP del
32%, in tutti 1 soggetti testati eccetto 2. L’ampiezza del MEP in condizione
di contrazione volontaria prima del protocollo PAS era 0.543£0.42 mV,
mentre dopo la PAS,, era 0.576+0.37 mV. Il t test di Student non ha
evidenziato alcuna differenza significativa tra i MEP in attivazione
muscolare registrati prima e dopo la PAS. L’analisi della varianza ad una via
per misure ripetute ha messo in evidenza un effetto significativo del “zme
course” (MEP  pre, TO, T10, T20 e T30) sullampiezza del MEP
controlaterale, nella condizione di riposo (p=0.024). L’analisi post hoc ha
rivelato una differenza significativa tra i MEP pre e 1 MEP registrati al TO
(p=0.013), T10 (p=0.007), T20 (p=0.005) e¢ T30 (p=0.023). ’ANOVA non
ha messo in evidenza alcun effetto significativo nella condizione di

attivazione muscolare (figura 2).
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Effetti della PAS 20ms ISI sul cMEP a riposo e durante attivazione
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Figura 2

Negli istogrammi sono riportati gli effetti del protocollo PAS,;, sul MEP a riposo
(Resting Condition) e durante attivazione muscolare (Active Condition). Si pud notare
un significativo aumento di ampiezza del MEP per tutti gli intervalli post-PAS testati
nella condizione di riposo. Al contrario, non ¢ stato evidenziato alcun cambiamento
significativo nell’ampiezza dei MEP attivato volontariamente. Le ampiezze (Amplitude)
sono state espresse come Ratio tra MEP condizionato e non condizionato. Asterischi:
p<0.05. I dati sono mostrati come media * errore standard (barre di errore).

Esperimento 3 (effetti di diversi IST sul DAO a riposo).

Per esaminare se 20 ms ISI fosse I'intevallo migliore per evocare LTP nella
corteccia motoria facciale ¢ stato testato 'ISI di 10 ms. L’effetto del
protocollo PAS;, sul MEP a riposo ¢ stato testato in 13 soggetti che
avevano partecipato all’esperimento 2. IANOVA a due vie (ISI*time
course) ha mostrato un’interazione significativa tra ISI e “Zme conrse”
(p=0.015). L analisi post hoc eseguita separatamente per il protocollo PAS, e
PAS,, utilizzando loil t test di Student, ha messo in evidenza che I’'ISI di 10
ms non era efficace nel facilitare 'ampiezza del MEP per nessuno degli

intervalli post-PAS testati. Invece il protocollo PAS in cui si utilizzava un
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ISI di 20 ms era in grado di facilitare il MEP per tutti gli intervalli testati
(TO p=0.017; T10 p=0.001; T20 p=0.015; T30 p=0.045). I risultati sono

mostrati nella figura 3.

Effetti dei protocolli PAS,q e PAS, sul cMEP a riposo
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Negli istogrammi sono riportati gli effetti del protocollo PAS,, e PAS,, sul MEP a
riposo. Si pud notare un significativo aumento di ampiezza del MEP per tutti gli
intervalli post PAS,,. Non ¢ stato evidenziato invece alcun cambiamento significativo

nell’ampiezza dei MEP dopo somministrazione del protocollo PAS,,. Le ampiezze
sono state espresse come Ratio tra MEP condizionato e non condizionato. Asterischi:
p<0.05. I dati sono mostrati come media * errore standard (barre di errore).

Esperimento 4 (effetti della PAS ,, sul muscolo APB).

Per valutare se leffetto facilitatorio ottenuto sul muscolo DAO con la
PAS,, era simile a quello ottenuto applicando lo stesso protocollo al
distretto motorio della mano, abbiamo comparato gli effetti della
stimolazione ripetitiva del nervo facciale accoppiata con la TMS della
corteccia motoria facciale con gli effetti ottenuti accoppiando la
stimolazione del nervo mediano con la TMS dell’area motoria della mano.

IANOVA a due vie con “muscolo” (DAO wversus APB) e “time course” non
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ha evidenziato alcuna differenza di muscolo stimolato, time course e
interazione muscolo*time course, suggerendo che entrambi i protocolli

sono facilitatori.

Esperimento 5 (tDCS nella corteccia motoria facciale).

Nell’esperimento di controllo su tre soggetti in cui ¢ stata applicata la tDCS
anodica in corrispondenza dell’area motoria facciale, TANOVA a due vie
con “Protocollo” (PAS,, versus tDCS) e “time course” non ha evidenziato
alcuna differenza di protocollo, time course e interazione protocollo*time

course, suggerendo che entrambi i protocolli sono facilitatori (figura 4).

