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Résumé |

Les arythmies auriculaires sont ’'une des 'pathologies cardiaques les plus courantes,
et leur incidence tend a s’accroitre avec le vieillissement de la population. Des-travaux
Técents ont démontré que la stimulation électrique de neurones péri et intracardiaques
déclenchait invariablement des fibrillations auriculaires dans des préparations in-vivo de
chiens ne présentant aucune pathologie. Les mémes- travaux ont démontré qu’une
stimulation ne touchant qu’une ﬁbre' nérveuse isolée déclenchait les arythmies beaucoup
plus facilement que des stimulations centrales des nerfs sympathiques et parasympathiques.
Cela suggére donc que certaines arythmiés puissent étre d’origine purement nerveuse, sans
pathologie du substrat myocardique.. Une-interye'ntion thérépeutique visant spécifiquement
des éléments nerveux localisés pourrait étre un traitement plus efficace que les approches’
cliniques courantes qui visent le tissu du muscle cardiaque. Des travaux cliniques ont
d’ailleurs mené & la méme hypothése. Le prOJet s’est inscrit dans le cadre d’un programme
de recherche sur les mecanlsmes nerveux contrdlant le declenchement des arythmies
cardiaques auriculaires mené par un groupe de chercheurs de I’Université de Montréal (Les
docteurs A. Armour, R. Cardinal, P. Pagg, T. Kus et A Vinet) au centre de recherche de
I’hépital du Sacré-Coeur et a impliqué la'collaboration du Dr R. Guardo, de I’Ecole

Polytechnique de Montréal.

Le projet a consisté' au développement de capteurs permettant une prise de mesure a
I’aide de plusieurs électrodes sur une surface de un mm® a ’endocarde de préparations
canines a cceur ouvert de méme que sur les ganglions intra thoraciques. Ces capteurs ont été
utilisés pour identifier et caractériser I’activité de diverses populations neuronales du
systéme nerveux autonome cardiaque. Ensuite, nous avons étudi¢ les liens entre les
fluctuations de la pression, les fluctuations du rythme cardiaque et I’activité des différentes

populations neuronales.

Dans un premier temps, les performances du systeme d’enregistrement ont été
étudiées et ont démontré des caractéristiques suffisantes a I’enregistrement d’activité -

neuronale. Dans un deuxiéme temps, des enregistrements ont été effectués pour-déterminer
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la capacité du systtme a éliminer les aﬂefactsd’enregistfemént ne provenant pas de
I’activité neuronale. Une attention particuliére a été portée aux artefacts les plus imponahts,
soit les artefacts de mouvement. Ceux-ci n’ont pas pu €tre éliminés totalement déné les
enregistrements sur le substrat myocardique et nous ont empéchés d’effectuer dés

enregistrements adéquats dans ce milieu.

Dans un troisiéme temps, une étude préliminaire a été éffectuée sur la présence de
controle d’origine intracardiaque. Les relations entre la pression aﬁériélle le rythme
cardiéqhe et I’activité n‘euronale des ganglions stellaires ont été analysées. Ces relations ont
été déterminées dans le domaine temporel et dans le domaine spectral, pour la fréquence de
respiration (~0,25 Hz) et pour les basses fréquences (~0,04 Hz). Dés méthodes statistiques
ont été développées pour évaluer la présence de synchronisme entre les différents
parametres. Ces enregistrements ont été effectués en controle, apres dénervétion cervicale

des nerfs vagues et enfin éprés dénervations vagéle et sympathique.

Ces résultats n’ont pas encore permis d’enregistrer un comportement nerveux local
indépendant du systéme nerveux central, mais plusieurs pistes d’études  futures sont

présentées pour pouvoir confirmer ou infirmer la présence de contrdle nerveux local.

