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Sommario

La Stimolazione Magnetica Transcranica (TMS) & una tecnica neurofisiologica che
permette di modulare I'attivita cerebrale tramite brevi impulsi magnetici, in ma-
niera non invasiva. L’elettroencefalografia (EEG) registra in tempo reale l'attivita
elettrica del cervello. L’unione di TMS e EEG consente di stimolare specifiche aree
cerebrali e osservare direttamente la risposta alla stimolazione. Tuttavia, la combi-
nazione delle due tecniche e ancora oggi una sfida, in quanto 'impulso TMS genera
degli artefatti sul segnale EEG che coprono il segnale cerebrale di interesse.

In questo elaborato ¢ stata condotta un’analisi dell’artefatto da stimolo TMS su
EEG, con l'obiettivo di comprenderne la natura e le cause che lo generano, cercando
di ridurre il piu possibile il suo impatto.

A questo proposito, sono stati sviluppati diversi protocolli sperimentali. Inizial-
mente, dieci soggetti sani sono stati sottoposti a un protocollo conforme a quelli
comunemente utilizzati in ambito clinico, permettendo di identificare i principali
problemi discussi in letteratura. Le prove successive, invece, sono state eseguite su
un solo soggetto e su un fantoccio, per indagare le variabili che possono influenzare
Partefatto TMS su EEG, in termini di morfologia, ampiezza e durata. In particola-
re, in corrispondenza a stimoli con intensita utilizzate frequentemente in clinica, si
¢ osservata la presenza di saturazione dell’amplificatore EEG e un artefatto di lun-
ga durata e con poca ripetibilita nella forma. Quindi, per determinare ’ampiezza
minima in grado di saturare il sistema, e stato condotto un test di linearita, segui-
to da prove in condizioni di assenza e presenza di saturazione, variando parametri
come l'intensita, la frequenza di campionamento e la dinamica dell’amplificatore. 1
segnali EEG registrati sono stati successivamente analizzati e elaborati offline per
caratterizzare 'artefatto da stimolazione in ogni condizione sperimentale.

I risultati hanno mostrato che l'artefatto indotto dalla TMS sullEEG é inevi-
tabile, ma che la sua durata e variabilita possono essere significativamente ridotte
ponendo 'attenzione sulla dinamica dell’amplificatore EEG, la frequenza di campio-
namento, il filtro anti-aliasing, I'impedenza del contatto elettrodo-cute e la sincro-
nizzazione tra i due sistemi. Selezionando opportunamente tali parametri, e stato
osservato un artefatto di brevissima durata e con una forma molto ripetibile tra
impulsi successivi, rendendolo meno impattante sul segnale cerebrale e piu facile da
trascurare o rimuovere.
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Unita di misura e simboli

Le unita di misura utilizzate nell’elaborato seguono il Sistema Internazionale (SI).
Di seguito sono riportate le principali:

\Y% Volt

mV millivolt

nv microvolt

mVpy, ampiezza picco—picco in millivolt
A Ampere

Hz Hertz

s secondo

ns microsecondo

ms millisecondo

Q Ohm (resistenza elettrica)

pps Pulses per second (impulsi al secondo, Hz)



Capitolo 1

Anatomia e fisiologia del cervello

1.1 Struttura del sistema nervoso centrale

Il sistema nervoso centrale (SNC) ¢ composto dal midollo spinale e dall’encefalo,
suddiviso a sua volta in tronco encefalico, cervelletto e cervello. Il suo compito e
ricevere le informazioni, elaborarle, generare una risposta e inviare ’ordine di agire
ai muscoli o alle ghiandole [1]. In Fig. 1.1 ¢ mostrata la visione laterale delle parti
costituenti il sistema nervoso centrale.

Il midollo spinale si trova all’interno della colonna vertebrale e collega il cer-
vello al resto del corpo e viceversa. E coinvolto in tre tipi di attivita funzionali:
elaborazione sensitiva, risposte motorie e riflessi. Il tronco encefalico si trova
alla base del cervello e permette la connessione diretta con il midollo spinale. Le
funzioni del tronco encefalico includono il controllo motorio e sensitivo, la regola-
zione di funzioni autonome come la respirazione, la mediazione di risposte riflesse,
I’elaborazione e la trasmissione di funzioni nocicettive, oltre al suo coinvolgimento
nello stato di veglia e nella regolazione del sonno. Il cervelletto ¢ localizzato nel-
la parte posteriore del cervello ed e associato al movimento, alla coordinazione e
all’equilibrio. Il cervello ¢ una delle componenti fondamentali dell’organismo e le
sue funzioni sono varie e numerose: controlla i movimenti volontari e involontari, il
respiro e le funzioni cognitive superiori. Il cervello & contenuto nella scatola cranica
ed ¢ costituito all’esterno dalla materia grigia, che forma la corteccia cerebrale, e
all'interno dalla materia bianca, composta da assoni mielinici [2].

1.1.1 Struttura del cervello

I cervello ¢ diviso in due emisferi da una profonda fessura longitudinale: 1’emisfero
destro e ’emisfero sinistro, i quali rimangono in contatto e comunicano tramite il
corpo calloso. Ciascun emisfero puo essere suddiviso in quattro lobi: frontale, parie-
tale, occipitale e temporale. I quattro lobi sono separati da tre scissure principali:
centrale, laterale e parieto-occipitale. La scissura centrale si estende da una posizio-
ne postero-mediale a una antero-laterale e separa il lobo frontale dal parietale. La
scissura parieto-occipitale separa il lobo parietale dall’occipitale, mentre la scissura
laterale ¢ un solco orizzontale situato lateralmente e separa il lobo temporale dal
frontale e dal parietale [3]. In Fig. 1.2 sono mostrati i quattro lobi cerebrali.
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Anatomia e fisiologia del cervello

cervelletto

midollo spinale

Figura 1.1: Visione laterale delle parti costituenti il sistema nervoso centrale: midollo
spinale, tronco encefalico, cervelletto e cervello.

Ogni lobo ¢ specializzato in specifiche funzioni [2][3]:

e Lobo frontale: comprende la corteccia motoria primaria, I’area premotoria,
I’area di Broca e la corteccia prefrontale. La corteccia motoria primaria e
I’area premotoria sono responsabili dell’inizio dei movimenti volontari. L’area
di Broca, che si trova nell’emisfero sinistro, ¢ deputata al linguaggio. La
corteccia prefrontale, infine, & coinvolta nei processi legati alla personalita,
alla capacita previsionale e all’intuito.

e Lobo parietale: comprende la circonvoluzione postcentrale che corrisponde
approssimativamente alla corteccia dell’area somatosensitiva primaria, respon-
sabile della lettura corticale iniziale delle informazioni tattili e propriocettive.
Una parte del lobo parietale dell’emisfero sinistro ¢ coinvolta nella compren-
sione del linguaggio e la parte rimanente contribuisce all’orientamento nello
spazio e nel tempo.

e Lobo occipitale: ¢ coinvolto nelle funzioni visive. Riceve le informazioni dal
campo visivo controlaterale degli occhi e le elabora e interpreta.

e Lobo temporale: una piccola porzione del lobo temporale costituisce la cor-
teccia uditiva primaria. Comunica con I'ippocampo ed e partecipe in risposte
emozionali e viscerali; inoltre, ¢ coinvolto in attivita complesse riguardanti
I’apprendimento e la memoria. L’area di Wernicke ¢ responsabile della com-
prensione del linguaggio e si trova solitamente nel giro temporale superiore
nell’emisfero sinistro.
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lobo frontale e lobo parietale

I\ ) 1\ Iobooccipitale

lobo temporale

Figura 1.2: Visione laterale dei lobi del cervello. Creato con BioRender

1.1.2 Cellule del sistema nervoso

Le cellule che compongono il sistema nervoso centrale sono i neuroni e le cellule
gliali. I neuroni, pur condividendo caratteristiche simili alle altre cellule, hanno
la capacita di comunicare in modo preciso e rapido. Questa proprieta e dovuta a
due caratteristiche: hanno un alto grado di asimmetria morfologica e funzionale e
sono eccitabili elettricamente e chimicamente. Le cellule gliali, invece, sono meno
eccitabili, ma le loro membrane contengono proteine trasportatrici che facilitano
'assorbimento di ioni e proteine, fornendo supporto e protezione ai neuroni [4].
Esistono centinaia di diversi tipi di neuroni ma tutti condividono tre componenti
principali, come mostrato in Fig. 1.3:

e Corpo cellulare: chiamato anche soma, ¢ il centro metabolico della cellula.
Contiene il nucleo, che ospita i geni della cellula, e il reticolo endoplasmatico,
dove vengono sintetizzate le proteine.

e Dendriti: rappresentano ’apparato principale per ricevere segnali provenienti
da altre cellule nervose. Solitamente sono corti e si ramificano ad albero a
partire dal corpo cellulare.

e Assone: si estende per una certa distanza dal corpo cellulare e trasporta
segnali ad altri neuroni. Un assone puo trasmettere segnali su distanze che
vanno da 0.1 mm a 2 m. Molti assoni sono isolati da una guaina mielinica
che viene interrotta in delle porzioni chiamate nod: di Ranvier. La conduzione
del potenziale d’azione salta da un nodo di Ranvier all’altro, rendendo la
propagazione piu veloce.

I neuroni possono presentare corpo cellulare, dendriti ed assoni di diversa forma
e queste differenze permettono di classificarli in modo diverso. Ad esempio, le cellule
piramidali hanno un corpo cellulare approssimativamente triangolare, con i dendriti
che emergono sia dall’apice che dalla base: si tratta delle cellule caratterizzanti la
corteccia cerebrale. Tuttavia, piu che la forma, cio che distingue un neurone da
un altro e il numero di processi che derivano dal corpo cellulare. Secondo questa
classificazione i neuroni si dividono in tre grandi gruppi, mostrati in Fig. 1.4 :
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assone mielinizzato

nucleo

\ corpo cellulare
= osoma

dendriti

Figura 1.3: Struttura anatomica del neurone. Creato con BioRender.

e Unipolari: sono i pitt semplici poiché sono costituiti da un solo processo che
si ramifica, un ramo funge da assone e gli altri funzionano come strutture
riceventi.

e Bipolari: sono caratterizzati da due processi, una struttura dendritica e un
assone. I neuroni recettori che trasmettono segnali di tatto, pressione e dolore
al midollo spinale sono varianti di cellule bipolari chiamate cellule pseudo-
unipolari.

e Multipolari: predominano nei vertebrati. Hanno un singolo assone e molti
dendriti che emergono dal soma.

Unipolare Bipolare Multipolare

Figura 1.4: Classificazione strutturale dei neuroni.
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L’ultima classificazione viene fatta in base alla funzione dei neuroni:

e Neuroni sensoriali: o neuroni afferenti, trasportano informazioni dalla peri-
feria al sistema nervoso. Permettono la percezione e la coordinazione motoria.

e Neuroni motori: o neuroni efferenti, trasportano le informazioni dal sistema
nervoso centrale ai muscoli o alle ghiandole.

e Interneuroni: permettono la comunicazione tra neuroni sensoriali e motori.
Sono suddivisi in relé e locali. 1 rele hanno lunghi assoni e trasmettono segnali
su lunghe distanze, i locali hanno assoni corti e creano connessioni vicine.

Si tratta di classificazioni generali ma e importante ricordare che ogni classe funzio-
nale puo essere ulteriormente suddivisa.

Le cellule gliali sono la seconda categoria di cellule del sistema nervoso e sono
pit numerose dei neuroni. Tra di esse troviamo: astrociti, oligodendrociti, cellule
di Schwann, microglia ed ependimociti. Hanno diversi ruoli, rispettivamente: forni-
scono supporto metabolico ai neuroni, formano la guaina mielinica, contribuiscono
alla difesa immunitaria del sistema nervoso e favoriscono la circolazione del liquido
cerebrospinale [4].

1.2 Funzionamento del cervello

L’attivita del cervello e resa possibile grazie alla comunicazione tra i neuroni, che
trasmettono informazioni attraverso segnali elettrici e chimici. Gli impulsi elettrici
sono chiamati anche potenziali d’azione (PA) e nascono in una regione vicino all’as-
sone. L’assone permette inoltre la propagazione del potenziale d’azione, che viene
trasmesso alla cellula bersaglio tramite le sinapsi.

1.2.1 Potenziale d’azione

Il potenziale d’azione e una breve inversione del potenziale di membrana cellulare
che passa da circa -70 mV a +30 mV. Quando il potenziale di membrana supera
una certa soglia, vi € un cambiamento rapido in esso che genera il PA. Il potenziale
d’azione ¢ caratterizzato da diverse fasi [5]:

e Depolarizzazione: causata dall’apertura dei canali dello ione sodio che porta
un flusso di ioni sodio all’interno della cellula. Si tratta della fase di salita del
potenziale di membrana.

e Ripolarizzazione: ¢ causata dall’inattivazione dei canali del sodio e I'apertu-
ra dei canali del potassio. C’e un flusso di ioni potassio che escono dalla cellula
causando la ricaduta del potenziale d’azione che torna ad essere negativo.

e Iperpolarizzazione: fase in cui il potenziale ¢ pitl negativo rispetto al po-
tenziale di riposo, e dura fino alla chiusura dei canali del potassio.
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I canali del sodio si inattivano quando la membrana e fortemente depolarizzata
e non possono attivarsi nuovamente in questo periodo, impedendo la generazione
di un altro potenziale d’azione. Questo intervallo & noto come periodo refrattario
assoluto. Esiste anche un periodo refrattario relativo, che si verifica nella fase di
iperpolarizzazione; in questo caso puo essere generato un potenziale d’azione, ma e
necessario uno stimolo piu forte. La Fig. 1.5 illustra il potenziale d’azione con le sue
fasi caratteristiche.

m\{)

depolarizzazione ripolarizzazione

stimolo

Potenziale di membrana (

iperpolarizzazione

Tempo (ms)

Figura 1.5: Potenziale d’azione.

1.2.2 Sinapsi

Il trasferimento delle informazioni ¢ chiamato trasmissione sinaptica. La sinapsi e
il luogo dove c’e la trasmissione delle informazioni da un neurone all’altro e gene-
ralmente e localizzata tra il terminale dell’assone e i dendriti. Ci sono due tipi di
sinapsi: le sinapsi chimiche e elettriche. Le sinapsi chimiche utilizzano i neurotra-
smettitori, trasportati all’interno di vescicole, per trasmettere il segnale, un esempio
¢ mostrato in Fig. 1.6 . Tra le membrane della cellula pre- e post-sinaptica c¢’¢ una
distanza visibile al microscopio, che ¢ maggiore per una sinapsi chimica rispetto ad
una sinapsi elettrica. Quest’ultima consente il passaggio diretto della corrente da
un neurone all’altro senza la dipendenza dai neurotrasmettitori. Il ritardo sinaptico
nelle sinapsi elettriche e significativamente piu breve rispetto alle sinapsi chimiche
[6]. Le sinapsi chimiche sono le prevalenti e a seconda della tipologia di neuro-
trasmettitore rilasciato possono aumentare o diminuire la probabilita che la cellula
post-sinaptica produca un potenziale d’azione. Il neurotrasmettitore puo dunque
avere un effetto eccitatorio o inibitorio [5]. L’output di un neurone in realta dipende
dagli input di diversi neuroni, ognuno con un suo grado di influenza. La somma e il
processo che determina se un potenziale d’azione puo essere generato combinando
gli effetti inibitori e eccitatori dei diversi segnali.
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La somma puo essere [4]:
e Somma spaziale: somma di input provenienti da diversi neuroni.

e Somma temporale: somma di input ripetuti dallo stesso neurone pre-sinaptico
nel tempo.

Una proprieta delle sinapsi chimiche ¢ una notevole capacita di cambiamenti a bre-
ve termine che aumentano o diminuiscono l'efficacia sinaptica. I cambiamenti a
lungo termine possono dare origine ad ulteriori cambiamenti fisiologici che portano
ad alterazioni anatomiche. Le sinapsi chimiche sono modificate funzionalmente e
anatomicamente attraverso I’apprendimento e ’esperienza. I cambiamenti nell’ef-
ficacia delle connessioni sono in genere a breve termine, le alterazioni anatomiche
sono a lungo termine. Questa plasticita funzionale conferisce ad ognuno la propria
individualita.

. *L%f"*ﬁ
:RI“ 3 t‘

neurotrasmettitore
vescicole

Ca2+
e

terminale presinaptico

spazio sinaptico I: ~
T4t

terminale postsinaptico

ry

Figura 1.6: Sinapsi chimica. Creato con BioRender.
Illustrazione della, comunicazione tramite sinapsi chimica. Quando la
membrana presinaptica viene depolarizzata, si aprono i canali del calcio
e il calcio entra nella cellula. Le vescicole contenenti il neurotrasmet-
titore si fondono con la membrana e permettono il passaggio del neu-
rotrasmettitore nello spazio sinaptico. Il neurotrasmettitore si lega ai
recettori della membrana postisinaptica causando una depolarizzazione
del neurone postsinaptico.
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Capitolo 2

Elettroencefalografia

L’elettroencefalografia e una tecnica neurofisiologica che permette di registrare I’at-
tivita elettrica del cervello. I neuroni generano dei potenziali elettrici che vengono
acquisiti e registrati sotto forma di segnale elettroencefalografico, o elettroencefalo-
gramma (EEG).

2.1 Introduzione al segnale EEG

Il segnale EEG e una misura delle variazioni di potenziale che riflettono I'attivita dei
neuroni posti nella corteccia cerebrale e viene solitamente registrato tramite elettrodi
posti sul cuoio capelluto. L’attivita elettrica dei neuroni si manifesta tramite la
generazione di potenziali d’azione e di potenziali post-sinaptici. Tuttavia, poiché
il contributo dei potenziali d’azione al campo elettrico registrato ¢ trascurabile,
I’EEG e principalmente dovuto alla somma dei potenziali post-sinaptici, che sono
generati in modo sincrono dai neuroni piramidali corticali e che si estendono fino
alla superficie [7].

La testa e formata da tre strati principali: il cuoio capelluto, il cranio e il cervello;
tra questi strati sono inoltre presenti altri tessuti, tra cui connettivo, fibroso ed
epiteliale. Siccome il segnale viene attenuato da ogni strato presente tra le cellule
cerebrali e gli elettrodi, solo grandi popolazioni di neuroni possono generare un
potenziale sufficientemente elevato da poter essere rilevato in superficie [8]. Inoltre,
I’attivita sincronizzata di specifici neuroni piramidali corticali riduce il fenomeno di
cancellazione e facilita cosi I'acquisizione del segnale [9)].

L’EEG registrato in assenza di uno stimolo esterno ¢ detto EEG spontaneo; il se-
gnale generato in risposta a uno stimolo interno o esterno e chiamato Potenziale
correlato all’evento (ERP, Event-Related Potential) [7].