Effetti dei protocolli PAS,, e tDCS sul cMEP a riposo
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Negli istogrammi sono riportati gli effetti del protocollo PAS,, e tDCS sul MEP a
riposo. Si puo notare che entrambi i protocolli facilitano il MEP per tutti gli intervalli
testati. Le ampiezze sono state espresse in mV. I dati sono mostrati come media *
errore standard (barre di errore).
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4. DISCUSSIONE

Il presente studio ha dimostrato per la prima volta che accoppiando la
stimolazione del nervo facciale con la TMS della corteccia motoria facciale
controlaterale ¢ possibile indurre cambiamenti plastici nel sistema motorio
facciale. Nonostante cio, un dato sorprendente emerso dai nostri
esperimenti ¢ la mancanza dell'inibizione afferente del MEP corticale per

stimolazione periferica.

Apprendimento motorio e plasticita corticale nel distretto facciale.

Si pensa che, nell'uomo sano, l'integrazione dell’input sensitivo con 'output
motorio che abbia un ruolo fondamentale non solo nel controllo dei
movimenti fini, ma anche nell’apprendimento motorio (Asanuma e
Pavlides, 1997). Nel distretto motorio della mano, la stimolazione
accoppiata dell’afferenza sensitiva con l'efferenza motoria permette di
testare tale integrazione sensori-motoria (Tokimura et al., 2000; Classen et
al., 2000). Nel classico protocollo di SAI sull’arto superiore, Tokimura
(2000) ha dimostrato che, affinche lafferenza esercitasse un effetto
inibitorio, gli intervalli interstimolo dovevano essere compresi tra 19 e 25
ms, circa 1-5 ms maggiori della latenza della N20 del SEP del nervo
mediano, che ¢ considerato convenzionalmente come il tempo che impiega
I'impulso afferente dall’arto superiore, trasportato dal nervo mediano, ad
arrivare alla corteccia somatosensitiva controlaterale. Lo stesso principio di
accoppiamento di stimolo sensitivo e stimolo motorio ad un intervallo
interstimolo pari alla latenza della N20 + 5 ms ¢ alla base del protocollo
PAS messo a punto da Stefan et al. (2000) per indurre LTP nella corteccia
motoria dell’arto superiore. Si ritiene che le afferenze muscolari siano di
importanza fondamentale per il controllo motorio e, probabilmente, anche

per la plasticita della corteccia motoria (Hulliger, 1993). Considerato cio, si
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puo ipotizzare che la plasticita indotta dal protocollo PAS sia strettamente
dipendente dal tipo di stimolazione, che nel caso del nervo mediano eccita
principalmente afferenze dai meccanocettori, ma non dai fusi
neuromuscolari (Kunesch, 1995). Questo risultato puo indicare che le
afferenze cutanee sono quelle principalmente coinvolte nella plasticita
indotta dalla PAS in assenza di contrazione volontaria.

La stimolazione del nervo facciale nel paradigma “SAI” non ha indotto
alcuna modificazione significativa del MEP, per nessuno degli intervalli
interstimolo testati, né a riposo né durante attivazione volontaria al 10%
della MVC. Una ragione per questa mancanza di effetto puo essere che nel
nostro set up sperimentale non siamo stati in grado di produrre una scarica
afferente sufficientemente intensa e sincrona da inibire il MEP. Nel nostro
studio, oltre la stimolazione elettrica del nervo facciale, ¢ stato testato
Peffetto della stimolazione elettrica del nervo mentale, branca sensitiva del
trigemino, agli stessi ISI utilizzati per la stimolazione del nervo facciale.
Anche la stimolazione dell’afferenza puramente sensitiva non ha modificato
I'ampiezza del MEP, per nessuno degli intervalli interstimolo testati.
Un’altra ipotesi potrebbe essere che lintegrazione sensorimotoria della
faccia sia organizzata in maniera diversa rispetto al distretto della mano,
proprio come avviene per l'arto inferiore, per la diversita delle funzioni che
questi distretti svolgono (Roy e Gorassini, 2008; Bikmullina et al., 2009).
Tuttavia, nonostante I’assenza di modulazione del MEP da parte della
stimolazione periferica utilizzando il paradigma SAI, la stimolazione
ripetitiva accoppiata del nervo facciale con la stimolazione magnetica della
corteccia motoria facciale controlaterale, utilizzando un ISI di 20 ms, si ¢
dimostrata efficace nel facilitare la risposta motoria a riposo nella
muscolatura inferiore della faccia, in analogia a quanto accade nel distretto