Il primo scienziato ad aver scoperto e studiato i potenziali elettrici del cervello
fu Richard Caton (Regno Unito, 1842-1926), il quale fu in grado di registrare I’at-
tivita elettrica del cervello in alcuni animali. Negli stessi anni, molti altri scienziati
approfondirono lo studio dei principi del'EEG, ma ¢ ad Hans Berger (Germania,
1873-1941) che viene attribuito il merito di aver scoperto e misurato per primo 'EEG
umano, iniziando la sua ricerca nel 1920 [8].
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L’evoluzione del’EEG e stata un processo continuo, che ha portato allo svilup-
po di studi clinici, sperimentali e computazionali. Oggi, 1'elettroencefalografia e
ampiamente usata in ambito medico e scientifico, grazie al fatto che € una tecnica
facilmente accessibile, flessibile, economica, portatile e sicura. Viene impiegata in
molteplici applicazioni biomediche, tra cui I'identificazione di disturbi neurologici,
'esplorazione di processi cognitivi (memoria, percezione, attenzione), l’analisi del
sonno, la localizzazione di aree danneggiate da infortuni, ictus o tumori, il moni-
toraggio dell’epilessia, il controllo dell’anestesia e I'implementazione di interfacce
cervello-computer (BCI). Inoltre, il segnale EEG puo essere integrato con altre mo-
dalita di imaging, come la risonanza magnetica (MRI), la spettroscopia nel vicino
infrarosso (NIRS) e la tomografia a emissione di positroni (PET), in modo da rag-
giungere una conoscenza piu approfondita sulla funzione e struttura del cervello

10].

2.2 Caratteristiche del segnale EEG

Il segnale EEG e un segnale complesso, caratterizzato dall’essere non gaussiano, non
stazionario e non lineare [11]. Puo essere considerato un segnale casuale, in quanto
deriva dalla sovrapposizione di milioni di potenziali post-sinaptici nello stesso volu-
me di prelievo. Siccome e prodotto da moltissime sorgenti, ¢ variabile sia in termini
di ampiezza che in termini di frequenza.

Un segnale EEG tipico, misurato con elettrodi posizionati sul cuoio capelluto, ha
un’ampiezza compresa tra i 10 pV e i 100 pV, che puo essere distinta in bassa
(<30 pV), media (30-70 pV) e alta (>70 V). La banda di frequenza del segnale
EEG si estende da circa 0.5 Hz a 100 Hz ed e suddivisa in 5 bande contigue, che
verranno descritte in seguito.

Il segnale EEG puo essere caratterizzato secondo diverse prospettive:

e Morfologia: la morfologia di un segnale EEG si riferisce alla presenza di
una frequenza dominante con un andamento ripetitivo. Si parla di polimor-
fismo quando i potenziali che si succedono appartengono alla stessa banda di
frequenza, ma presentano diversa periodicita e ampiezza. Il monomorfismo
indica invece la successione regolare di potenziali aventi la stessa frequenza, e
spesso anche la stessa ampiezza.

e Topografia: la definizione delle aree cerebrali attive, ovvero le regioni in cui
un evento elettrico si manifesta, viene determinata sulla base della suddivisione
anatomica del cervello in lobo frontale, parietale, occipitale e temporale, sia
nell’emisfero destro che in quello sinistro.

e Simmetria: due segnali EEG si definiscono simmetrici se si presentano su
entrambi gli emisferi con frequenza, ampiezza e durata confrontabili (anche in
momenti successivi). Se invece un segnale ¢ presente in un solo emisfero, o se
ha caratteristiche diverse sui due lati, viene considerato asimmetrico.
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e Sincronia: si definiscono sincroni i segnali che presentano determinati eventi
elettroencefalografici contemporaneamente sui due emisferi, altrimenti vengo-
no considerati asincroni.

L’EEG ¢ caratterizzato da un’elevata risoluzione temporale, che permette di
monitorare l'attivita neurale con molta precisione. Tuttavia, la risoluzione spaziale
risulta scarsa, in quanto il segnale registrato sul cuoio capelluto e il risultato della
sovrapposizione casuale di molteplici sorgenti cerebrali.

In generale, le caratteristiche dei segnali EEG sono molto variabili, in quanto
dipendono da persona a persona e variano in base allo stato fisiologico e cogni-
tivo del soggetto al momento della registrazione. Inoltre, fattori come l'eta, lo
stato psicologico e le condizioni ambientali possono influenzare significativamente il
segnale.

2.3 Bande del segnale EEG

Per interpretare l'attivita cerebrale, ¢ fondamentale studiare le caratteristiche
spettrali del segnale EEG. L’analisi in frequenza ¢ uno dei criteri piu affidabili
per individuare disturbi cerebrali e per approfondire diversi processi neurali.

Sono state identificate cinque bande di frequenza, che corrispondono a cinque diversi
ritmi, ciascuno associato a specifici stati cognitivi. Queste bande di frequenza, rias-
sunte in Tab. 2.1 e rappresentate in Fig. 2.1, sono: delta (§), theta (#), alpha («),
beta () e gamma (), in ordine crescente di frequenza. Il passaggio da un ritmo a
un altro avviene in maniera graduale all’interno del segnale.

Ritmo ‘ Frequenza (Hz) ‘ Ampiezza (uV)

delta 0.5-4 20-200
theta 4-8 5-100
alpha 8§13 1-200
beta 13-30 1-20
gamma >30 1-20

Tabella 2.1: Bande di frequenza del segnale EEG.

e delta (0): 0.5-4 Hz. Il ritmo § & il piu lento in frequenza, ma & quello che
presenta ’ampiezza maggiore. Questo succede perché 'EEG ¢ dato dalla som-
ma di segnali di numerosi neuroni, percio a bassa frequenza e statisticamente
pit probabile che si verifichino dei processi di somma (interferenza costrut-
tiva), che portano a segnali complessivi di maggiore ampiezza. Negli adulti,
la banda delta ¢ associata al sonno profondo o a condizioni patologiche come
Iipossia cerebrale. Nel cervello dei neonati, invece, queste onde sono normali
e predominanti [12].

e theta (¢): 4-8 Hz. La banda 6 ¢ associata all’attivita del subconscio. Queste
onde possono essere osservate durante la fase di addormentamento o sonno
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leggero. Possono derivare anche da episodi di meditazione e rilassamento pro-
fondo. Il ritmo theta & considerato anormale in soggetti adulti svegli, ma e
normale in bambini sotto i 13 anni. Stimola inoltre la produzione di ormoni
della crescita, di serotonina, che aumenta il rilassamento e allevia il dolore, e
di ormone corticale, importante per la memoria e apprendimento [12].

e alpha («): 813 Hz. Le onde alpha sono associate al rilassamento mentale,
in uno stato cosciente ma senza attenzione o concentrazione [8]. Sono spesso
registrate in adulti svegli con gli occhi chiusi. Questa banda rappresenta un
ponte tra la mente cosciente e il subconscio. Anche in questo caso viene
prodotto 'ormone serotonina che induce rilassamento [12].

e beta (f): 13-30 Hz. La banda beta puo essere ulteriormente suddivisa in: 1
(14-16 Hz), $2 (17-20 Hz) e $3 (20-30 Hz). Questo ritmo corrisponde a un
aumento di attivita neurale nella corteccia cerebrale ed ¢ associato a uno stato
di attenzione (1) e concentrazione (52) [9].

e gamma (v): 30-100 Hz. La banda gamma rappresenta onde cerebrali ad alta
frequenza associate alla percezione sensoriale e ai processi cognitivi [9]. Le
onde 7 sono associate alla tensione e concentrazione e sono registrate durante
lo stato di maggior attenzione, lucidita e prontezza. Possono verificarsi anche
in condizioni di stress mentale [12].

Alpha

Theta

Delta

0 Tempo (s) 1.0

Figura 2.1: Esempi di forme d’onda dei cinque ritmi cerebrali nel’EEG normale.
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2.4 Modalita di acquisizione

L’acquisizione del segnale EEG puo essere classificata in due categorie principali:
invasiva e non invasiva. L’acquisizione invasiva richiede I'inserimento di elettrodi ad
ago nella corteccia cerebrale, o in altre regioni del cervello, permettendo di registra-
re il segnale intracranico. In questo caso, I'ampiezza del segnale risulta maggiore,
tra 10 e 20 mV, in quanto vengono bypassati molti tessuti che solitamente causano
attenuazione [10]. D’altra parte, I’acquisizione non invasiva usa elettrodi posizionati
sulla superficie del cuoio capelluto, senza necessita di impiantare elettrodi. Attual-
mente, la maggior parte dei metodi di acquisizione del segnale EEG ¢ non invasiva
ed e questa modalita che sara approfondita nel seguito.

Gli elettrodi utilizzati nel’EEG non invasivo sono solitamente di tipo circolare
e vengono posizionati direttamente sul cuoio capelluto. In base all’applicazione, il
numero di elettrodi puo variare da 1 a 256, permettendo la registrazione del segnale
in parallelo (registrazione multicanale) [13]. Gli elettrodi possono essere fissati con
un adesivo (come il collodio) o possono essere inseriti in una cuffia che aderisce alla
testa. Per ottenere un segnale di buona qualita, ¢ importante che la resistenza di
connessione sia bassa, solitamente inferiore a 5 k{2, percio il sito di acquisizione deve
essere adeguatamente pulito (con acqua o alcol) e viene applicato un gel o una pasta
conduttiva tra gli elettrodi e il cuoio capelluto [7].

Poiché il segnale EEG rappresenta una differenza di potenziali, il tipo di prelievo
puo essere di due tipologie, schematicamente illustrate in Fig. 2.2:

e bipolare: ogni canale rappresenta la differenza di potenziale registrata tra
due elettrodi adiacenti.

e monopolare: ogni canale registra la differenza di potenziale tra l’elettrodo
attivo e un elettrodo di riferimento, posizionato in una regione non elettrica-
mente attiva, come 'orecchio. In alternativa, si puo utilizzare come riferimento
la media degli output di tutti i canali.

Montaggio bipolare Montaggio monopolare

Fp2
Fp2
+ Fp2-F8
F8 F8

T4 T4

p2 - Ref

¢

T4 -Ref

T6

T6

T6 - Ref
Ref

YYY

Figura 2.2: Schema elettrico di un montaggio bipolare (a sinista) e monopolare (a
destra). Gli amplificatori differenziali ricevono il segnale dai due ingressi e amplifi-
cano la differenza di potenziale presente.
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L’EEG dipende fortemente dalla localizzazione degli elettrodi, dato che D'ar-
chitettura del cervello non e uniforme e la corteccia ¢ organizzata in diverse aree
funzionali [13]. E quindi importante utilizzare uno standard per posizionare gli
elettrodi sul cuoio capelluto: sistema 10-20 (Fig. 2.3), definito dalla Federazione
Internazionale delle Societa per I’Elettroencefalografia e la Neurofisiologia Clinica
(IFCN) [8]. Questo sistema di posizionamento degli elettrodi ¢ stato sviluppato per
garantire una standardizzazione nelle registrazioni EEG, in modo da migliorare la
comparabilita e affidabilita dei dati tra diversi studi e la riproducibilita dei dati di
uno stesso soggetto nel tempo. Lo standard 10-20 e pensato per il posizionamento
di un minimo di 21 elettrodi, ma puo essere esteso per includere piu elettrodi, in
base alle necessita dello studio. Esistono inoltre altre varianti, come i sistemi 10-10 e
10-5, che utilizzano una maggiore densita di elettrodi, per applicazioni piu avanzate
o specifiche [14].

Il sistema 10-20 si basa sulla relazione tra la localizzazione di un elettrodo e
I’area cerebrale sottostante. I numeri 10 e 20 si riferiscono alla distanza effettiva
tra elettrodi adiacenti, pari al 10% o al 20% della distanza totale anteriore-posteriore
o destra-sinistra del cranio [13]. Le posizioni degli elettrodi sono determinate da due
punti di riferimento: il nasion (N), che si trova tra la fronte e il naso, a livello degli
occhi, e I'inion (I), che & la prominenza ossea alla base del cranio sulla linea mediana
nella parte posteriore della testa. Ogni posizione, e di conseguenza ogni elettrodo e
canale, e identificata da una lettera, che si riferisce al lobo cerebrale sottostante, e da
un numero, che indica la posizione e ’emisfero cerebrale corrispondente. Le lettere
B, T, 'CY, P e 'O’ si riferiscono rispettivamente ai lobi Frontale, Temporale,
Centrale, Parietale e Occipitale. I numeri pari indicano le posizioni sull’emisfero
destro, mentre i numeri dispari quelle sull’emisfero sinistro. La 'z’ si riferisce a un
elettrodo posizionato sulla linea mediana [13].

Nasion

10%(

Sy
Nasion

point

Figura 2.3: Schema del sistema internazionale 10-20 per il posizionamento di 21
elettrodi EEG: vista laterale (piano trasversale, a sinistra) e vista dall’alto (piano
mediano, a destra).

Per ottenere le informazioni desiderate, il segnale grezzo registrato dagli elettrodi
deve essere amplificato e filtrato, in modo da essere adeguato alla visualizzazione e
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al successivo processing.

2.5 Artefatti

Il segnale EEG e altamente sensibile alla contaminazione di artefatti, poiché e carat-
terizzato da un’ampiezza molto piccola. Gli artefatti sono potenziali elettrici inde-
siderati, che provengono da sorgenti non cerebrali. Questi devono essere identificati
e rimossi, in modo da migliorare 'interpretabilita del segnale.

Gli artefatti possono avere origine elettrica, come la presenza di altri dispositivi
elettromagnetici, o origine meccanica, come il movimento di cavi o elettrodi. Inoltre,
i segnali EEG sono anche influenzati da segnali fisiologici, come il movimento degli
occhi o attivita muscolare. Nello studio EEG tradizionale, questi contributi fisiolo-
gici registrati nel segnale, non provenienti dal cervello, sono considerati artefatti in
quanto provocano distorsioni del segnale di interesse. Tuttavia, possono fornire in-
formazioni aggiuntive riguardo i processi cognitivi, se analizzati separatamente [15].
Un ulteriore problema dell’acquisizione del segnale EEG e il rumore, che puo so-
vrapporsi al segnale di interesse ed ¢ generalmente meno identificabile rispetto agli
artefatti. La maggior parte del rumore e generata sia nel cervello (rumore interno)
che sul cuoio capelluto o dal sistema di acquisizione (rumore esterno o di sistema)
8].

Per ridurre 'impatto di rumore e artefatti sul segnale EEG, il metodo piu im-
mediato e l'utilizzo di filtri, progettati in modo da non introdurre modifiche o
distorsioni al segnale. Tuttavia, questi risultano efficaci solo se la banda di frequen-
za del segnale e dell’interferenza non si sovrappongono. I filtri passa-alto hanno
solitamente una frequenza di taglio di 0.5 Hz e sono utilizzati per rimuovere i di-
sturbi a bassa frequenza, come 'artefatto del respiro. Al contrario, il rumore ad
alta frequenza viene attenuato da filtri passa-basso, con frequenze di taglio intorno
a b0-70 Hz. L’interferenza di rete puo invece essere ridotta tramite un filtro notch
(rigetta-banda), centrato alla frequenza di 50 Hz [8]. Nel caso in cui gli spettri del
segnale e del disturbo sono invece sovrapposti, € necessario ricorrere a tecniche al-
ternative, come filtri adattivi, il filtro di Wiener e il filtro di Bayes. I filtri adattivi
assumono che il segnale e I'artefatto siano scorrelati e regolano dinamicamente i
coefficienti adattandosi alle caratteristiche dell’artefatto, attraverso un algoritmo di
ottimizzazione [15]. 1l filtro di Bayes, invece, € una tecnica di predizione, che usa il
segnale registrato per stimare lo stato del'EEG basandosi sulla probabilita [15]. 11
filtro di Wiener, infine, ¢ una tecnica parametrica, basata su un approccio statistico,
che produce un filtro lineare tempo-invariante il quale minimizza I’errore quadratico
medio tra il segnale stimato e quello originale [16]. Oltre ai filtri, esistono numero-
se tecniche per la rimozione di artefatti e rumore, tra cui la regressione lineare, la
separazione cieca delle sorgenti (BSS), le trasformate wavelet (WT), I’analisi delle
componenti principali (PCA) e I'analisi delle componenti indipendenti (ICA).

Non esiste un metodo unico e universalmente ottimale per la rimozione degli
artefatti; la scelta dell’algoritmo piu adatto dipende dal tipo di segnale EEG, dal-
I’artefatto presente nella registrazione, dal livello di contaminazione e da altri fattori
[16].
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Capitolo 3

Stimolazione Magnetica
Transcranica (TMS)

La stimolazione magnetica transcranica e una tecnica neurofisiologica emergente
per lo studio e la valutazione dello stato funzionale della corteccia cerebrale, con
applicazioni in ricerca, terapia e diagnostica [17].

3.1 Principi di funzionamento TMS

La stimolazione magnetica transcranica (TMS) ¢ una tecnica non invasiva per la
stimolazione locale del cervello, in cui i neuroni corticali vengono attivati in ma-
niera elettromagnetica. Viene applicato un campo magnetico tramite una bobina
posizionata esternamente; la bobina magnetica induce delle correnti elettriche nella
corteccia cerebrale, che a loro volta attivano i neuroni (Fig. 3.1).

La TMS si basa sul principio dell’'induzione elettromagnetica: un impulso di cor-
rente, breve e intenso (~5kA), che passa in una bobina genera un campo magnetico
di durata inferiore a 1 ms e intensita di circa 2 Tesla; a sua volta, questo campo
magnetico induce un campo elettrico, la cui intensita e proporzionale alla velocita
con cui varia la corrente nella bobina [18]. La relazione ¢ formalmente espressa dalla
legge di Faraday (1831):

- 0B

VxE= 7T (3.1)
dove E & il campo elettrico indotto e Bil campo magnetico generato dalla bobina.
Se la bobina e posizionata sulla testa del soggetto, il campo magnetico attra-
versa, senza provocare dolore, il cuoio capelluto e il cranio, inducendo un campo
elettrico nell’area cerebrale di interesse, che porta all’attivazione dei neuroni corti-
cali. La TMS depolarizza sia i neuroni piramidali che gli interneuroni nella corteccia
cerebrale, in base all’orientamento e all'intensita del flusso di corrente indotto nel

tessuto corticale [19].
I dispositivi per la TMS comprendono due componenti principali: un generatore
di impulsi e una bobina elettromagnetica posta sulla testa del soggetto, a contatto
con il cuoio capelluto. Il generatore controlla la forma d’onda e 'ampiezza del-
I'impulso TMS, mentre il design e il posizionamento della bobina determinano la
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coil di stimolazione

corrente indotta

linee del campo magnetico

\ﬁ g

Figura 3.1: Stimolazione Magnetica Transcranica su soggetto.

distribuzione spaziale del campo elettrico indotto nel cervello [20]. Esiste poi un’u-
nita di controllo che consente all’'utente di selezionare i parametri e le tempistiche di
stimolazione. Il generatore di impulsi contiene uno o piu booster, ovvero condensato-
ri in grado di accumulare energia e trasferirla in un tempo molto breve, consentendo
una rapida variazione di corrente che massimizza l'induzione magnetica. In Fig. 3.2
e rappresentato lo schema circuitale di un dispositivo per TMS.

LOGICA
CONTROLLO
1
~J
M
i o
SW1 SW
RETT
Vg k T LPF ==
STAB

Figura 3.2: Schema circuitale dispositivo TMS

La tensione principale viene innalzata tramite il trasformatore M e suc-
cessivamente rettificata (da alternata a continua). Il filtro passa-basso
(LPF) e lo stabilizzatore regolano e mantengono costante il valore della
tensione DC. E presente poi un condensatore, rappresentativo di un si-
stema di condensatori, che costituisce ’elemento di accumulo di energia.
Il carico finale del circuito € invece rappresentato dalla bobina di stimo-
lazione, modellizzata con un induttore. Il flusso di corrente & controllato
dagli interruttori SW1 e SW2, pilotati dalla logica di controllo. Il fun-
zionamento del circuito si alterna tra due stati principali: SW1 chiuso
e SW2 aperto: il condensatore & collegato all’alimentazione stabilizzata
e si carica; SW1 aperto e SW2 chiuso: il condensatore e collegato al ca-
rico e lenergia accumulata si scarica velocemente attraverso il circuito
induttivo.

16



Stimolazione Magnetica Transcranica (TMS)

La bobina puo avere forme diverse, e questo influisce sulle prestazioni della TMS.
I1 design piu semplice e la bobina circolare, formata da un singolo avvolgimento. La
stimolazione risultante da questo tipo di bobina e poco focalizzata e di dimensioni
comparabili a quelle dell’avvolgimento. Un’altra possibile configurazione ¢ la bobina
a 8 o a farfalla, in cui due coil circolari sono affiancati, con la corrente che scorre in
direzioni opposte nei due avvolgimenti. Questo tipo di bobina e il pitu utilizzato, in
quanto permette di avere un campo elettrico indotto molto maggiore e piu focalizzato
in corrispondenza dell’intersezione tra i due anelli della bobina, come mostrato in
Fig. 3.3. Una variazione della bobina a forma di 8 e la bobina a doppio cono, dove
i due anelli presentano un diametro maggiore, in modo da aumentare la profondita
della stimolazione. Inoltre, gli anelli sono inclinati, per migliorare I'accoppiamento
del campo magnetico con il cervello [20].

(@) Coil circolare (b)Coil a 8 0 a farfalla

Figura 3.3: Coil di stimolazione TMS e distribuzione di campo elettrico nel tessuto.

L’intensita massima del campo elettrico indotto dalla TMS e sempre superficiale
e diminuisce rapidamente all’aumentare della distanza dal punto di stimolazione.
Inoltre, il campo elettrico generato da bobine focalizzanti si attenua piu velocemen-
te rispetto a quello non focalizzato, risultando in un compromesso tra la profondita
della stimolazione e la precisione spaziale della focalizzazione [20]. Tuttavia, 'atti-
vazione trans-sinaptica dei neuroni su cui gli assoni eccitati incidono indurra correnti
postsinaptiche che provocano un’eccitazione o inibizione secondaria delle strutture
connesse piu profonde. I potenziali postsinaptici sono soggetti a sommatoria spaziale
e temporale. Se la sommatoria e sufficientemente ampia, le correnti postsinaptiche
daranno luogo a un segnale EEG misurabile [21].

3.2 Protocolli di stimolazione

Esistono diversi protocolli di stimolazione TMS, che hanno reso la tecnica applicabile
a diversi ambiti. Tra questi metodi troviamo la TMS a singolo impulso e a coppia
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di impulsi, utilizzati principalmente come strumento di diagnosi o ricerca, e la TMS
ripetitiva, che invece ha un obiettivo terapeutico ottenuto principalmente attraverso
effetti inibitori ed eccitatori [22].

e Singolo impulso: la TMS a singolo impulso consiste in una serie di impulsi
singoli che produce risposte istantanee i cui effetti decadono immediatamente.
Si possono misurare ’ampiezza e la latenza della risposta e utilizzare i risultati
come strumento di diagnostica o di indagine. Una delle principali applicazioni
e nel campo motorio: il potenziale motorio indotto (MEP) & un potenziale che
si puo suscitare in un’area della corteccia motoria, che genera una contrazione
del muscolo controlaterale. In patologie come la sclerosi multipla, ad esempio,
la risposta arriva con una latenza maggiore rispetto ai soggetti sani.

e Coppia di impulsi (Paired-Pulse TMS): la stimolazione TMS a coppia
di impulsi si compone di impulsi appaiati separati da un intervallo variabile,
che serve ad aumentare I’entita della risposta. Come nel caso precedente, ven-
gono tendenzialmente usati come strumento di indagine o diagnosi. Una delle
principali applicazioni ¢ la misura dell’integrita delle connessioni neurali per
individuare traumi, patologie del motoneurone, tumori e lesioni. Si possono
sfruttare anche per la mappatura della corteccia cerebrale.

e Stimolazione ripetitiva (rTMS): la stimolazione TMS ripetitiva consiste
in un treno di impulsi a bassa o ad alta frequenza. A bassa frequenza, in par-
ticolare per frequenze minori di 1 Hz, si ha un effetto inibitorio. Per frequenze
maggiori di 2-5 Hz si ha un effetto eccitatorio. Si tratta di una tipologia di sti-
molazione usata come strumento di tipo riabilitativo: sfrutta la modulazione
dell’eccitabilita corticale indotta dalla stimolazione ripetitiva e il suo effetto
nel comportamento delle reti neurali.

3.3 Effetti della TMS

Le correnti elettriche indotte nel cervello dalla TMS possono provocare una depola-
rizzazione delle membrane neuronali, causando I'apertura dei canali ionici voltaggio-
dipendenti e portando alla generazione di potenziali d’azione. Le attivazioni sinap-
tiche che ne derivano, sia eccitatorie che inibitorie, si riflettono direttamente nel se-
gnale EEG, che registra la distribuzione delle correnti post-sinaptiche, permettendo
di studiare gli effetti corticali della stimolazione magnetica [23].

In termini di energia richiesta, la stimolazione magnetica ¢ generalmente un
metodo poco efficiente per ottenere una risposta neuronale, rispetto alla stimolazione
elettrica transcranica (TES), in quanto richiede alta potenza per raggiungere la
soglia di attivazione [20]. La TMS, tuttavia, ha il vantaggio importante di essere
tollerabile: il cranio e essenzialmente trasparente al campo magnetico, percio il cuoio
capelluto non viene praticamente stimolato. Di conseguenza, la TMS ¢ generalmente
indolore e non e necessaria anestesia. Questo consente al paziente di essere lucido
durante le sedute sperimentali e puo essere incluso svolgendo dei task assegnati.

La stimolazione con TMS produce delle risposte caratteristiche nel’lEEG, chia-
mate TMS-Evoked Potentials (TEPs), che possono durare fino a 300 ms. I potenziali
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evocati dalla TMS si ottengono isolando le risposte elettroencefalografiche sincro-
nizzate con la TMS e appaiono come una forma d’onda complessa, composta da una
serie di picchi e valli a latenze specifiche. Ognuno di questi viene nominato con una
lettera, N o P, che indica la polarita (negativa o positiva), e un numero, che corri-
sponde alla latenza approssimativa della registrazione (in ms) [24]. Le ampiezze e
latenze dei TEP permettono di studiare le funzioni di specifiche strutture e percorsi
corticali, in condizioni sia fisiologiche che patologiche.

Una delle applicazioni maggiormente utilizzate della TMS ¢ lo studio dell’area
motoria primaria: se lo stimolo magnetico viene emesso sulla corteccia primaria,
con intensita adeguata, viene indotta una risposta elettromiografica, detta poten-
ziale evocato motorio (MEP), che puo essere registrata dal muscolo controlaterale
al sito di stimolazione [17]. Questo & utile, ad esempio, per normalizzare 1'intensita
della stimolazione in base alla soglia di attivazione individuale del soggetto, definita
come 'ampiezza minima che evoca una risposta motoria da un muscolo periferico
(spesso il pollice) [20]. Successivamente, la TMS & anche stata usata per la stimola-
zione di aree corticali non motorie, la cui risposta deve essere misurata direttamente
dal cervello. E stato dimostrato che influenza sia Pattivita delle aree sottostanti il
coil, ma anche le strutture corticali distanti dal sito di stimolazione, probabilmente
attraverso connessioni sinaptiche e circuiti neuronali [17]. Questo principio ¢ alla
base di numerose applicazioni cliniche, tra cui il trattamento della depressione mag-
giore, il disturbo ossessivo-compulsivo, le emicranie, la riabilitazione post-ictus e il
controllo del dolore cronico [25].

La co-registrazione del segnale EEG, ad alta risoluzione temporale, con la TMS
permette di studiare ’evoluzione temporale delle componenti attivate dalla stimo-
lazione, permettendo cosi di valutare non solo la reazione evocata direttamente, ma
anche la distribuzione temporale e spaziale del campo magnetico [17].

3.4 Artefatti

L’integrazione della stimolazione magnetica transcranica con 1’elettroencefalografia
permette di studiare in tempo reale gli effetti della stimolazione. Tuttavia, la regi-
strazione del’EEG durante la TMS puo risultare tecnicamente complessa, in quanto
influenzata da una serie di artefatti, fisiologici e strumentali, in aggiunta alle tipiche
sorgenti di rumore presenti nellEEG.

L’artefatto maggiormente indotto dalla stimolazione TMS e l'artefatto elet-
tromagnetico. Questo artefatto nasce dall’'impulso magnetico che induce correnti
elettriche nei circuiti e nei cavi EEG. Ad esempio, un forte impulso magnetico (2-
3 Tesla), genera un campo elettrico di 100 mV/mm, producendo picchi nel segnale
EEG di ampiezza superiore di molti ordini di grandezza rispetto alla normale attivita
neurale [26]. Inoltre, essendo I'ampiezza del segnale dell’ordine di numerosi Volt,
questo artefatto puo portare alla saturazione dell’amplificatore del’EEG, limitando
I'uso dell’acquisizione simultanea EEG-TMS [21]. Per risolvere questo problema, &
stata introdotta una nuova procedura di co-registrazione, in cui viene utilizzato un
circuito sample-and-hold controllato dall’attivazione dell'impulso TMS: il segnale
viene bloccato per alcuni millisecondi immediatamente dopo la stimolazione, in mo-
do da evitare la saturazione dell’amplificatore e permettere la registrazione dellEEG
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successivo alla risposta neurale alla TMS. Bloccare gli amplificatori non permette
di studiare, pero, cosa accade durante e immediatamente dopo la stimolazione. Esi-
ste percio una categoria di amplificatori di nuova generazione, compatibili con la
TMS, che permettono la registrazione continua del segnale EEG evitandone la satu-
razione grazie a un’ampia dinamica d’ingresso e componenti resistenti a variazioni
magnetiche intense [27]. Questo artefatto ¢ seguito da una componente lenta, chia-
mata artefatto di decadimento o artefatto di scarica che puo essere costituito da
diverse componenti di decadimento con costanti di tempo diverse. Gli impulsi elet-
tromagnetici possono anche caricare capacita parassite che si scaricano e producono
un artefatto a decadimento non esponenziale sul segnale registrato, che puo durare
diverse decine di ms. Ad esempio, la regione compresa tra l'area coperta dal gel
conduttivo e lo spazio extracellulare ionico acquoso degli strati cutanei profondi,
separati dallo strato corneo dell’epidermide che funge da dielettrico idrofobico, si
comporta come un condensatore [28].

Un altro artefatto che deriva dalla strumentazione TMS e [’artefatto da ricari-
ca, che si verifica quando il condensatore del dispositivo deve essere ricaricato dopo
I'impulso. Questo artefatto puo apparire come un picco, un brusco salto del segnale
o un decadimento esponenziale, in base al dispositivo TMS usato. Negli stimolatori
TMS pitu nuovi, la tempistica di ricarica del condensatore puo essere regolata ma-
nualmente; impostandola fuori dalla finestra temporale di interesse, 'artefatto da
ricarica puo essere ignorato [21].

Un artefatto comune di origine meccanica e quello da movimento di elettrodi,
causato dal movimento dell’elettrodo contro il gel elettrolitico e di quest’ultimo con-
tro la pelle. Puo verificarsi per diversi motivi: la vibrazione del coil TMS trasmessa
agli elettrodi tramite contatto diretto, la forza magnetica repulsiva causata dalla
corrente elettrica indotta, movimenti della testa provocati dall’'impulso magnetico,
I'operatore o la bobina che tocca gli elettrodi [21].

Esistono poi degli artefatti fisiologici, che rientrano nei segnali non desiderati e
possono confondersi con i TEP, rendendo piu difficile 'interpretazione. Uno dei piu
comuni e l'artefatto causato dal movimento degli occhi e dalla chiusura delle palpe-
bre. I movimenti oculari possono essere spontanei o provocati dall’impulso TMS; i
primi influenzano meno il segnale, in quanto non sono sincronizzati con 1’attivazione
della TMS, quindi indipendenti e piu facilmente isolabili [21]. L’impulso TMS puo
anche attivare muscoli facciali o del cuoio capelluto, con conseguente registrazione
di potenziali muscolari di grande ampiezza nel segnale EEG. La riduzione dell’inten-
sita della TMS o 'uso di bobine piu piccole e piu focali puo essere utile per ridurre
I'artefatto muscolare [21]. Infine, la TMS attiva anche alcuni sistemi sensoriali, ri-
sultando in potenziali evocati sensoriali nel’EEG. In particolare, la scarica del coil
della TMS provoca un rumore di click, che causa un potenziale evocato uditivo con
una latenza che coincide con il picco del TEP in risposta alla stimolazione. Una
possibile soluzione potrebbe essere far indossare al soggetto delle cuffie protettive
che mascherino la componente uditiva del coil [19].

Il segnale piu informativo in una forma d’onda TEP e l'attivazione corticale
generata dall'impulso magnetico, priva di fonti di artefatti strumentali e fisiologici.
Questo segnale, privo di interferenze, & cio che puo essere definito TEP vero. Viene
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ottenuto quando le fonti indesiderate vengono completamente eliminate dai TEP,
senza alterare il segnale corticale. Nella pratica, la maggior parte delle procedure
esistenti mira a ottenere la migliore approssimazione di un TEP wvero, riducendo
I'influenza di artefatti sia durante 1’acquisizione che 'analisi dei dati [24].

3.5 Strategie per la rimozione dell’artefatto elet-
tromagnetico

In letteratura sono presenti diverse strategie per la rimozione, o meglio I'attenuazio-
ne, dell’artefatto da stimolo TMS:

e Strategie basate sul set-up sperimentale: mirano a ridurre gli arte-
fatti agendo sulla strumentazione e sul protocollo sperimentale, prima della
registrazione del segnale.

— Posizionamento degli elettrodi rispetto al coil: ¢ stato dimostrato
che se il coil ha direzione perpendicolare rispetto ai cavi EEG, I'artefatto
viene particolarmente ridotto rispetto a quando il coil si trova in direzione
parallela [29].

— Impedenza degli elettrodi: ¢ stato dimostrato che in condizioni di alta
impedenza, il decadimento dell’artefatto e piu lento e la sua ampiezza e
due volte piu grande rispetto alla condizione di bassa impedenza. Viene
raccomandata generalmente una impedenza inferiore a 5 k€). Per ottenere
una bassa impedenza dell’elettrodo la pelle deve essere pulita e applicare
una pasta abrasiva, prima della pasta per elettrodi, puo aiutare ulte-
riormente a ridurre la resistenza. Anche piccole perforazioni dell’epitelio
sotto gli elettrodi possono ridurre 'artefatto [27].

— Rumore di fondo del sistema: il sistema EEG deve essere caratterizza-
to da un basso livello di rumore. La stimolazione magnetica viene solita-
mente ripetuta decine di volte per aumentare il rapporto segnale-rumore
[23].

e Strategie software: si tratta di tecniche di analisi offline del segnale EEG,
proposte perché, anche avendo un ottimo assetto di acquisizione, rimane pre-
sente un artefatto residuo importante. Tecniche come i classici filtri, in questo
caso specifico, risultano inefficaci.

— Independent Component Analysis (ICA): lo studio delle componen-
ti indipendenti viene utilizzato per separare il segnale cerebrale dall’arte-
fatto, partendo dal presupposto che le registrazioni EEG sono una com-
binazione lineare di segnali generati da fonti statisticamente indipendenti
[30].

— Sottrazione dell’artefatto attraverso un segnale di controllo: vie-
ne sfruttata una condizione di controllo per ottenere un artefatto template
da sottrarre ai segnali registrati. La condizione di controllo puo essere
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simulata con una stimolazione magnetica no-task [31], oppure attraverso
'utilizzo di un fantoccio [27].

— Filtro di Kalman: dati due modelli dinamici che descrivono la gene-
razione dei segnali EEG e TMS, il filtro di Kalman e un filtro adattivo
che applicato alla loro combinazione, permette di isolare il segnale EEG
dall’artefatto [32].

— Trasformata Wavelet: consente di scomporre il segnale EEG in diverse
bande di frequenza e di isolare le componenti associate all’artefatto [33].

L’artefatto TMS varia a seconda del soggetto, del tipo di esperimento e della qua-
lita del segnale registrato, pertanto non esiste un’unica strategia che consenta di
eliminare del tutto 'artefatto elettromagnetico.
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Capitolo 4

Materiali e metodi

In questo capitolo sono descritti gli strumenti e le metodologie utilizzate per lo
studio sperimentale, con riferimento all’acquisizione dei segnali EEG durante la
stimolazione magnetica transcranica e alla successiva analisi svolta.

4.1 Strumentazione

4.1.1 Sistema EEG

Per I'acquisizione di segnali elettroencefalografici e stato utilizzato il sistema eego™
hub di Ant Neuro, composto dall’amplificatore ES-356 da ricerca (Fig. 4.1) e da un
software per la visualizzazione e l'esportazione dei segnali registrati. Il sistema
eego™ e progettato per la registrazione di segnali EEG ad alta densita; incorpora
128 canali di ingresso DC (configurazione referenziale) e un canale di ingresso pa-
rallelo per il trigger (TTL 7 bit), separato elettricamente dagli input EEG. Tutti gli
ingressi sono schermati attivamente.

s

I} W

Figura 4.1: Amplificatore ES-356.
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Le specifiche dell’amplificatore includono:

Caratteristica Valore
Risoluzione 24 bit
Impedenza di ingresso > 1 GQ
Rumore di ingresso < 1.0 uVgus
Frequenza di campionamento fino a 16.384 Hz
Dinamica di ingresso 150-1000 mV pp

Tabella 4.1: Specifiche tecniche dell’amplificatore eego™ ES-356.

Per la rilevazione dei segnali ¢ stata impiegata una cuffia EEG waveguard™
original di Ant Neuro, compatibile con il sistema eego™ (Fig. 4.2). La cuffia e
dotata di 128 elettrodi, costituiti da pin in Ag/AgCl sinterizzato e circondati da
anelli stretti di silicone, organizzati secondo la configurazione ad alta densita 10-5,
con elettrodo di riferimento CPz. Inoltre, sono inclusi degli elettrodi ad anello in
Ag/AgCl pendenti dalla cuffia, per il ground e quattro canali oculari. La cuffia viene
collegata all’amplificatore tramite un cavo schermato e 4 connettori di input.

Figura 4.2: Cuffia EEG waveguard™.

Dopo il posizionamento della cuffia, & possibile controllare la qualita del contat-
to elettrodo-cute tramite una funzione del software eego™ che calcola le impedenze
in tempo reale. Per acquisire dei buoni segnali, ¢ necessario che la resistenza di
connessione tra elettrodo e cute sia bassa, percio ¢ stato impiegato un gel elettro-
conduttivo Neurgel per migliorare il contatto. Il gel ad alta conducibilita e compo-
sto principalmente da acqua, glicerina e cloruro di sodio. Viene inserito all’interno
dell’anello di silicone degli elettrodi a pin e negli elettrodi ad anello tramite una
siringa.

Il software eego™ controlla completamente tutte le impostazioni dell’amplifi-
catore, visualizza i dati in entrata e gestisce I'archiviazione dei dati. L’accesso al
database con tutte le registrazioni e previsto per la revisione offline e ’esportazione
dei dati.
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La Fig. 4.3 mostra una rappresentazione schematica del sistema EEG, compren-
sivo di amplificatore, cuffia e computer con software di acquisizione.