mototio della mano e dell’arto inferiore. Possiamo affermare che si tratta di
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un fenomeno dovuto alla LTP poiché la plasticita indotta dal protocollo
PAS,, durava almeno 30 minuti (come dimostrato dalla facilitazione
significativa per tutti gli intervalli post-PAS testati). Non erano necessari
lunghi periodi di stimolazione per indurre cambiamenti duraturi del MEP
(la durata del protocollo era circa 13 minuti). Inoltre il confronto con la
tDCS, altro metodo utilizzato per evocare LTP nella corteccia motoria
(Rev in: Nitsche and Paulus, 2000 ), non ha evidenziato differenze tra i due
protocolli. I cambiamenti indotti dalla PAS,, nelle ampiezze dei MEP a
riposo dipendevano dalla convergenza temporale della stimolazione della
via periferica. Infatti il protocollo PAS che utilizzava 10 ms come ISI non
evocava nessun aumento significativo del MEP , ma bensi un effetto
inibitorio in buona parte dei soggetti testati. Un altro dato a favore di un
fenomeno di LTP era che il protocollo PAS applicato alla corteccia motoria
facciale non mostrava differenze di effetto se paragonato al protocollo
applicato alla corteccia motoria dei muscoli della mano.

Dire qualcosa sulla differenza di meccanismi PAS e tDCS
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CONCLUSIONI

I risultati del nostro lavoro contribuiscono a chiarire alcuni aspetti
importanti della fisiologia del sistema motorio facciale.

Nello STUDIO 1 abbiamo dimostrato che anche l'area motoria che
proietta ai motoneuroni facciali che controllano la muscolatura inferiore del
volto ¢ regolata dai circuiti inibitori a breve latenza (SICI) e facilitatori
(ICF), sia a riposo che durate attivazione muscolare. Questo risultato ha
chiarito i dati contrastanti in letteratura, dimostrando che 1 circuiti inibitori
GABAergici e quelli facilitatori glutamatergici operano nella corteccia
motoria facciale delluomo sano anche in condizione di attivazione
muscolare. Questo dato ¢ estremamente interessante se consideriamo che la
corteccia motoria facciale ¢ spesso sede di disturbi del movimento in cui tali
circuiti risultano alterati, e proprio per le caratteristiche della patologia (vedi
le distonie craniofacciali, spasmo emifacciale, tic, ecc) che comportano una
attivazione pressoche perenne della muscolatura, rendendo difficile se non
impossibile lo studio della muscolatura a riposo.

Inoltre 1 dati ottenuti suggeriscono ulteriormente la bilateralita ed
asimmetria delle proiezioni cortico-facciali dirette alla muscolatura inferiore
del volto. Vanno approfonditi gli studi sulla stimolazione dell’emisfero
destro, in cui sono stati dimostrati la SICI e la ICF solamente nella
condizione di riposo, risultato dovuto probabilmente al piccolo numero di
soggetti testatl.

Nello STUDIO 2 ¢ stato dimostrato per la prima volta che ¢ possibile
evocare L'TP nella corteccia motoria della muscolatura facciale a riposo
nonstante Poutput motorio facciale sembri non essere influenzato dalla

stimolazione periferica. E stato dimostrato che la LTP puo essere indotta
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solo nel MEP a riposo, stimolando il nervo facciale e non il nervo
trigemino, utilizzando come intervallo interstimolo 20 ms. Questo dato
suggerisce che i meccanismi fisiologici alla base dell’apprendimento nel
sistema motorio facciale sono analoghi a quelli del sistema motorio degli
arti superiori ed inferiori. Sono necessari ulteriori studi per chiarire se in
questo distretto sia possibile anche evocare LTD e quale sia Iintervallo
interstimolo da utilizzare, considerando che I'ISI di 10 ms solo in una parte
del campione da noi testato. Altro punto da chiarire ¢ come mai la
stimolazione delle afferenze sensitive cutanee trigeminali non ¢ stata in
grado di modulare Peccitabilita della corteccia motoria facciale se nel
distretto motorio della mano anche la sola stimolazione delle terminazioni
nervose delle dita evoca LTP. Per quanto riguarda il controllo motorio e
I'integrazione sensorimotoria nel distretto facciale, andrebbero fatti ulteriori
studi sul ruolo delle influenze emotive sottocorticali o delle influenze
troncoencefaliche che potrebbero giocare un ruolo importante nel controllo

e nell’esecuzione dei movimenti del viso.
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