Ambiente del paziente
230V

50Hz

5 ) computer
alimentazione

cuffia eego software

waveguard —c D
Feen amplificatore Use E_l’ driver amplificatore
eego

TROUT TRIN

Figura 4.3: Schema sistema eego™".

4.1.2 Stimolatore TMS

La stimolazione magnetica ¢ stata effettuata con lo stimolatore MagPro R30 di
MagVenture, illustrato schematicamente in Fig. 4.4a e mostrato in Fig. 4.4b.

I1 MagPro R30 pesa 36 kg, ¢ alto 102 cm ed e progettato per la stimolazione
cerebrale non invasiva del sistema nervoso centrale e/o periferico. Tramite cavi
appositi, ¢ possibile combinare e controllare dispositivi esterni mediante i trigger di
ingresso e uscita. Durante gli esperimenti, e stato realizzato un collegamento tra
stimolatore MagPro e sistema eego™ tramite un cavo dedicato, che trasmette un
segnale di trigger analogico all’amplificatore con una tensione a 5V; in questo modo,
ogni impulso di stimolazione viene marcato temporalmente nei dati EEG, facilitando
la successiva analisi.

Il dispositivo consente sia la somministrazione di stimoli singoli, sia la configura-
zione di protocolli temporizzati, adattabili all’applicazione specifica. In particolare,
il dispositivo e uno stimolatore potente ed efficace e puo operare fino a una frequenza
di stimolazione di 30 pps (impulsi al secondo).

Dall’interfaccia principale & possibile monitorare i seguenti parametri:

e Ampiezza: livello di potenza in uscita, espresso in percentuale rispetto alla
potenza massima erogabile;

e Rapporto di/dt reale: valore effettivo misurato (A /us) del gradiente di corrente
della bobina;

e Stato della bobina: funzione di attivazione/disattivazione della bobina;

e Temperatura bobina: valore reale di temperatura misurato durante la stimo-
lazione. La temperatura di funzionamento deve stare tra i 10 e i 30 °C;

e Tipo di bobina collegata al connettore: rilevato automaticamente dal sistema;
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e Stimoli disponibili: numero di impulsi residui calcolato in base alla tempera-
tura, al tipo di bobina e all’ampiezza impostata.

bobina di stimolazione magnetica

Bobina &

Stimolatore
MagPro

MagPro
braccio flessibile =

Trasformatore
d’isolamento

raffreddamento unita di raffreddamento
Alimentazione principale det coil della bobina
presa a muro . H Py

=

b
Modulo di > T

carrello

— O

Uscite secondarie trasformatore diisolamento

(a) Schema del sistema TMS MagPro R30. (b) Sistema TMS MagPro RS30.

Figura 4.4: Schema e immagine del sistema di stimolazione magnetica transcranica

MagPro R30.

La forma d’onda utilizzata in tutte le prove sperimentali & di tipo bifasico, 1'u-
nica consentita dallo stimolatore MagPro R30; ¢ adatta a stimolazioni ripetitive,
in quanto la bobina assorbe un quantitativo minore di energia, quindi e in grado
di fornire molte stimolazioni prima di surriscaldarsi. L’impulso di corrente segue
una sinusoide completa, con periodo di 280 us, illustrata in Fig. 4.5. In seguito alla
stimolazione vi ¢ una pausa di 200 us e successivamente un tempo di ricarica di 10
ms.

Corrente

Tempo

70ps

Figura 4.5: Forma d’onda bifasica dell’impulso di corrente nella bobina.

Allo stimolatore & stata collegata la bobina a farfalla D-B80 (MagVenture),
mostrata in Fig. 4.6. Il design a farfalla aperta permette una stimolazione potente
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Figura 4.6: Bobina D-B80, vista dall’alto e anteriormente.

e la superficie piegata consente di seguire al meglio le curvature della testa.
La bobina presenta le caratteristiche tecniche specificate nella tabella (Tab. 4.2).

Proprieta meccaniche

Peso della testa del conduttore 0.9 kg
Lunghezza cavo 1.7m
Angolo 120°
Dati avvolgimento

Diametro interno 67 mm
Diametro esterno 95 mm
Altezza avvolgimento 12 mm
Numero spire 2x(3+4)

Proprieta elettriche e magnetiche
Gradiente dB/dt al centro della bobina

a 20 mm di distanza dalla superficie della bobina 12 kT/s
Gradiente dB/dt al centro della bobina

a 40 mm di distanza dalla superficie della bobina 6 kT/s
Durata dell’impulso (bifasico) 280 us
Prestazioni

Numero di stimolazioni erogabili prima del raggiungimento
della temperatura massima consentita a partire da una
temperatura ambiente di 20 °C, ampiezza di stimolazione
75%, frequenza 1 pps e forma d’onda bifasica 500

Tabella 4.2: Dati tecnici bobina D-B80.

4.1.3 Neuronavigatore

Il navigatore TMS Localite ¢ un sistema di supporto agli utenti TMS che con-
sente un posizionamento preciso della bobina, in termini di target da stimolare e
inclinazione. Il posizionamento puo essere pianificato sulla base di dati di imaging
medico o di coordinate/punti di riferimento anatomici generalizzati (ad es. basati su
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set di dati MNI o sul sistema 10-20 utilizzato per I'elettroencefalogramma). Inoltre,
il posizionamento della bobina puo essere controllato in tempo reale, permettendo il
monitoraggio del corretto posizionamento durante l'intera procedura di stimolazio-
ne, che puo poi essere acquisito e salvato. Si tratta di uno strumento compatibile con
stimolatori MagVenture MagPro, con possibilita di controllo diretto dei parametri
di stimolazione.

I navigator TMS Localite (Fig. 4.7) ¢ un sistema completo composto da:

e Software.

e Piattaforma di navigazione: PC, monitor, tastiera, mouse, sistema di traccia-
mento ottico su carrello piroettante, interfaccia tecnica e pedaliera.

e Strumenti di navigazione: puntatore, tracker di riferimento per il paziente,
tracker per le bobine TMS, piastra di calibrazione, sfere riflettenti.

e Accessori di navigazione: supporto e braccio per la bobina.

Figura 4.7: Navigatore TMS Localite con alcuni dei suoi componenti: a. camera
CCD (sistema di tracciamento ottico), b. tracker di riferimento per il paziente, c.
puntatore con tre sferette riflettenti, d. software di navigazione, e. tracker fissato
alla bobina TMS posizionata sulla testa.

Il software di base fornisce varie funzioni per la pianificazione e la navigazione;
permette di: gestire pazienti e sessioni, calibrare la bobina, fare segmentazione cere-
brale, definire il sistema di coordinate, navigare col coil TMS in varie visualizzazioni,
registrare marker di stimolazione nelle posizioni del coil.

Per la navigazione, viene utilizzato un sistema di tracciamento ottico, basato
su trasmettitori a infrarossi e telecamere CCD, in grado di rilevare la posizione e
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I'orientamento degli oggetti di riferimento (tracker) nello spazio 3D. Ciascun trac-
ker ¢ dotato di almeno 3 sfere passive con superficie riflettente, che riflette i raggi
infrarossi. I riflessi vengono catturati dalla telecamera CCD e utilizzati per deter-
minare la posizione dei tracker come coordinate spaziali tramite un’elaborazione
software. Un tracker di riferimento viene fissato alla fronte del paziente, tramite
adesivi monouso, e la sua posizione rispetto alla testa non deve cambiare duran-
te la navigazione. Un secondo tracker viene montato sulla bobina TMS attraverso
un supporto sull'impugnatura; la bobina deve essere calibrata prima del posiziona-
mento per la navigazione. E inoltre presente un puntatore, anch’esso provvisto di
3 sfere riflettenti, utilizzato per la scansione dei punti di riferimento anatomici e
della superficie della testa. Per il corretto funzionamento del sistema, ¢ importante
che la camera di tracciamento sia allineata opportunamente, in modo che tutti gli
strumenti rilevabili e le sfere dei tracker rientrino nel campo visivo, visualizzabile in
tre prospettive differenti sul software di navigazione.
Le caratteristiche principali sono riassunte nella Tab. 4.3.

Caratteristica Descrizione

Tecnologia Sistema di tracciamento ottico a infrarossi basato su te-
lecamere CCD

Telecamere compatibili ~ Polaris Vicra (P6) e Polaris Spectra (P7)

Numero minimo di sfere 3 sfere passive riflettenti per ciascun tracker

Precisione teorica < 0.35 mm

Campo visivo ottimale 1 m (Vicra) — 1.8 m (Spectra)

Temperatura operativa  10-30°C (Vicra), 10-40°C (Spectra)

Tempo di riscaldamento  Circa 2 minuti prima dell’uso

Allineamento ottimale Piano del tracker perpendicolare all’asse ottico della ca-
mera

Utilizzo Tracciamento in tempo reale di bobina, puntatore e rife-
rimento paziente

Tabella 4.3: Caratteristiche del sistema di tracciamento ottico del Localite TMS
Navigator.

Il navigatore TMS utilizza i dati delle immagini mediche per calcolare un volume.
Il software puo utilizzare un set di dati anatomici individuali, ricavati da immagini
MR-based derivate da dati MRI morfologici e/o funzionali. Se i dati delle singole
immagini non sono disponibili, il sistema di navigazione puo basarsi su un set di
dati standard integrato (cervello medio T'1 simmetrico simmetrico non lineare MNI
ICBM152), che viene adattato e trasformato per adattarsi all’anatomia della testa
del paziente. La trasformazione viene calcolata utilizzando dei punti di riferimen-
to anatomici predefiniti e punti acquisiti sulla superficie della testa, che vengono
scansionati tramite puntatore:

e nasion (radice nasale);
angolo sinistro dell’occhio (esocantione sinistro);
angolo destro dell’occhio (esocantione destro);
punto anteriore sul canale uditivo sinistro (punto preauricolare sinistro);
punto anteriore sul canale uditivo destro (punto preauricolare destro);
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e inion (prominenza occipitale);
e superficie nella parte posteriore della testa per il calcolo del punto piu poste-
riore;

e superficie nella parte superiore della testa per il calcolo del punto piu alto.

Successivamente, i vari marker possono essere impostati per pianificare il punto
di applicazione della bobina sulla testa (entrata) e il punto di stimolazione, ma-
nualmente o automaticamente. Puo anche essere definita una rotazione per l'entra-
ta, che aggiunge l'orientamento della bobina. Grazie al tracciamento ottico e alla
navigazione, la stimolazione risulta accurata e ripetibile.

Nella tabella (Tab. 4.4) sono mostrate le specifiche tecniche generali.

Parametro Valore / Descrizione

Tensione di alimentazione 230 VAC, 50 Hz

Consumo elettrico 300 VA

Classe di protezione Classe 1

Grado di protezione IP20

Camera di tracciamento 30 VDC, 1 A, 30 VA

Temperatura operativa 18-23°C (ambiente)

Umidita relativa Circa 30%

Pressione atmosferica 70-106 kPa

Pedaliera Protezione IPX8

Connessione stimolatore  Interfaccia seriale (RS232 con isolatore)
Sistema operativo PC dedicato con software Localite TMS Navigator 3.0

Tabella 4.4: Specifiche tecniche generali del sistema Localite TMS Navigator.

4.2 Protocolli sperimentali

Per lo sviluppo dello studio sull’interazione TMS-EEG sono stati definiti diversi
protocolli sperimentali, volti alla caratterizzazione dell’artefatto elettromagnetico
indotto dalla stimolazione.

4.2.1 Prove preliminari

Il primo protocollo sperimentale ¢ stato sviluppato basandosi su protocolli standard
descritti in letteratura, con caratteristiche simili a quelle impiegate in clinica. Lo
schema della sequenza degli step condotti durante le prove preliminari e mostrato
in Fig. 4.8. Lo studio ha coinvolto 10 soggetti sani (6 maschi e 4 femmine) con
eta media pari a 23.4+2.7 anni e mano dominante destra. Tutti i partecipanti han-
no preso parte volontariamente allo studio e hanno firmato un consenso informato,
contenente informazioni sull’obiettivo, la modalita di svolgimento e i possibili rischi
associati alla prova. Prima dell’inizio della sessione sperimentale, ¢ stata inoltre
verificata ’assenza di controindicazioni alla stimolazione con TMS e alla registra-
zione di segnale EEG tramite un questionario di idoneita apposito. Tale modulo
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STEP 1 STEP 2 STEP 3 STEP 4 STEP 5
Preparazione Identificazione Ricerca della soglia Acquisizione della Fase di acquisizione
del’EEG dell’area motoria motoria a riposo (rMT) baseline EEG con stimolazione TMS
+ Posizionamento * Utilizzo del * Stimolazioni singole + 3 minutia occhi * Duesessionia livelli
della cuffia EEG (58 neuronavigatore per sul target individuato chiusi di intensita diverse:
elettrodi) localizzare l'area * Individuazione della * 3 minutia occhi 80%rMT
* Verifica delle ’ motoria M1 . minima intensita in . aperti . (sottosoglia) e
impedenze (<20kQ) * Posizionamento grado di indurre una + 3 minutidtestdi 120%rMT
* Frequenzadi della bobina con stimolazione visibile fluenzaverbale (soprasoglia)
campionamento: allineamento al del pollice (muscolo * 100 stimoli bifasici
8000 Hz targeta 45°e ABP} in 3 stimoli su 5 per sessione
+ Dinamica puntando il target di *  Frequenzadi
dellamplificatore: stimolazione stimolazione di
150 mVpp 0.2pps

Figura 4.8: Schema della sequenza degli step condotti durante le prove preliminari.

conteneva domande mirate a stabilire se il soggetto presentasse delle condizioni per
le quali la sicurezza e l'efficacia della stimolazione magnetica non fossero accertate,
come ad esempio episodi di epilessia o convulsioni, traumi cerebrali, presenza di
parti metalliche nel cranio o in altre parti del corpo, o I’essere portatore di impianti
cocleari, neurostimolatori o pacemaker. Il consenso informato e il questionario di
idoneita forniti ai soggetti sono riportati in Appendice A.

Set-up sperimentale

Il soggetto e stato fatto sedere comodamente su una sedia, con un supporto per la
testa in modo che potesse rimanere ferma il piu possibile. Per attenuare il click
acustico della stimolazione sono stati forniti dei tappi auricolari.

Dopo aver posizionato correttamente la cuffia EEG sulla testa del soggetto, gli
elettrodi sono stati preparati con gel conduttivo, verificando che 'impedenza di ogni
canale fosse inferiore a 20 k2, in modo da garantire un buon contatto elettrodo-
cute. Sono stati selezionati 58 canali EEG distribuiti uniformemente sullo scalpo,
con elettrodo di riferimento CPz e ground posizionato dietro l'orecchio, in una zona
elettricamente neutra. La Fig. 4.9 mostra la funzione del software eego™ per la
misura delle impedenze degli elettrodi utilizzati, evidenziando in verde i contatti con
resistenza locale minore di 20 k). Dopo aver selezionato le impostazioni software
desiderate (frequenza di campionamento, dinamica, canali), il segnale EEG puo
essere visualizzato in tempo reale.

Successivamente, mediante il neuronavigatore, e stato creato un modello tridi-
mensionale della testa del soggetto. Per prima cosa sono stati selezionati e memoriz-
zati i punti di repere anatomici necessari alla costruzione del modello, elencati nella
sezione 4.1.3. All'interno del modello, ¢ stata identificata 1’area motoria nell’emi-
sfero controlaterale alla mano dominante (Fig. 4.10). La bobina per la TMS, dopo
un’iniziale calibrazione, viene quindi posizionata nella zona indicata, orientata con
un’inclinazione di 45°. Siccome ’area motoria € molto piccola e varia tra individui,
viene ricercato manualmente il punto hot-spot personale in cui la stimolazione pro-
voca la contrazione massima del muscolo abduttore del pollice (APB), spostandosi
leggermente dalla zona indicata dal navigatore. La contrazione risulta osservabile
piu facilmente se il muscolo e pre-attivato, in quanto la soglia motoria si abbassa,
percio e richiesto di tenere il pollice in tensione durante la ricerca della posizione
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Figura 4.9: Impedenze degli elettrodi su software eego™.

ottimale. Le coordinate spaziali del punto individuato possono essere salvate nel
software del neuronavigatore, in modo che la bobina venga sempre posizionata e
orientata correttamente e che venga mantenuta allineata al target durante tutta la
prova sperimentale.

Figura 4.10: Modello della testa e indicazione della posizione di M1 e della bobina,
sull’interfaccia del neuronavigatore.

Una volta identificata ’area motoria del soggetto, viene cercata la soglia moto-
ria a riposo (rMT) individuale, valutando visivamente la contrazione del muscolo
APB. L’individuazione della soglia motoria ha lo scopo di determinare il livello mi-
nimo di stimolazione necessario per indurre la contrazione ripetuta del pollice. E
stata utilizzata la seguente procedura standard:

1. Stimolazione sull’area motoria M1 contro-laterale alla mano dominante.
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2. Applicazione di stimoli singoli ad un’intensita del 70%, in modo da garantire
una stimolazione sopra il livello di soglia motoria. In questo caso il muscolo
del pollice deve essere rilassato, per individuare il livello di soglia a riposo.

3. Riduzione graduale dell’intensita di stimolazione, mantenendo tra gli impulsi
degli intervalli di durata casuale, non inferiore a 3 s.

La soglia motoria e definita come l'intensita di stimolazione in grado di indurre una
contrazione muscolare visibile in 3 stimoli su 5 successivi. Nei dieci partecipanti
analizzati, la rMT media ¢ risultata pari a 44% + 3%.

L’allestimento del set-up sperimentale, mostrato in Fig. 4.11, comprensivo della
preparazione degli elettrodi e della ricerca della soglia motoria tramite neuronavi-
gatore, ha richiesto circa 45 minuti per soggetto.

Figura 4.11: Soggetto pronto per iniziare I'acquisizione EEG con stimolazione TMS.

Protocollo di acquisizione

Il protocollo di acquisizione ¢ costituito da due fasi consecutive: una prima parte di
registrazione di un segnale di baseline e una parte successiva di registrazione EEG
durante la stimolazione TMS. L’acquisizione dei segnali EEG e stata eseguita con
una frequenza di campionamento di 8000 Hz e una dinamica dell’amplificatore pari
a 150 mV,,.
Il tracciato EEG e stato inizialmente acquisito senza stimolazione TMS, in modo
da essere utilizzato come baseline. La registrazione e stata suddivisa in:
e 3 minuti a occhi chiusi;
e 3 minuti a occhi aperti, fissando una croce (bianca su sfondo nero) su uno
schermo posto frontalmente ad altezza occhi;
e 3 minuti di task cognitivo: test di fluenza verbale, durante il quale ¢ richiesto
al soggetto di pensare a tutte le parole che iniziano con una data lettera.
Per la registrazione della baseline ¢ stato utilizzato un video composto da 3 slides
in sequenza, mostrate in Fig. 4.12. Ogni slide riportava le indicazioni che doveva
eseguire il soggetto ed ¢ stata mostrata per 3 minuti. Al termine dei primi 3 minuti
e stato inserito un bip acustico, abbastanza rumoroso da essere sentito anche in
presenza dei tappi per le orecchie, che indicava al soggetto di passare alla fase di
apertura degli occhi.
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Figura 4.12: Sequenza delle 3 slides mostrate al soggetto durante ’acquisizione EEG
della baseline.

Nella seconda fase del protocollo, I'area motoria e stata stimolata, mentre il
soggetto ha continuato a fissare la croce. La stimolazione ha previsto:

e due sessioni a livelli di intensita diverse: 80%rMT (sottosoglia) e 120%rMT

(soprasoglia);

e l'erogazione di 100 stimoli bifasici per sessione;

e una frequenza di stimolazione di 0.2 pps (uno stimolo ogni 5 s).

La durata complessiva del protocollo di acquisizione e stata di circa 30 minuti
per soggetto.

Le prove preliminari hanno messo in evidenza alcune criticita: sono stati quin-
di progettati ulteriori protocolli di approfondimento, per studiare e caratterizzare
I’artefatto in diverse condizioni sperimentali, come descritto nelle sezioni seguenti.

4.2.2 Analisi di linearita

La prima prova aggiuntiva condotta e stata un’analisi di linearita, con l'obiettivo
di individuare I'intensita di stimolazione minima in grado di causare la saturazione
dell’amplificatore EEG. Lo studio e stato effettuato su un soggetto, registrando 18
canali, mostrati in Fig. 4.13, distribuiti uniformemente sulla superficie dello scalpo:
Fpl, Fp2, F3, F4, F7, F8, FC1, FC2, FC5, FC6, C3, C4, CP1, CP2, CP5, CP6, P3,
P4, con riferimento in CPz e ground. Il set-up sperimentale iniziale, che comprende
la preparazione del soggetto e degli elettrodi, e stato lo stesso utilizzato durante le
prove preliminari. La bobina e stata posizionata in modo da centrare la stimolazione
sull’elettrodo C3.

Sono stati erogati 50 impulsi per 15 ampiezze di stimolazione, crescenti da 1%
a 15% , per un totale di 750 stimoli. Le impostazioni del software EEG selezionate
erano:

e frequenza di campionamento: 16384 Hz;

e dinamica dell’amplificatore: 1000 mV,,.

4.2.3 Analisi in assenza di saturazione

La prova in assenza di saturazione ¢ stata condotta per studiare le caratteristiche
dell’artefatto elettromagnetico pulito, in condizioni di amplificatore non saturo. Lo
studio e stato fatto sia su un soggetto, lo stesso dell’analisi di linearita, che su un
fantoccio.
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Figura 4.13: Configurazione canali EEG e valore delle impedenze.

Soggetto

Per il soggetto sono stati impiegati 18 canali di registrazione, analoghi a quelli della
prova di linearita, con la stimolazione focalizzata sull’elettrodo C3.

Sono stati erogati 50 stimoli per condizione sperimentale, con le seguenti impo-
stazioni di acquisizione:

e ampiezza di stimolazione: 1%;

e frequenze di campionamento: 2000 Hz, 4000 Hz, 8000 Hz, 16384 Hz;

e dinamica dell’amplificatore: 1000 mV,,.

Il set-up sperimentale ¢ mostrato in Fig. 4.14.

Fantoccio

Il fantoccio e costituito da una testa di plastica, sulla quale e stato posizionato un
panno imbevuto di soluzione elettrolitica (acqua e sale) per garantire un contatto
a bassa impedenza. L’acquisizione & stata fatta tramite un singolo canale, C3,
con riferimento CPz e ground. La bobina era centrata sull’elettrodo C3. Il set-up
sperimentale ¢ mostrato in Fig. 4.15.

Sono stati erogati 50 stimoli per sessione, con le seguenti impostazioni di acqui-
sizione:

e ampiezza di stimolazione: 5% (un’intensita dell’1% non permetteva una buona

analisi dei segnali);
e frequenze di campionamento: 2000 Hz, 4000 Hz, 8000 Hz, 16384 Hz;
e dinamica dell’amplificatore: 1000 mV,,.
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Figura 4.14: Set-up sperimentale delle prove sul soggetto, con bobina centrata sul-
I’elettrodo C3.

Figura 4.15: Set-up sperimentale del fantoccio con panno bagnato.

4.2.4 Analisi in presenza di saturazione

L’analisi in presenza di saturazione e stata condotta per analizzare 'artefatto elet-
tromagnetico in condizioni simili a quelle utilizzate in clinica, ma variando diversi
parametri. Sono state effettuate molteplici prove, su un soggetto e un fantoccio.

Soggetto

Per il soggetto sono stati impiegati i 18 canali di registrazione e la bobina e stata
centrata per stimolare ’area corrispondente all’elettrodo C3. E stato utilizzato il va-
lore di soglia motoria a riposo individuale determinato durante la prova preliminare
dello stesso soggetto.

Sono stati erogati 50 stimoli per condizione (150 impulsi totali per sessione), con
le seguenti impostazioni del software :
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e ampiezze di stimolazione: 50% rMT, 80% rMT, 120% rMT, che nel soggetto
in esame corrispondevano alle seguenti intensita: 24%, 38% e 56% (rMT =
47%);

e frequenze di campionamento: 2000 Hz, 4000 Hz, 8000 Hz, 16384 Hz;

e dinamica dell’amplificatore: 150 mV,,, 1000 mV,,.

Fantoccio

La prova sul fantoccio, costituito dalla testa di plastica con il panno imbevuto di so-
luzione elettrolitica, e stata condotta acquisendo il canale C3, sul quale era centrata
la stimolazione. Sono stati utilizzati gli stessi parametri della prova sul soggetto:
intensita assoluta 24%, 38% e 56%, stesse frequenze di campionamento e stesse
dinamiche dell’amplificatore.

4.3 Processing dei segnali

I segnali EEG registrati durante le prove sperimentali sono stati elaborati offline, per
estrarre ed analizzare le caratteristiche significative dell’artefatto elettromagnetico
in base alle varie condizioni di acquisizione.

Per 'elaborazione dei dati e stato utilizzato il linguaggio di programmazione Py-
thon, mediante la libreria MNE specifica per 'analisi e la visualizzazione di segnali
cerebrali (EEG e MEG). MNE ¢ una libreria open-source che fornisce un’imple-
mentazione robusta e validata delle principali procedure di processing, filtraggio,
segmentazione e visualizzazione dei segnali EEG.

L’analisi e stata eseguita in piu fasi sequenziali, che includono estrazione e
pre-processing, segmentazione, riallineamento, caratterizzazione e visualizzazione.
La pipeline di elaborazione dei segnali EEG, descritta in seguito, € rappresentata
schematicamente in Fig. 4.16.

Analisie

Estrazione dati e
pre-processing

Segmentazione

Riallineamento

Caratterizzazione

visualizzazione

Lettura dati grezzi
* Selezione canali
* Ispezionevisiva

Divisione in epoche
intorno al trigger
* Sovrapposizione

Riallineamento in
frequenza
* calcolo delritardo

Estrazione delle
caratteristiche degli
artefatti in termini di:

Confronto tramite:
*  Plotdi
sovrapposizione

» * Artefatto medio * sub-campione tra * Ampiezza picco- » * Plotdiconfronto
ogniepocae il picco artefatti medi
template a partire * Durata: stima + Topomap
dalle FFT basata sulla * Grafici a barre

* Shiftdel segnale nel
dominio delle
frequenze per il
riallineamento
temporale

varianza mobile

Figura 4.16: Pipeline di elaborazione segnali EEG.
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Estrazione dati e pre-processing

I segnali EEG sono stati estratti dal software eego™ in formato Brainvision (.eeg).

Nelle prove preliminari, era stato utilizzato il formato EDF (European Data Format),
ma questo ha causato un taglio nella dinamica del segnale.

A partire dai dati grezzi, € possibile selezionare i canali utilizzati nel montaggio
della cuffia (Fig. 4.17) e visualizzarli a schermo, per una prima ispezione qualitativa.

Fc1  Fc2  FC6

ca
O

Figura 4.17: Rappresentazione topografica del montaggio personalizzato utilizzato
nelle acquisizioni a 18 canali.

Segmentazione

I dati estratti dal sistema eego™ includono anche le informazioni sui trigger; in
particolare, sono presenti codici distinti per I'inizio e la fine della registrazione e per
ogni impulso generato dallo stimolatore TMS. E quindi possibile filtrare i trigger di
interesse, ottenendo un elenco di campioni sincronizzati con I'impulso. Attorno a
questi punti, il segnale in ogni canale viene diviso in epoche: ¢ stato considerato un
intervallo da -0.01 s a 0.1 s intorno alla stimolazione. Tale intervallo di 110 ms con-
sente di isolare bene la componente dell’artefatto elettromagnetico, che si manifesta
in corrispondenza immediata dell’'impulso.

L’estrazione delle epoche e stata effettuata mediante il modulo mne.Epochs di
MNE-Python. Tale modulo permette di estrarre per ogni trigger una finestra tem-
porale compresa tra un istante di inizio e un tempo finale generando un insieme
di epoche allineate temporalmente all’istante dello stimolo. E possibile applicare
una correzione della baseline pre-stimolo: 1'opzione baseline=(None,0) consente di
sottrarre per ciascuna epoca il valore medio del segnale nell’intervallo pre-stimolo
(t<0). Questa operazione ¢ stata effettuata per confrontare gli artefatti solo in certe
condizioni sperimentali, indicate in seguito.

Una volta che il segnale viene suddiviso in epoche, e possibile sovrapporle per
studiare la variabilita dell’artefatto in stimoli successivi e estrarre I'artefatto medio
tramite la media delle epoche (averaging).
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Riallineamento

Un problema riscontrato nell’analisi EEG-TMS e la variabilita temporale dell’arte-
fatto: se I'impulso TMS si verifica in un punto temporale casuale tra due campioni
EEG, il primo campione EEG dopo la TMS catturera ’artefatto in diverse posizioni,
portando a una ridotta sovrapposizione dei tracciati delle epoche. E quindi possibile
applicare ai segnali un riallineamento in frequenza con 'obiettivo di correggere la
non perfetta sincronizzazione delle singole epoche. Il procedimento si basa su due
fasi consecutive:

1. Calcolo del ritardo sub-campione tra epoche (funzione delay): per ogni
epoca viene stimato il ritardo frazionario relativo a un’epoca di riferimento,
analizzando la fase della trasformata di Fourier (FFT). Il metodo utilizza un
algoritmo iterativo di Newton-Raphson per la determinazione dello sfasamento
tra le due epoche con alta precisione.

2. Shift frazionario di ogni epoca (funzione freshift): una volta stimato il
ritardo sub-campione per ogni epoca, viene applicato uno shift nel dominio
delle frequenze per allinearle temporalmente. Per tale scopo, la FF'T del se-
gnale viene moltiplicata per un’esponenziale complessa e/27/  che corrisponde
a uno spostamento temporale di # campioni.

Questo metodo e stato applicato per valutare la variabilita temporale dell’artefat-
to, tuttavia le analisi successive sono state condotte sui segnali originari per non
introdurre ulteriori trasformazioni.

Caratterizzazione

L’analisi successiva consiste nell’estrazione delle caratteristiche degli artefatti in
termini di ampiezza picco-picco e durata media.

L’ampiezza picco-picco (V),) rappresenta la differenza tra il valore massimo e
il valore minimo di un segnale all’interno di una finestra temporale di analisi:

‘/p = Vma:t - Vmin (41)

Per ciascuna epoca e stato determinato il valore di ampiezza picco-picco dell’arte-
fatto, quindi questi valori sono stati mediati per ottenere una stima complessiva in
base alle diverse condizioni sperimentali.

La durata dell’artefatto e stata stimata implementando un metodo basato sulla
varianza mobile del segnale, definita come:

2 _ 1 > —\2
o _N;(Ii—x) (4.2)

dove N ¢ il numero di campioni della finestra temporale, z; ¢ il valore del segnale
al campione i e T € la media del segnale all’interno della finestra. La lunghezza
della finestra temporale viene adattata in base alla frequenza di campionamento del
segnale, variando tra 2 ms (a 2000 Hz) e 0.6 ms (a 16384 Hz).
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Inizialmente viene calcolata la varianza di baseline, considerando una porzione del
tracciato precedente all’artefatto, da -0.01 s a -0.002 s prima del trigger. Su questa
baseline, viene definita una soglia dinamica per il rilevamento della fine dell’artefatto,
calcolata come:

Sogha = Hvar_baseline + k- Ovar_baseline (43)

dove fiyar baseline © la media della varianza di baseline, 0ya; paseline 12 Sua deviazione
standard e k & un fattore moltiplicativo empirico (k = 3). La durata dell’artefatto
e definita come il momento in cui la varianza del segnale ritorna sotto la soglia di
baseline. Per ottenere una stima globale, viene calcolata la media della durata degli
artefatti delle varie epoche.

Per quanto riguarda ’analisi di linearita, e stata svolta un’elaborazione aggiun-
tiva. Per definire quantitativamente il limite di linearita, ¢ stata condotta un’analisi
di regressione lineare progressiva tra ’ampiezza picco-picco media e l'intensita di
stimolazione. In particolare, ¢ stato calcolato il coefficiente di determinazione R2,
indice della forza della relazione lineare tra le variabili analizzate. Il valore di R? &
stato ottenuto includendo progressivamente un’intensita di stimolazione in piu, ed
¢ definito come:

<2
R - Wi 0 (4.4)
> —y)?
con y; i valori reali della variabile indipendente (ampiezza picco-picco media), ;
i valori predetti dal modello di regressione lineare e 4 la media dei valori reali della
variabile. Il valore soglia di R?=0.95 & stato utilizzato per identificare il punto oltre
al quale il comportamento dell’amplificatore non risulta piu lineare.

Analisi e visualizzazione

Per facilitare 'interpretazione dei risultati e il confronto tra diverse condizioni spe-
rimentali, i segnali sono stati rappresentati in diversi grafici temporali e mappe
topografiche.

Le epoche vengono sovrapposte per evidenziare la variabilita temporale tra sti-
molazioni successive. Per confrontare differenti set-up sperimentali, invece, vengono
mostrati gli artefatti medi sovrapposti in ciascuna condizione. Prima del confronto,
alle epoche e stata applicata la correzione della baseline, al fine di rimuovere 'offset
presente e rendere le diverse condizioni comparabili. Questa operazione permette
di uniformare il livello di partenza delle epoche, garantendo che eventuali differenze
osservate siano relative al segnale reale e non alla presenza di offset. Nella maggior
parte dei casi, per queste analisi € stato preso in considerazione il canale C3, sul
quale la stimolazione era centrata.

Le mappe topografiche rappresentano la distribuzione del segnale su tutto lo
scalpo. Dunque, consentono di valutare visivamente l'influenza di certi parametri
sperimentali considerando simultaneamente tutti i canali acquisiti.

Infine, i dati relativi ad ampiezza picco-picco e durata sono stati organizzati in
tabelle riassuntive, boxplot e grafici a barre per facilitare un confronto quantitativo.
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Capitolo 5

Risultati

In questo capitolo sono presentati i risultati principali ottenuti tramite le prove spe-
rimentali precedentemente descritte. Le sezioni sono organizzate in accordo con
i protocolli applicati, cosi da evidenziare il flusso del lavoro svolto sullo studio
dell’artefatto indotto dalla stimolazione TMS.

5.1 Prove preliminari

Questa sezione include i risultati delle prove preliminari condotte su 10 soggetti sani.
In Fig. 5.1 € mostrata la sovrapposizione di 100 epoche relative al canale C3 del se-
gnale acquisito su un soggetto con rMT pari al 47% di intensita assoluta. L’ampiezza
di stimolazione corrispondente ¢ del 38% per le stimolazioni sottosoglia (80% rMT) e
del 56% per quelle soprasoglia (120% rMT), la dinamica utilizzata ¢ di 150 mV, e la
frequenza di campionamento 8000 Hz. Si osservano due picchi principali, uno positi-
vo e uno negativo, seguiti da un lento decadimento che riporta il segnale al livello di
baseline pre-stimolo. I picchi dell’artefatto risultano non perfettamente allineati nel
tempo e presentano variazioni in forma e ampiezza tra le diverse epoche. Per quanto
riguarda la morfologia dell’artefatto, la maggior parte delle epoche presenta il picco
inferiore troncato, in entrambe le condizioni di stimolazione. Sono stati calcolati
i valori di ampiezza picco-picco e durata dell’artefatto per ogni soggetto, riportati
nella tabella Tab. 5.1. I dati di un soggetto sono stati esclusi dall’analisi a causa
dell’assenza dei trigger nel segnale registrato. La media inter-soggetto dell’ampiezza
picco-picco risulta pari a 63.0 = 1.6 mV per le stimolazioni sotto-soglia e 63.6 £
1.9 mV per quelle soprasoglia. La durata media dell’artefatto e pari a 14.2 + 5.3
ms e 20.3 £+ 6.8 ms rispettivamente, evidenziando una maggiore durata temporale
dell’artefatto a intensita di stimolazione piu elevate e una moderata variabilita tra
soggetti.

5.2 Analisi di linearita

L’analisi di linearita ha permesso di determinare il limite di ampiezza di stimolazione
oltre il quale 'amplificatore entra in saturazione e perde linearita.
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Epoche sovrapposte - canale C3

Epoche sub-soglia (38%) ) Epoche sopra-soglia (56%)
7

Ampiezza (mV)

Tempo (ms) Tempo (ms)

Figura 5.1: Prove preliminari, soggetto: sovrapposizione di 100 epoche del canale
C3, con intensita 38% (sub-soglia, a sinistra) e 56% (sopra-soglia, a destra), dinamica
150 mV,, e frequenza di campionamento 8000 Hz.

La Fig. 5.2 mostra la distribuzione delle ampiezze picco-picco delle epoche del
canale C3 per ciascuna delle 15 ampiezze di stimolazione, con una rappresentazione
tramite boxplot. L’ampiezza media dell’artefatto mostra un incremento evidente con
Iaumento dell’intensita fino al 6%. Nei livelli successivi, la distribuzione si appiat-
tisce e 'ampiezza picco-picco media si stabilizza intorno a ~1.0 V, corrispondente
alla massima dinamica impostata sull’amplificatore.

Per definire quantitativamente il limite di linearita dell’amplificatore, e stata ap-
plicata la regressione lineare progressiva descritta nella sezione 4.3 di processing dei
segnali. Il grafico in Fig. 5.3 mostra ’andamento del coefficiente di determinazione
R?, calcolato includendo progressivamente un’intensita in pitt. Prendendo in consi-
derazione una soglia di R? pari a 0.95, si osserva che il comportamento lineare risulta
mantenuto fino al 6% di intensita e viene perso quando si include nella regressione
la stimolazione di intensita 7%.

Infine, in Fig. 5.4 sono riportate le mappe topografiche relative a ciascun livel-
lo di intensita, costruite a partire dai valori di ampiezza picco-picco media di ogni
canale selezionato. All’aumentare dell’ampiezza di stimolazione, si nota un aumen-
to progressivo dell’ampiezza picco-picco dell’artefatto (fino al limite di linearita) e
un’estensione della regione cerebrale interessata dalla stimolazione. Si osserva inol-
tre una diminuzione dell’ampiezza picco-picco con 'aumentare della distanza dal
punto stimolato.

5.3 Risultati in assenza di saturazione

Per studiare le caratteristiche dell’artefatto in assenza di saturazione, le analisi sono
state condotte utilizzando un’ampiezza di stimolazione minima, la dinamica massima
dell’amplificatore e diverse frequenze di campionamento.
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Soggetto rMT (%) Ampiezza stim. A_  (mV) Durata (ms)

1 46 80% rMT 64.28 £2.30 21.01 £1.29
120% t™MT 64.21 =2.44  23.04 4+ 1.32

2 41 80% rMT 64.09 + 2.93 7.21+£1.78
120% rMT 65.26 =2 0.85 15.98 &+ 3.21

3 41 80% rMT 61.67+4.16 10.48 = 1.41
120% rMT 61.83+£4.22 12.05+1.52

4 39 80% rMT 64.98 +£1.35 12.63 £1.29
120% t™MT 64.78 £ 1.75  14.67 +1.61

) 44 80% rMT 65.53 £ 0.00 12.97 +0.47
120% tMT 65.93 £0.00 26.33 £5.12

6 45 80% rMT 64.33 £2.18 24.63 +2.14
120% rMT 62.77 £3.79 28.44 +£1.32

7 47 80% rMT 60.32 = 5.57 10.86 = 1.74
120% t™MT 61.07 +5.40 19.46 &= 1.51

8 42 80% rMT 61.15£5.62 13.16 £ 2.31
120% rMT 60.07 =4.69 14.41 £ 0.56

9 48 80% rMT 61.95 £ 4.62 8.14 £ 1.42
120% rMT 62.52+£4.37 15.00 £ 8.77

Media + SD 44 + 3 80% rMT 63.0 + 1.6 14.2 £+ 5.3
120% t™MT 63.6 = 1.9 20.3 *+ 6.8

Tabella 5.1: Prove preliminari: ampiezza picco-picco e durata media dell’artefatto
per ciascun soggetto (n = 9), canale C3.

Il grafico in Fig. 5.5 mostra la sovrapposizione di 50 epoche relative al canale
C3, acquisite con frequenza di campionamento pari a 16384 Hz. Si osserva che gli
artefatti presentano i picchi non tagliati e non e presente alcun decadimento lento
per il ritorno al livello di baseline. La morfologia e simile in tutte le epoche, ma
queste risultano sfasate temporalmente tra loro. In Fig. 5.6 sono rappresentate le
stesse epoche dopo I'applicazione delle funzioni di riallineamento, utilizzando come
template l'artefatto della prima epoca. Dopo il riallineamento, i tracciati risultano
piu sovrapponibili. Il ritardo medio calcolato tra le epoche & risultato di 0.114
campioni, corrispondenti a 6.96 us.

Lo studio successivo riguarda ’analisi del segnale a diverse frequenze di campio-
namento. Il grafico in Fig. 5.7 mostra la sovrapposizione degli artefatti mediati su
50 epoche del canale C3, selezionato dai segnali acquisiti a 2000 Hz, 4000 Hz, 8000
Hz e 16384 Hz. Al crescere della frequenza di campionamento, si registra un aumen-
to dell’ampiezza picco-picco e una diminuzione della durata dell’artefatto medio. I
risultati quantitativi sono mostrati nella tabella Tab. 5.2.

La stessa analisi e stata condotta utilizzando i dati acquisiti dal fantoccio, per
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Distribuzione delle ampiezze picco-picco
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Ampiezza di stimolazione

Figura 5.2: Distribuzione delle ampiezze picco-picco per 15 ampiezze di stimolazione,
canale C3.
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Figura 5.3: Andamento del coefficiente di determinazione R? calcolato tramite re-
gressione lineare progressiva.

Frequenza Ampiezza PP Media Durata Media

(Hz) (mV) (ms)

2000 2.734+0.78 1.44 +£0.31
4000 15.36 + 3.33 0.93+0.14
8000 66.59 + 8.89 0.67 £0.13
16384 161.76 £ 14.43 0.52 +0.09

Tabella 5.2: Ampiezza picco-picco e durata media dell’artefatto in funzione della
frequenza di campionamento, canale C3 (soggetto, senza saturazione).

44



Risultati

Topomap ampiezza picco-picco media

Ampiezza media (mV)

Figura 5.4: Topomap dell’ampiezza picco-picco media per le 15 ampiezze di stimo-
lazione.

Epoche sovrapposte - 1% - fs=16384 Hz

—— Media
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Figura 5.5: Soggetto, senza saturazione: sovrapposizione di 50 epoche del canale
C3, con intensita 1%, frequenza di campionamento 16384 Hz e dinamica dell’ampli-
ficatore 1000 mV,,.

verificare la riproducibilita dei risultati ottenuti in assenza di componenti biologiche.
In Fig. 5.8 ¢ mostrata la sovrapposizione degli artefatti medi a diverse frequenze di
campionamento, mentre la tabella Tab. 5.3 presenta le analisi quantitative sull’am-
piezza picco-picco media e la durata media degli artefatti, che confermano i risultati
ottenuti dall’analisi sui dati del soggetto: la morfologia degli artefatti medi e simile,
cosl come gli andamenti delle ampiezze picco-picco e delle durate.

Infine, i grafici in Fig. 5.9 e Fig. 5.10 presentano un confronto diretto tra sog-
getto e fantoccio. Il confronto non puo essere fatto in termini assoluti, in quanto
vengono prese in considerazone due ampiezze di stimolazione differenti ma entrambe
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Epoche sovrapposte allineate - 1% - fs=16384Hz

100
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50

25 A

Ampiezza (mV)

-0.5 0.0 0.5 1.0 15 2.0
Tempo (ms)

Figura 5.6: Soggetto, senza saturazione: sovrapposizione di 50 epoche riallineate
del canale C3, con intensita 1%, frequenza di campionamento 16384 Hz e dinamica
dell’amplificatore 1000 mV .

Artefatto medio - 1%

60 Frequenza di campionamento
—— 2000 Hz
— 4000 Hz
40 —— 8000 Hz

— 16384 Hz
) A(\
o [

Ampiezza (mV)

Tempo (ms)

Figura 5.7: Soggetto, senza saturazione: sovrapposizione degli artefatti medi del
canale C3, intensita 1%, quattro frequenze di campionamento e dinamica 1000 mV,,,.

le condizioni mostrano lo stesso trend, con ampiezza crescente e durata decrescente
all’aumentare della frequenza di campionamento.

5.4 Risultati in presenza di saturazione

La saturazione ¢ stata analizzata su due dinamiche di ingresso (150 mV,,, 1000 mV,,;),
utilizzando ampiezze di stimolazione maggiori (50% rMT, 80% rMT, 120% rMT) e
diverse frequenze di campionamento (2000 Hz, 4000 Hz, 8000 Hz, 16384 Hz).
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Artefatto medio - 5% - fantoccio

300 Frequenza di campionamento
—— 2000 Hz
4000 Hz
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Figura 5.8: Fantoccio, senza saturazione: sovrapposizione degli artefatti medi del
canale C3, intensita 5%, quattro frequenze di campionamento e dinamica 1000 mV,,.

Frequenza Ampiezza PP Media Durata Media

(Hz) (mV) (ms)

2000 7.98 4+ 2.45 1.814+0.24
4000 52.11 £ 15.43 1.06 £+ 0.30
8000 298.32 £ 53.34 0.69 £ 0.08
16384 797.59 £ 45.90 0.55 £ 0.06

Tabella 5.3: Ampiezza picco-picco e durata media dell’artefatto in funzione della
frequenza di campionamento, canale C3 (fantoccio, senza saturazione).

La presenza di saturazione risulta evidente dall’analisi dell’ampiezza picco-picco,
che per le tre intensita di stimolazione analizzate e prossima al limite della dinamica
impostata, come mostrato in Fig. 5.11.

In Fig. 5.12 ¢ mostrata la sovrapposizione di 50 epoche del segnale acquisito con
una frequenza di campionamento di 16384 Hz e un’ampiezza di stimolazione pari al
56%, confrontando le due dinamiche di ingresso dell’amplificatore per evidenziarne
leffetto sulla morfologia dell’artefatto.

Considerando gli artefatti medi, i grafici in Fig. 5.13 confermano che al cresce-
re della frequenza di campionamento, anche in presenza di saturazione, 'ampiezza
picco-picco aumenta e la durata diminuisce. Analizzando invece le diverse ampiezze
di stimolazione si puo notare che la durata dell’artefatto aumenta con l'intensita,
come mostrato nelle Fig. 5.14, che rappresentano I'artefatto medio su C3 a tre inten-
sita, con frequenza di campionamento 16384 Hz e dinamica 150 mV,, e 1000 mV,,,
rispettivamente. L’ampiezza picco-picco invece risulta pressoché la stessa, in quanto
con tutte le ampiezze di stimolazione si raggiunge la saturazione. Morfologicamente,
si puo inoltre notare la presenza, in tutti i casi, di un decadimento del segnale dopo
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Confronto Ampiezza picco-picco media
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Figura 5.9: Confronto soggetto-fantoccio senza saturazione (canale C3, dinamica
1000 mV,y,, ampiezza 1% - 5%): ampiezza picco-picco media per frequenza di cam-
pionamento mostrata tramite grafico a barre.
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Figura 5.10: Confronto soggetto-fantoccio senza saturazione (canale C3, dinamica
1000 mV,,, ampiezza 1% - 5%): durata media per frequenza di campionamento
mostrata tramite grafico a barre.

lo stimolo, che dal picco negativo torna lentamente al valore di baseline, estenden-
do significativamente la durata complessiva dell’artefatto. Questo decadimento ha
un’ampiezza maggiore per intensita di stimolazione maggiore, come si puo osservare
nel grafico in Fig. 5.14.

Le tabelle Tab. 5.4 e Tab. 5.5 riassumono quantitativamente i valori calcolati di
ampiezza picco-picco e durata medi, in tutte le condizioni studiate sul soggetto.

Le prove sperimentali con saturazione sono state effettuate con le stesse modalita
anche su un fantoccio. In Fig. 5.15 ¢ mostrata la sovrapposizione degli artefatti
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Figura 5.11: Soggetto, con saturazione: confronto tra dinamiche dell’ampiezza picco-
picco per tre ampiezze di stimolazione (24%, 38%, 56%). Per una visualizzazione
migliore, i due subplot sono rappresentati con una scala differente.

Epoche sovrapposte - 56% - fs=16.384 Hz
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Figura 5.12: Soggetto, con saturazione: sovrapposizione di 50 epoche del canale
C3, con intensita 56%, frequenza di campionamento 16384 Hz, due dinamiche di
acquisizione (150 mVp, a sinistra, 1000 mV,, a destra).

medi relativi al canale C3, con ampiezza di stimolazione 56%, quattro frequenze
di campionamento a confronto e due dinamiche di acquisizione. In Fig. 5.16 &
rappresentata la sovrapposizione degli artefatti medi ottenuti con tre ampiezze di
stimolazione, relativi al segnale acquisito su C3, con frequenza di campionamento
pari a 16384 Hz, e due dinamiche dell’amplificatore. Si nota che i tre artefatti medi
risultano pressoché sovrapponibili e che il decadimento, nel caso del fantoccio, risulta
essere di ampiezza significativamente minore e evidente visivamente solo nel caso di
dinamica a 150 mVp,.
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Figura 5.13: Soggetto, con saturazione: sovrapposizione degli artefatti medi su C3,
con intensita 56% e quattro frequenze di campionamento, per le due dinamiche di
acquisizione (a) e (b).

Le tabelle Tab. 5.6 e Tab. 5.7 presentano i valori di ampiezza picco-picco e durata
medi calcolati dai segnali acquisiti sul fantoccio, in ogni condizione sperimentale.

Per un confronto sulla morfologia dell’artefatto, i grafici in Fig. 5.17 mostrano la
sovrapposizione degli artefatti medi su soggetto e fantoccio, acquisiti con gli stessi
parametri di ampiezza di stimolazione, frequenza di campionamento e dinamica. E
messa in evidenza la differenza di ampiezza del decadimento, che per il soggetto
risulta molto maggiore, soprattutto ad intensita di stimolazione piu alta.

La presenza del lento decadimento rende 'artefatto sul soggetto di durata mag-
giore rispetto a quello del fantoccio, dove tale componente & assente o notevolmente
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Figura 5.14: Soggetto, con saturazione: sovrapposizione degli artefatti medi su C3,
frequenza di campionamento 16384 Hz e tre intensita di stimolazione, per le due
dinamiche di acquisizione (a) e (b).

ridotta. In Fig. 5.18 sono riportati i segnali medi sul canale C3 relativi alle quat-
tro frequenze di campionamento, con ampiezza di stimolazione 56% e dinamica di
acquisizione 1000 mV,,, a confronto tra soggetto e fantoccio. E evidenziata la fine
dell’artefatto calcolata dalla funzione descritta nella sezione 4.3 e si osserva come, in
tutte le condizioni riportate, la durata risulti maggiore nel soggetto rispetto al fan-
toccio, riducendosi progressivamente al crescere della frequenza di campionamento
in entrambi i casi. Per una valutazione quantitativa finale del confronto tra sogget-
to e fantoccio, il grafico a barre in Fig. 5.19 riporta la durata media dell’artefatto
per ogni frequenza di campionamento e ampiezza analizzate, nel caso di dinamica
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Soggetto - Dinamica 150 mVy,

Frequenza Ampiezza AL, Durata
(Hz) (%) (mV) (ms)
2000 24 13.56 £0.61 8.01+0.82

38 4533 £2.84 8.04+0.13
56 49.194+4.21 13.09 £2.33
4000 24 22.66 +£2.37 6.43+£0.31
38 61.99+2.37 9.37+£1.91
56 79.33£1.61 14.01 £1.79
8000 24 T7.77+£580 6.514+0.25
38 113.00 £7.97 6.88 +0.09
56 112.30 +6.24 7.054+1.44
16384 24 163.19 +£4.00 4.86 4+ 0.22
38 159.46 £6.83  6.35+0.21
56 156.52 +8.27 544+ 1.75

Tabella 5.4: Ampiezza picco-picco e durata media dell’artefatto, dinamica 150 mVyp,

canale C3 (soggetto, con saturazione).

Soggetto - Dinamica 1000 mVy,

Frequenza Ampiezza App Durata
(Hz) (%) (mV) (ms)
2000 24 50.15 £ 2.97 7.47 £2.92

38 73.58 £2.22  7.68 £0.26
56 128.46 +£6.75  9.78 £ 3.11
4000 24 110.42 +19.45 7.56 +0.35
38 137.20 £10.74 7.434+0.20
56 237.38 £10.90 7.51 +0.42
8000 24 456.70 £ 74.29 7.11 £0.28
38 459.94 +74.85 6.87 +0.19
56 441.39+£23.96 7.69+0.22
16384 24 1069.08 £79.29 3.68 £ 0.15
38 1067.10 £ 97.84 4.47+0.25
56 1080.95 £ 91.37 5.56 +0.26

Tabella 5.5: Ampiezza picco-picco e durata media dell’artefatto, dinamica 1000

mV,,, canale C3 (soggetto, con saturazione).

1000 mV,,.

Si sottolinea che la stima della durata fornita dalla funzione implementata in
Python & influenzata da diversi fattori, come il livello di rumore, la stabilita del
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Figura 5.15: Fantoccio, con saturazione: sovrapposizione degli artefatti medi su C3,
con intensita 56% e quattro frequenze di campionamento, per le due dinamiche di
acquisizione (a) e (b).

segnale di baseline e la presenza di componenti residue a lento decadimento. Di con-
seguenza, la misura ottenuta deve essere interpretata come una stima approssimata

0.5 1.0 15 2.0 25 3.0
Tempo (ms)

(b) Dinamica 1000 mVp,.

e dipendente dalle specifiche condizioni sperimentali.

Un’analisi aggiuntiva ¢ stata condotta sulla prova del soggetto effettuata con
ampiezza di stimolazione pari al 56% della massima intensita erogabile, dinamica
dell’amplificatore pari a 150 mV, e frequenza di campionamento di 16384 Hz, al
fine di valutare la presenza di un eventuale drift nel segnale. In Fig. 5.20 e ripor-
tata la sovrapposizione delle epoche del segnale grezzo e dopo la correzione della
baseline (pannello a, rispettivamente a sinistra e a destra). Nel segnale grezzo &
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Figura 5.16: Fantoccio, con saturazione: sovrapposizione degli artefatti medi su C3,
con frequenza di campionamento 16384 Hz e tre intensita di stimolazione, per le due
dinamiche di acquisizione (a) e (b).

evidente la presenza di un offset iniziale diverso da 0, che viene rimosso mediante
la sottrazione della baseline. Inoltre, viene riportato uno scatter plot che presenta
'offset per ciascuna epoca (pannello b), evidenziando un andamento crescente. Tale
progressione indica la presenza di un drift del segnale nel canale analizzato. Infine,
nel pannello (¢) e riportato lo zoom nella zona di saturazione del segnale, sia per
le epoche grezze che dopo la correzione della baseline. Si osserva che, mentre nel
segnale grezzo le epoche saturano allo stesso livello, le epoche corrette mostrano
un’apparente differenza nei livelli di saturazione.
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Risultati

Fantoccio - Dinamica 150 mV,

Frequenza Ampiezza AL, Durata
(Hz) (%) (mV) (ms)
2000 24 7834042 9.844+0.74

38 9.41 £1.58 19.10 £+ 2.67
56 9.71+£0.34 21.14+1.92
4000 24 13.97+2.18 7.75+0.86
38 18.24 +3.68 16.58 +2.43
56 18.69 £2.97 15.50 +1.41
8000 24 81.43+12.29 5.83+0.56
38 79.55+9.00 12.99+1.04
56 78.55+10.50 13.47+1.21
16384 24 165.99 +£2.79 2.134+0.14

38 165.23 £3.56 5.38 =0.31
o6 164.27+£4.20 5.12£0.49

Tabella 5.6: Ampiezza picco-picco e durata media dell’artefatto, dinamica 150 mVy,,
canale C3 (fantoccio, con saturazione).

Fantoccio - Dinamica 1000 mV,

Frequenza Ampiezza App Durata
(Hz) (%) (mV) (ms)
2000 24 10.16 + 2.30 4.57+0.45

38 18.36 +£3.09  9.62 +1.01
56 18.26 +£3.00  8.70 +1.32
4000 24 74.01 +£19.72 2904+ 0.34
38 96.31 £23.82  6.87 £ 0.56
56 103.62 £24.25 6.33+£0.70
8000 24 479.79 +41.61 1.954+0.26
38 464.41 =54.10 4.944+0.45
56 469.68 +47.35  4.78 £ 0.47
16384 24 1087.30 £ 85.88 0.76 4+ 0.06

38 1092.15 £ 80.24 1.87£0.15
26 1087.52 £ 88.08 1.99 £0.42

Tabella 5.7: Ampiezza picco-picco e durata media dell’artefatto, dinamica 1000
mV,,, canale C3 (fantoccio, con saturazione).
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Figura 5.17: Confronto decadimento soggetto e fantoccio, con saturazione: canale
C3, dinamica 1000 mV,,, frequenza di campionamento 16384 Hz, tre ampiezze di
stimolazione (24%, 38%, 56%).
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Figura 5.18: Confronto durata tra soggetto e fantoccio, con saturazione: canale C3,
dinamica 1000 mV,,, quattro frequenze di campionamento (2000 Hz, 4000 Hz, 8000
Hz, 16384 Hz), ampiezza di stimolazione 56%. Le linee tratteggiate indicano la fine

dell’artefatto.
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Figura 5.19: Confronto tra soggetto e fantoccio, con saturazione: durata media
dell’artefatto sul canale C3 in funzione della frequenza di campionamento e dell’in-
tensita di stimolazione (dinamica 1000 mV,;,). Le barre piene rappresentano i dati
del soggetto, quelle tratteggiate i dati del fantoccio, mentre le barre di errore indi-
cano la deviazione standard.

Sovrapposizione epoche — canale C3, ampiezza 56%, dinamica 150 mVpp, frequenza di campionamento 16384 Hz
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Figura 5.20: Analisi del drift nel canale C3 (ampiezza 56%, dinamica 150 mV,,,
frequenza di campionamento 16384 Hz).
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Nel complesso, le analisi condotte hanno permesso di caratterizzare approfondi-
tamente la morfologia e le principali proprieta dell’artefatto indotto dallo stimolo
TMS nel segnale EEG. Queste osservazioni costituiscono la base per le considerazioni
presentate nella successiva sezione di discussione.
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Capitolo 6

Discussione

In questo capitolo viene riportata una proposta di discussione dei risultati presentati
nel capitolo 5. Le sezioni sono suddivise come in precedenza, in modo da evidenziare
come le deduzioni effettuate abbiano portato allo sviluppo delle prove successive.

6.1 Prove preliminari

In Fig. 5.1 sono state mostrate le epoche relative alle stimolazioni sottosoglia e so-
prasoglia, per un singolo canale e un soggetto. Oltre alla presenza di artefatti non
allineati tra loro e rispetto al trigger, con variabilita in ampiezza e forma, cio che
risulta subito evidente e la presenza di numerosi picchi troncati. Questa forma ta-
gliata dei segnali e tipica di fenomeni di saturazione dell’amplificatore, che avviene
quando 'ampiezza in ingresso supera i limiti in tensione dell’hardware. Tuttavia,
dall’analisi dei valori quantitativi (Tab. 5.1), & possibile notare che I'ampiezza picco-
picco mediata tra i soggetti ¢ pari a 63.6 mV, ben sotto la dinamica dell’amplificatore
utilizzata (150 mV). Queste considerazioni hanno portato a sospettare che i segnali
fossero troncati a causa del formato di esportazione dei dati oltre che per fe-
nomeni di saturazione dell’amplificatore. Confrontando i dati di uno stesso
soggetto esportati una volta in EDF (European Data Format) e una volta in .EEG
(BrainVision), si ¢ notato che il formato EDF ha mostrato alcune problematiche nella
rappresentazione dei segnali. In particolare, dopo 'esportazione in EDF, i tracciati
risultavano alterati sia in ampiezza sia nella forma d’onda, con evidenti fenomeni
di saturazione digitale e riduzione dell’escursione del segnale. Queste distorsioni
sono probabilmente dovute alle limitazioni strutturali del formato EDF, che porta
a un errato mapping tra valori digitali e valori fisici, causando una compressione
dell’ampiezza reale (Fig. 6.1) e una deformazione del segnale (Fig. 6.2).

Per le indagini successive, si ¢ optato quindi per l’esportazione nel formato
BrainVision . FEG che sembra preservare l'integrita del segnale.

Dall’analisi dei valori quantitativi rimanenti (Tab. 5.1), invece, € possibile notare
una durata dell’artefatto mediata tra i soggetti pari a 14.2 + 5.3 ms per le stimola-
zioni sotto-soglia e 20.3 + 6.8 ms per le stimolazioni sopra-soglia: ’artefatto copre il
segnale cerebrale per una durata non trascurabile e la sua ampia variabilita lo rende
non eliminabile con tecniche classiche di processing offline.
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Figura 6.1: Confronto delle ampiezze picco-picco medie degli artefatti ottenuti con
esportazione in formato EEG (in blu) e EDF (in arancione), tramite bar chart piu
barre d’errore che rappresentano media e deviazione standard. I segnali sono relativi
al canale C3 di un soggetto stimolato al 38% (80% rMT - Sotto-soglia) e al 56%
(120% rMT - Sopra-soglia), con parametri di frequenza di campionamento pari a
8000 Hz e dinamica dell’amplificatore pari a 150 mV .

Artefatti medi - soprasoglia (56%) - confronto formato
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Figura 6.2: Confronto della morfologia dell’artefatto medio nei segnali estratti con
formato EEG (in blu) e EDF (in arancione), relativo al canale C3. I dati si riferiscono
a una condizione di acquisizione con frequenza di campionamento 8000 Hz, ampiezza
di stimolazione 56% (soprasoglia) e dinamica dell’amplificatore 150 mV,,,.

L’insieme delle criticita rilevate ha portato all'implementazione di successive ana-
lisi che, variando i parametri uno per volta, cercassero di trovare una motivazione alle
problematiche individuate. Data l'idea di una possibile saturazione, la prova suc-
cessiva e stata un’analisi che permettesse di determinare il limite di ampiezza di sti-
molazione oltre il quale I’amplificatore entra in saturazione e perde le caratteristiche
di linearita.
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6.2 Analisi di linearita

La Fig. 5.2 mostra la distribuzione delle ampiezze picco-picco delle 50 epoche del
canale C3, rappresentata tramite box-plot, per ciascuna delle 15 ampiezze di sti-
molazione considerate, con parametri di dinamica dell’amplificatore e frequenza di
campionamento pari a 1000 mVy,, e 16384 Hz rispettivamente, i massimi possibili.

L’ampiezza media dell’artefatto mostra un incremento evidente con I’aumento
dellintensita fino al 6%. Nei livelli successivi, la distribuzione tende ad appiat-
tirsi e "ampiezza picco-picco media si stabilizza intorno a 1.0 V| corrispondente
alla massima dinamica impostata sull’amplificatore. Questo comportamento sug-
gerisce 'ingresso del sistema di acquisizione in regime di saturazione. L’andamen-
to del coefficiente di determinazione mostrato in Fig. 5.3 conferma la perdita del
comportamento di linearita a partire da un’intensita di stimolazione pari al 7%.

Questo risultato evidenzia che, impostando parametri comunemente impiegati
nella registrazione EEG (ad esempio dinamica 150 mVpp, sufficiente per I'acquisi-
zione di segnale cerebrale) e stimolando con delle ampiezze tipicamente utilizzate
in contesti clinici (come 80% rMT), "amplificatore si troverebbe sempre in regime
di saturazione. Infatti, in questo caso, con una dinamica dell’amplificatore note-
volmente superiore (1000 mVpp), 'ampiezza di picco-picco raggiunge il limite della
dinamica gia a partire da un’intensita di stimolazione pari al 7%.

Le analisi successive sono state condotte con intensita di stimolazione che non
portassero alla saturazione del sistema, in modo da eliminare la componente di
non-linearita e valutare I'influenza di altri parametri.

6.3 Assenza di saturazione

Nei risultati delle prove condotte in assenza di saturazione, cosi come esemplificato in
Fig. 5.5, gli artefatti non presentano piu picchi troncati o appiattiti in alcuna epoca.
Inoltre, rispetto ai segnali delle prove preliminari, si osserva che non € presente
alcun decadimento lento per il ritorno al livello di baseline. Questo suggerisce che
la saturazione possa causare non solo una morfologia dell’artefatto alterata rispetto
a quella reale, ma anche 'introduzione di una componente di decadimento lento che
ne prolunga la durata.

Va tuttavia considerato che la TMS, con un’ampiezza di stimolazione cosi bassa,
non ¢ in grado di stimolare i tessuti nervosi, in quanto ¢ caratterizzata da una scarsa
profondita di penetrazione. Di conseguenza, oltre all’assenza di saturazione, in que-
ste condizioni sperimentali vengono trascurati altri fattori rilevanti, quali 'effetto
del volume conduttore e il contatto elettrodo-gel-cute, che verranno indagati nelle
prove successive.

Dallo stesso grafico si nota che, nonostante tutte le variabili che possono essere
trascurate al fine dell’analisi, la forma dell’artefatto rimane simile tra le epoche, ma
esse non risultano perfettamente coincidenti. Sulla base di questa osservazione, ¢
stato applicato un riallineamento in frequenza, che ha reso i tracciati piu sovrapponi-
bili (Fig. 5.6). Da tale analisi ¢ stato dedotto che il sistema EEG e il generatore
TMS non sono perfettamente sincronizzati: I'impulso, di durata molto breve,
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puo infatti verificarsi in un punto temporale casuale compreso tra due campioni con-
secutivi, portando all’ottenimento di un artefatto variabile in forma e ampiezza, in
quanto campionato diversamente. Inoltre, se il picco cade esattamente su un istante
di campionamento, 'amplificatore EEG puo raggiungere o superare il limite massi-
mo della dinamica; se invece il picco si colloca tra due campioni, il valore registrato
risulta attenuato, simulando un’apparente assenza di saturazione.

Anche dopo il riallineamento, nonostante i segnali risultino ampiamente piu simili
nella forma, non appaiono ancora perfettamente coincidenti, a causa di diversi fattori
residui:

e Vibrazione meccanica: leggere oscillazioni della bobina ad ogni scarica, che
cambiano la geometria dei campi e le correnti indotte.

e Movimento della testa: spostamento della testa dopo ogni impulso, soprat-
tutto nel caso di ampiezze di stimolazione piu elevate. In generale, comunque,
risulta difficile mantenere per lungo tempo la stessa posizione.

e Cambiamento corrente indotta: fluttuazione del rapporto df/dt reale
e aumento della temperatura della bobina con 'aumentare del numero di
stimolazioni.

Mantenendo costante I'intensita di stimolazione all’1% e la dinamica dell’ampli-
ficatore a 1000 mVpp, sono state eseguite piu acquisizioni variando la frequenza di
campionamento. Cosi come mostrato nella Fig. 5.7 e nella Tab. 5.2, al crescere della
frequenza di campionamento si registra un aumento dell’ampiezza picco-picco e una
diminuzione della durata dell’artefatto medio.

La diminuzione dell’ampiezza picco-picco al diminuire della frequenza di cam-
pionamento ¢ dovuta all’effetto del campionamento sui segnali di breve durata
e ad alto contenuto in frequenza. Poiché I'impulso TMS ha una durata di 280 s, a
frequenze di campionamento relativamente ridotte (ad esempio 2000 Hz o 4000 Hz,
corrispondenti a intervalli di campionamento di 0.5 ms e 0.25 ms), 'impulso puo
cadere parzialmente o completamente tra due campioni successivi. In tal caso, il
picco massimo dell’artefatto non viene catturato, e 'ampiezza registrata risulta sot-
tostimata rispetto a quella reale. A frequenze di campionamento piu elevate (8000
Hz e 16384 Hz), l'intervallo tra campioni si riduce (rispettivamente 125 us e 61 ps),
migliorando la probabilita che il picco dell’impulso sia effettivamente campionato.
Di conseguenza, 'ampiezza picco-picco apparente aumenta, riflettendo in modo piu
accurato ’ampiezza reale dell’artefatto indotto dalla stimolazione.

Un ragionamento analogo vale per la durata stimata dell’artefatto. A basse fre-
quenza di campionamento, il segnale di impulso viene rappresentato da un numero
inferiore di campioni e la risposta registrata appare allargata nel tempo a causa del-
I'interpolazione implicita tra punti distanti. Inoltre, a frequenze di campionamento
inferiori sono tipicamente associati filtri anti-aliasing che tagliano a frequenze piu
basse (Fig. 6.3). Il filtro anti-aliasing e un filtro passa-basso analogico, posto a
monte del convertitore analogico-digitale (ADC), che ha la funzione di prevenire il
fenomeno dell’aliasing, ossia la sovrapposizione di componenti con frequenze supe-
riori a Nyquist (fs/2) sullo spettro del segnale campionato. La presenza di un filtro
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Filtro anti-aliasing ADC
» (passa-basso) » (campionamento) »

}

Segnale analogico Segnale digitale

- £5=2000 Hz > fragio~ 1000 Hz
+ fs=16384 Hz + fragio~ 7 kHz

Figura 6.3: Schema della catena di acquisizione EEG e dell’effetto del filtro anti-
aliasing.

passa-basso che taglia a frequenze piu basse comporta un artefatto piu smussato e
di conseguenza piu prolungato nel tempo.

La stessa analisi e stata condotta anche su un fantoccio, ottenendo lo stesso
comportamento al variare della frequenza di campionamento. Cio dimostra che le
cause di questo comportamento non sono attribuibili ad alcuna componente fisiolo-
gica umana (Tab. 5.3 e Fig. 5.8). Dai grafici di confronto tra soggetto e fantoccio
(Fig. 5.9 e Fig. 5.10) emerge nuovamente lo stesso trend, con ampiezza crescente
e durata decrescente all’aumentare della frequenza di campionamento. Si osserva-
no valori mediamente piu elevati per il fantoccio, ma cio ¢ dovuto al fatto che la
stimolazione ¢ stata eseguita con un’ampiezza del 5 %, mentre per il soggetto era
dell’l %. Tale scelta ¢ stata necessaria poiché la geometria del fantoccio non consen-
te di avvicinare la bobina nella stessa misura in cui e possibile farlo con un soggetto
umano: un’ampiezza dell’l % non avrebbe quindi generato alcun segnale rilevabile.
Di conseguenza, i valori ottenuti non sono confrontabili in termini assoluti ma ser-
vono solo per mostrare la tendenza a ottenere lo stesso comportamento al variare
dei parametri e in assenza di saturazione.

6.4 Presenza di saturazione

Per caratterizzare in modo approfondito la natura dell’artefatto TMS su EEG, nel-
le prove finali sono stati impostati diversi parametri di ampiezza di stimolazione
(50% rMT, 80% rMT, 120% rMT), sempre in relazione allo stesso soggetto con am-
piezza tMT pari al 47%, diverse frequenze di campionamento (2000 Hz, 4000 Hz,
8000 Hz, 16384 Hz) e due dinamiche di ingresso dell’amplificatore (150 mV,,, 1000
mVpp).

Con la frequenza di campionamento di 16384 Hz, la piu elevata che permette di
rappresentare nel modo piu accurato 'artefatto, si osserva che in entrambi i casi di
dinamica, ’ampiezza picco-picco raggiunge il limite massimo. Cio conferma che, per
tutte e tre le ampiezze di stimolazione utilizzate, il sistema opera in condizioni di sa-
turazione (Fig 5.11). In Fig. 5.12 & riportato un esempio rappresentativo, dove sono
confrontati gli stessi segnali (canale C3, ampiezza 56%, frequenza di campionamen-
to 16384 Hz) rispetto alle due dinamiche dell’amplificatore: nel caso della dinamica
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a 150 mV,, la saturazione ¢ constatabile visivamente, in quanto la componente di
decadimento dell’artefatto risulta completamente troncata.

I grafici in Fig. 5.13a e Fig. 5.13b continuano a confermare i risultati ottenuti
nelle prove precedenti: al crescere della frequenza di campionamento, 'ampiezza
picco-picco apparente aumenta e mentre la durata apparente diminuisce. Nei casi
di frequenza di campionamento minore, come detto precedentemente, la riduzio-
ne dell’ampiezza picco-picco non riflette un effetto reale, ma ¢ dovuta al fatto che
I’artefatto non viene catturato correttamente a causa delle limitazioni imposte dal
campionamento discreto. Lo stesso ragionamento sui problemi di campionamen-
to e sul filtro anti-aliasing illustrato nella sezione precedente si applica anche per
il fenomeno di diminuzione apparente della durata al crescere della frequenza di
campionamento.

Avendo preso in considerazione tre ampiezze di stimolazione diverse in queste
prove, e stato condotto anche un confronto tra le diverse intensita. In Fig. 5.14a e in
Fig. 5.14b viene mostrato il confronto dei segnali ottenuti con le tre ampiezze di sti-
molazione diverse, con la stessa frequenza di campionamento a 16384 Hz e dinamica
150 mVppe 1000 mV,,,. Si osserva che le ampiezze picco-picco nei tre casi sono circa
equivalenti, in quanto tutti e tre i segnali sono ottenuti da ampiezze di stimolazione
che portano il sistema di acquisizione in regime di saturazione. La differenza prin-
cipale riguarda la durata dell’artefatto, che risulta visivamente maggiore al crescere
dell’intensita di stimolazione, indipendentemente dalla dinamica impostata. Tale
tendenza e confermata quantitativamente dai valori mostrati in Tab. 5.4 e Tab. 5.5,
nella maggioranza dei casi. Il comportamento osservato potrebbe essere attribui-
bile alla presenza di una maggiore saturazione alle intensita piu elevate, oppure a
fenomeni legati all’interfaccia elettrodo-gel-cute.

Per approfondire l'origine di questa componente di decadimento lento che sem-
bra prolungare la durata dell’artefatto con I’'aumentare dell’ampiezza di stimolazio-
ne, sono state condotte prove analoghe su un fantoccio, in modo da eliminare la
componente biologica e isolare i possibili effetti di natura puramente strumentale.

In generale, dalle Fig. 5.15 e 5.16 si osserva che le considerazioni precedenti
rimangono valide anche nel caso del fantoccio. L’aumento della frequenza di cam-
pionamento comporta un incremento dell’ampiezza picco-picco apparente e una di-
minuzione della durata apparente, mentre I’aumento dell’intensita di stimolazione,
porta ad un aumento della durata dell’artefatto, anche se con un effetto meno mar-
cato rispetto al soggetto. Tali comportamenti sono coerenti con quanto discusso in
precedenza, poiché le motivazioni non dipendono dalla componente biologica uma-
na, ma sono attribuibili rispettivamente alle limitazioni del campionamento e del
filtro anti-aliasing, e alle non linearita dell’amplificatore che in condizioni di satu-
razione puo generare una componente artefattuale a rilascio lento e/o all'interfaccia
elettrodo—soluzione elettrolitica, che puo introdurre effetti capacitivi residui.

Considerando i grafici di confronto tra soggetto e fantoccio (Fig. 5.17 e 5.18),
insieme al grafico a barre riassuntivo di tutte le prove condotte con dinamica 1000
mV,, (Fig. 5.19), si osserva visivamente e quantitativamente che la componente di
decadimento dell’artefatto e notevolmente ridotta nel fantoccio e, di conseguenza,
anche le tempistiche di durata dell’artefatto sono inferiori.
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La differenza presente tra fantoccio e soggetto potrebbe essere dunque attribuibi-
le alla presenza della componente biologica. In particolare, ogni interfaccia presente
nel sistema (interfaccia elettrodo-gel e interfaccia gel-cute) genera un potenziale di
semicella e si crea una situazione biofisica che puo essere modellata elettricamente
come un condensatore e una resistenza in parallelo, con una resistenza aggiunti-
va in serie (Fig. 6.4) [34]. Ad esempio, 'area coperta dal gel conduttivo e gli
strati cutanei profondi (spazio extracellulare ionico acquoso), separati dallo stra-
to corneo dell’epidermide che funge da dielettrico idrofobico, si comporta come un
condensatore [28]. Da un punto di vista elettrico, ogni circuito resistivo-capacitivo
(RC) & caratterizzato da una costante di tempo 7 = R - C. In risposta all'impulso
TMS, il circuito RC si carica e si scarica secondo la propria costante di tempo e
la risposta complessiva registrata risulta dalla somma di pit componenti di deca-
dimento. La resistenza del contatto gel-cute e solitamente dominante rispetto alla
resistenza elettrodo-gel, quindi piu responsabile dell’artefatto lungo, ma entrambe
contribuiscono alla polarizzazione residua. In questo studio, il contributo relativo
all’interfaccia elettrodo-gel ¢ stato minimizzato mediante 1'utilizzo di elettrodi non
polarizzabili Ag/AgCl che permettono un trasferimento di carica tra elettrodo e gel
grazie a una reazione di ossidoriduzione reversibile. Grazie all’utilizzo di elettrodi
non polarizzabili, I'interfaccia elettrodo-gel € principalmente resistiva. Utilizzan-
do invece elettrodi polarizzabili, che si comportano come condensatori, 'interfaccia
elettrodo-gel presenterebbe un’elevata impedenza capacitiva [21]. Pertanto, dato che
I'interfaccia elettrodo—gel & stata resa quanto piu resistiva minimizzando la compo-
nente capacitiva, il decadimento residuo osservato nel caso del soggetto ¢ attribuibile
maggiormente all'interfaccia elettrodo-cute e l'effetto dei tessuti biologici.

Elettrodo .{Cd

Gel

i

Ebe

Ry

Ghiandole
e dotti sudoripari

Epidermide

_________________

Derma e strati sottocutanei

Figura 6.4: Rappresentazione dell’interfaccia elettrodo-gel-cute: ogni interfaccia e
descritta come un condensatore e resistore in parallelo, piu una resistenza in serie.

Inoltre, e stato utilizzato il segnale ottenuto stimolando sul canale C3 con un’am-
piezza pari al 56%, una dinamica dell’amplificatore di 150 mV,,, e una frequenza di
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campionamento di 16384 Hz, al fine di dimostrare la presenza di drift. La Fig. 5.20
mostra i diversi passaggi utilizzati per evidenziare questo fenomeno. Nelle epoche
grezze sovrapposte si osserva un offset pre-stimolo che fa si che il segnale non parta
da zero; tale offset viene rimosso applicando la correzione della baseline. Lo scatter-
plot a destra riporta il valore medio dell’offset pre-stimolo per ogni epoca, mostrando
chiaramente un andamento crescente, indicativo della presenza di un drift. Dall’in-
grandimento nella zona di saturazione si nota che, a seguito della correzione della
baseline, le epoche sembrano saturare in punti differenti. Il drift rappresenta una
variazione lenta e progressiva dell’offset del segnale nel tempo: cio implica che, quan-
do si applica la correzione della baseline, tutte le epoche vengono riallineate a zero,
traslandole verso ’alto o verso il basso in funzione dell’offset rilevato. Questa corre-
zione puo far apparire una variazione nel livello di saturazione delle varie epoche, che
tuttavia e dovuta esclusivamente al drift e non a un cambiamento reale del segnale.

In conclusione, ’analisi delle prove condotte su soggetto e fantoccio conferma che
I’artefatto da stimolazione in condizioni di saturazione dipende da una combinazione
di effetti, sia strumentali che biologici. In particolare, la non linearita dell’ampli-
ficatore in regime di saturazione e i limiti del campionamento contribuiscono alla
distorsione iniziale del segnale, mentre la presenza del lento decadimento nel caso
umano e principalmente attribuibile alle proprieta elettriche del volume conduttore
tissutale e all’interfaccia elettrodo-cute.

A partire dalle osservazioni riportate nei paragrafi precedenti, nella tabella 6.1
sono sintetizzati i principali fattori che contribuiscono alla generazione di un artefat-
to TMS su EEG di lunga durata e variabile, includendo sia parametri strumentali sia
sperimentali, con le corrispondenti strategie di ottimizzazione individuate in questo
studio.
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Fattore

Effetto sull’artefatto

Ottimizzazione

Frequenza  di
campionamen-
to

Dinamica del-
I’amplificatore

Sincronizzazione

TMS-EEG

Interfaccia elet-
trodo—gel—cute

Resistenza elet-
trodi

Movimento
relativo sogget-
to—bobina

Formato di
esportazione
dei dati EEG

A frequenze piu basse 'artefat-
to risulta attenuato e temporal-
mente piu lungo.

Saturazione del segnale (picchi
troncati) quando ’ampiezza del-
I’artefatto supera la dinamica
impostata. Inoltre perdita di
linearita e generazione di una
componente di decadimento.

Disallineamento temporale tra
impulso e campionamento, che
causa variazioni apparenti in for-
ma e ampiezza.

Componente di  decadimen-
to lento dovuta agli effetti
resistivo-capacitivi  (RC) delle
interfacce.

Allungamento dell’artefatto a
causa della nascita di una com-
ponente di decadimento dovuta
all’interfaccia elettrodo-gel.

Variazione delle correnti indotte
e del campo magnetico.

Distorsioni in ampiezza e forma
dovute a limitazioni del formato
digitale.

Utilizzare la massima frequen-
za di campionamento disponibile
per rappresentare il picco in mo-
do accurato.

Impostare la dinamica massima
disponibile, nonostante la satu-
razione sia spesso inevitabile con
le ampiezze cliniche.

Assicurarsi che l'impulso sia
sempre campionato nello stesso
punto temporale, migliorando la
ripetibilita del segnale.

Assicurare un contatto stabile
gel-cute per ridurre la resisten-
za e 'effetto capacitivo.

Utilizzare elettrodi Ag/AgCl
non polarizzabili, ridurre le
impedenze di contatto con il gel.

Posizionare il soggetto in modo
stabile, riducendo i movimenti
involontari.

Utilizzare formati che preservino
I'integrita del segnale,in termini
di dinamica e risoluzione.

Tabella 6.1: Fattori che influenzano la forma e la durata dell’artefatto TMS-EEG e
possibili strategie di ottimizzazione.
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Capitolo 7

Conclusioni e sviluppi futuri

7.1 Conclusioni

In questo studio ¢ stata indagata una delle principali problematiche associate alla
combinazione tra TMS ed EEG. La misurazione delle risposte elettroencefalografiche
alla TMS consente di studiare la risposta corticale alla stimolazione in tempo reale.
Tuttavia, tale combinazione e resa complessa dal fatto che i segnali cerebrali sono
coperti da artefatti indotti dalla stimolazione, i quali possono essere di origine sia
fisiologica che strumentale. L’artefatto che influenza maggiormente il segnale EEG ¢
causato dall'impulso TMS, che provoca una forte perturbazione elettrica dei segnali
registrati. L’insieme delle prove condotte ha permesso di caratterizzare in modo ap-
profondito 'artefatto, per cercare di ridurlo il piu possibile in durata e variabilita, in
modo da renderlo trascurabile o eliminabile. Inoltre, un ulteriore contributo consiste
nell’aver fornito una spiegazione piu approfondita di alcuni fenomeni gia osservati
in letteratura, ma non sempre giustificati dal punto di vista fisico e strumentale.

Le analisi preliminari sono state condotte su dieci soggetti, seguendo i pro-
tocolli presentati in letteratura. I segnali ottenuti hanno effettivamente evidenziato
diverse criticita: artefatti troncati, fortemente variabili tra le epoche e di lunga du-
rata (tra le decine e le centinaia di ms). Le problematiche sono state inizialmente
attribuite a fenomeni di saturazione dell’amplificatore e, successivamente, ricondotte
anche al formato di esportazione dei dati (EDF). L’adozione del formato BrainVision
.FEG ha garantito la corretta rappresentazione del segnale.

L’analisi di linearita successiva ha dimostrato che, con parametri comunemen-
te utilizzati in clinica (stimolazioni di intensita pari almeno all’80% rMT e dinamiche
dell’amplificatore EEG pensate per segnali dell’ordine del pV) [35], amplificatore
EEG opera in regime di saturazione, perdendo dunque il comportamento lineare.

Le prove in assenza di saturazione hanno mostrato artefatti con picchi non
troncati o appiattiti e un’assenza di componenti di decadimento, suggerendo che
la saturazione introduca una componente che prolunga la durata dell’artefatto. E
stata osservata, pero, una variabilita morfologica tra le epoche dello stesso canale,
attribuita a una mancata sincronizzazione tra il sistema di stimolazione magnetica
transcranica e il sistema EEG, che determina un campionamento variabile del picco
dell’impulso. La frequenza di campionamento, inoltre, si e rivelata un parametro
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critico: frequenze basse sottostimano ’ampiezza picco-picco e sovrastimano la dura-
ta apparente dell’artefatto, a causa sia dei limiti del campionamento di un impulso
di durata dell’ordine delle centinaia di ps, sia della presenza di filtri anti-aliasing
che causano uno smussamento del segnale. Una sincronizzazione accurata tra i due
sistemi potrebbe ridurre la variabilita morfologica tra le epoche, consentendo 1'uti-
lizzo di frequenze di campionamento pitt basse. In tal caso, non sarebbe necessario
riprodurre fedelmente I'artefatto originale, ma piuttosto ottenere un artefatto ripe-
tibile e con minore variabilita, in modo da poterlo rimuovere efficacemente tramite
tecniche di elaborazione del segnale. Rimane tuttavia il fatto che altre problematiche
possono compromettere la ripetibilita dell’artefatto, come la vibrazione della bobi-
na, i movimenti della testa del soggetto e le variazioni della corrente effettivamente
indotta.

Le prove in presenza di saturazione hanno confermato che la saturazio-
ne genera una distorsione della forma dell’artefatto e un prolungamento della sua
durata, accentuato con ’aumentare dell’intensita di stimolazione. La saturazione
non e pero 'unica causa: le prove condotte sul fantoccio hanno portato a valutare
Iinterfaccia elettrodo-cute come la maggiore responsabile della componente di de-
cadimento dell’artefatto. Sono state distinte, quindi, le cause di natura strumentale
da quelle di natura biologica. Una parte del decadimento e dovuta alla perdita della
linearita dovuta alla saturazione dell’amplificatore e agli effetti capacitivi dell’inter-
faccia elettrodo-gel, che perd possono essere notevolmente ridotti con 1'utilizzo di
elettrodi non polarizzabili. L’interfaccia gel-cute invece, ¢ un’interfaccia prevalente-
mente capacitiva, che contribuisce maggiormente alla componente di decadimento
dell’artefatto e all’aumento della sua durata.

In sintesi, la scelta appropriata dei parametri di acquisizione (alta dinamica,
elevata frequenza di campionamento, sincronizzazione tra i due sistemi) ¢ cruciale
per ottenere dei segnali con artefatti meno variabili e senza distorsioni di forma
e ampiezza. Inoltre, ¢ importante minimizzare 'impatto dell’interfaccia elettrodo-
gel-cute per ottenere artefatti di breve durata. Con una selezione ottimale di tali
parametri, e possibile ottenere artefatti dell’ordine di pochi millisecondi; in queste
condizioni, puo risultare vantaggioso I'impiego di un amplificatore dotato di switch
che si aprono per alcuni millisecondi contemporaneamente all’'impulso di stimolazio-
ne per evitare la registrazione dell’artefatto. L’effetto residuo sarebbe un artefatto di
transitorio dovuto alla chiusura del circuito, ma trattandosi di un fenomeno ripetibi-
le e prevedibile, puo essere ulteriormente ridotto mediante tecniche di elaborazione
del segnale.

7.2 Sviluppi futuri

Nonostante i risultati ottenuti abbiano permesso di analizzare e chiarire diversi
aspetti del fenomeno, lo studio presenta alcune limitazioni legate al numero di sog-
getti analizzati, alla strumentazione utilizzata e ai parametri sperimentali adottati.
In prospettiva futura, potrebbe essere utile ampliare I’analisi valutando ulteriori pa-
rametri o caratterizzando meglio quelli gia esaminati.
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In questo lavoro, e stata impiegata un’unica tipologia di bobina; tuttavia, anche
la scelta della bobina influenza significativamente il segnale EEG registrato durante
la stimolazione. La bobina utilizzata nello studio ha un design a farfalla, che per-
mette una stimolazione focalizzata. Inoltre, essendo piegata, consente di seguire al
meglio la curvatura del capo, riducendo la distanza tra bobina e testa e ottenen-
do una maggiore profondita di stimolazione. Altre tipologie di bobina, a parita di
intensita di stimolazione, produrrebbero un campo magnetico meno profondo, ri-
chiedendo quindi un incremento dell’intensita per ottenere effetti comparabili. Un
aumento di ampiezza di stimolazione comporterebbe pero problemi quali la satu-
razione del sistema EEG e un maggior artefatto da polarizzazione dell’elettrodo.
Sarebbe dunque importante estendere le prove condotte testando diverse tipologie
di bobina di stimolazione.

In letteratura e inoltre evidenziato che 'orientamento della bobina rispetto ai cavi
EEG influisce sulla morfologia dell’artefatto registrato. Si potrebbe quindi estendere
lo studio utilizzando una cuffia EEG che permetta di variare la distribuzione dei cavi
e studiare come la loro geometria influenzi il segnale registrato.

Per approfondire 'effetto delle interfacce elettrodo-gel-cute e del volume con-
duttore, lo studio potrebbe essere esteso includendo diverse tipologie di elettrodi,
in termini di forma, materiale o tecnologia. In particolare, I'utilizzo di elettrodi a
secco consentirebbe di eliminare la componente introdotta dal gel, isolando meglio
i contributi delle interfacce.

Lo studio presentato ¢ stato condotto in un primo momento su dieci soggetti
e, successivamente, su un solo soggetto per approfondire alcune variabili specifiche.
Per confermare e consolidare le conclusioni ottenute, sarebbe opportuno ripetere le
prove su un campione piu ampio, in modo da ottenere una validazione statistica dei
risultati.

Infine, questo lavoro si e focalizzato solo sull’artefatto dominante provocato dalla
stimolazione TMS. Tuttavia, ci sono altri artefatti da tenere in considerazione, come
quelli muscolari e da movimento (particolarmente evidenti a intensita elevate), i
blink, I'artefatto uditivo legato al ’click’” della bobina, I'artefatto da ricarica del
circuito TMS e 'artefatto meccanico causato dalla vibrazione del coil.

L’analisi di tutti questi contributi permetterebbe di ottenere una comprensione
pitu completa e dettagliata dei fenomeni che influenzano la registrazione EEG durante
la stimolazione TMS.
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CONSENSO INFORMATO ALLA PARTECIPAZIONE A UNO
STUDIO SPERIMENTALE

Titolo dello studio: Analisi dell’attivita cerebrale mediante EEG dopo stimolazione magnetica
transcranica (TMS)

Responsabili dello studio: Andrea Bolla, Luana Turchiarulo, Sara Benedetta Saladini, Tomas Altea

Email: s324525@studenti.polito.it, s322717@studenti.polito.it, $327393@studenti.polito.it,
5316967 @studenti.polito.it

1. Scopo dello studio

Lo scopo dello studio & quello di analizzare l'attivita cerebrale utilizzando la registrazione
elettroencefalografica (EEG) dopo la stimolazione magnetica transcranica (TMS) per l'analisi
dell'artefatto elettromagnetico e la valutazione dei network cerebrali. In particolare, verra
stimolata la corteccia motoria M1 che induce una contrazione muscolare del pollice
controlaterale.

2. Modalita di svolgimento

La partecipazione consiste in una sessione sperimentale della durata indicativa di circa 90 minuti,
presso la sede di GEA soluzioni, Via Spalato 72/A.

Durante I'esperimento:

e Verranno applicati elettrodi con gel conduttivo per registrare |'attivita elettrica cerebrale
(EEG).

e Verranno applicate brevi stimolazioni magnetiche non invasive sulla testa (TMS).

e Al soggetto verra richiesto di rimanere fermo il piu possibile per la durata dell’esperimento.
Solo nella fase iniziale sara richiesto di svolgere anche un task cognitivo.

3. Rischi e disagi
La TMS e I'EEG sono tecniche sicure e ampiamente utilizzate nella ricerca.
Tuttavia, potrebbero verificarsi:
e leggere contrazioni muscolari o formicolii durante la stimolazione;

e lieve fastidio cutaneo per l'uso di gel o elettrodi EEG, con la possibilita che i capelli si
sporchino.
Al termine dell’esperimento verranno forniti fazzoletti e acqua per una prima pulizia, ma
potrebbe comunque essere necessario un lavaggio successivo per rimuovere completamente
il gel.

In caso di disagio, potrai interrompere I'esperimento in qualsiasi momento.
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Controindicazioni alla TMS includono:

epilessia, impianti metallici nel cranio, pacemaker, protesi elettroniche, gravidanza sospetta.
In tali casi non € possibile partecipare allo studio: compilare il successivo modulo di idoneita per
capire se e possibile partecipare allo studio.

Volontarieta della partecipazione

La partecipazione & completamente volontaria. Ci si puo ritirare in qualsiasi momento, senza
dover dare spiegazioni e senza alcuna conseguenza.

Trattamento dei dati personali

Tutti i dati raccolti saranno anonimizzati e utilizzati esclusivamente per fini scientifici. Nel rispetto
del Regolamento UE 2016/679 (GDPR), i dati verranno archiviati in modo sicuro e potranno
essere trattati solo dal personale autorizzato coinvolto nel progetto. In qualunque momento si
puo richiedere I'accesso, la rettifica o la cancellazione dei dati scrivendo alle mail indicate sopra.

Dichiarazione e firme

lo sottoscritto/a
nato/a il , dichiaro:

¢ diaver letto e compreso le informazioni riportate in questo modulo;
e diessere stato/a informato/a in modo chiaro e completo sullo studio;
o diaver avuto la possibilita di porre domande;

¢ di accettare volontariamente di partecipare allo studio.

Data:

Firma del partecipante:
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QUESTIONARIO DI IDONEITA TMS-EEG

Descrizione del protocollo sperimentale

Il presente studio ha l'obiettivo di indagare I'attivita cerebrale tramite I'utilizzo combinato di EEG
(elettroencefalogramma) e TMS (stimolazione magnetica transcranica). La partecipazione prevede
una fase iniziale di registrazione EEG in tre condizioni (riposo a occhi chiusi, occhi aperti, e durante
un semplice compito cognitivo), seguita da una fase di stimolazione TMS applicata sulla corteccia
motoria primaria.

Durante la stimolazione, saranno erogati stimoli magnetici singoli mentre il partecipante fissa una
croce su uno schermo. Gli stimoli verranno somministrati a intensita variabile in due sessioni distinte,
con brevi pause tra una sessione e |'altra. L'intera durata dell’esperimento sara di circa 90 minuti.

Questionario

Nome e Cognome

Email

Data di nascita

Numero di telefono

Sesso

Mano dominante

E affetto/a da epilessia 0 ha mai avuto crisi convulsive?

Ha mai avuto episodi di svenimento o sincope? Se si, descriva in quali circostanze.

L 0N UAEWDNRE

Ha mai subito un trauma diagnosticato come commozione cerebrale o associato a perdita di

coscienza?

10. Soffre di grave cefalea?

11. Ha problemi di udito o soffre di acufeni?

12. E portatore di impianti cocleari?

13. E in stato di gravidanza o sussistono possibilita che lo sia?

14. Presenta parti metalliche nel cervello, nel cranio o in altre parti del corpo (ad es. schegge,
frammenti, clip)? Se si, indicare il tipo di metallo.

15. E portatore di un neurostimolatore impiantato (ad esempio, DBS, epidurale/subdurale, VNS)? Se
si, indicare quale.

16. E portatore di un pacemaker cardiaco o di linee intracardiache? Se si, indicare quale.

17. E portatore di un dispositivo per la microinfusione di farmaci?

18. Sta assumendo farmaci attualmente? Se si indicare quali.

19. E stato mai sottoposto a stimolazione magnetica transcranica (TMS) in passato? Se si, ha avuto
dei problemi?

20. E stato mai sottoposto a esami con risonanza magnetica (MRI) in passato? Se si, ha avuto dei
problemi?

21. E stato mai sottoposto a ECT in passato? In caso affermativo, ci sono stati problemi?

22. Ha difficolta a stare seduto tranquillamente per lunghi periodi (45-60 min)?

23. Ha malattie della pelle o lesioni del cuoio capelluto in fase attiva?

24. Ha mai avuto gravi reazioni cutanee ai cosmetici o gel conduttivi? Elencare eventuali allergie.
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