Mots-clés : ganglion stellaire, systéme nerveux cardiaque autonome, enregistrements

neuronaux



~Abstract

The auricular afrhythmias are one of the most common cardiac pathologies, and
| their incidence tends to increase with the ageing of the population. Recent studies showed
that electric stimulations of neurons (peri and intracardiac) invariably started auricular
_ fibrillations in in-vivo preparations of dogs that did not present any pathology. The same
studies showed that stimulation of an insulated nervous fibre started auricular arrhythmias
much more easily than central stimulations of sympéth'etié or parasympathetic nerves. That
suggests that certain arrhythmias can be of purély nervous origin, without pathology of the
myocardic substrate. A therapeutic intervention aiming at localised nervous elements could
be a more effective treatment than the current clinical approaches which aim at the cardiac
muscle. Other clinical studies> also led to the same assumption. This project lies within the
scope of a reseérch program on the nervous mechanisms triggering auricular arrhythmias
carried out by a group of researchers of Université de Montréal (Dr. A. Armour, R.
Cardinal, P. Pagé, T. Kus and A Vinet) in the Centre de recherche de I’hopital du Sacfé-
Coeur de Montréal and implies the collaboration of Dr. R. Guardo, of Ecole Polytechnique

de Montréal.

The project consisted' in the development of sensors allowing recordings with

several electrodes on a surface of 1 mm?

on the endocardium of an open heart canine
preparation and in intra thoracic ganglia. These sensors were used to identify and to
characterize the activity of various neuronal populatiéns of the cardiac autonofnous nervous
system. Then, the relationships between fluctuations of pressure and heart rate and the

activity of the various neuronal populations were studied. -

Firstly, the performancé of the recbrding system was studied and showed sufficient
characteristics to record neuronal activity.' Secondly, recordings were carried out to
determine the ability of the system fo eliminate recording artefacts that did not originate’
from neuronal activity. A ‘special attention was given to movement artefacts, which were

the most important. Those could not be eliminated completely in the recordings on the
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myocardic substrate and prevented us from carrying out adequate recordings in this

medium.

Thirdly, a prellmmary study was carried out on the presence of mtracard1ac control.
The relationships between blood pressure, heart rate and neuronal activity of the stellate
ganglia were analyzed. These relationships were analysed in time and frequency domains,
for breathing frequency (~0,25 Hz) and for low frequencies (~0,04 Hz). Statistical methods
were developed to evaluate the presencé of synchrohizatidn between these parameters.
These recordings were carried out in control, after cervical denervation of the végi and -

finally after sympathetic and parasympathetic denervations.

These results did not allow recording of local nervous behaviour independent of the
central nervous system, but several tracks for future studies ar.el' presented to confirm or

invalidate the presence of local nervous control.

Keywords : Stellate ganglia, autonomic cardiac nervous system, neuronal recording
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Liste des abréviations
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v
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HRP
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‘Onde P A
Onde R‘
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:Auriculo-vent_riculéire :

: Electrocardiogramme.

: Battements par minute

: Convertisseur analogue digital (tout le boitier Biosemi)
: Courant continu, (direct cutrent)

: Electrocardiogramme

: Injection intraveineuse dans la veine fémorale

: Oscillation haute fréquence ( 0,15-0,5 Hz)

: peroxydase de raifort, Horseradish peroxidase -

: Oscillation basse fréquence, (0,04-0,14 Hz )

: Ganglion cervical moyen (mid cervical ganglion)
: Activatién des oreillettes, ~détectée sur I’ECG

: Activation des ventricules, détectée sur ’ECG

. Potentiel extracellulaire | '

. Potentiel extracellulaire détecté par un neurone ou un faux positif produit

par un artefact d’enregistrement

PGAD
RC
'R-R
'SNA.
SNC
- SNCI
TRMC
VLF

 Plexus neuronal auriculaire droit (Right atrial ganglionated plexus)
B Rythme cardiaque (battements par minute)

- Intervalle entre deux ondes R

: Systéme nerveux autonome

: Systéme nerveux central

: Systéme nerveux cardiaque intrinséque -

: Taux de rejet du mode vcommun‘(CMRR)

: Oscillation trés basses fréquences ( 0-0,04 Hz)
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Chapitre 1 Introduction

1.1 OQutput cardiaqu'e

Le systéme nerveux autonome est responsable de la majorité du contrdle du débit
sanguin dans 'organisme par ses effets sur les systemes vasculaires périphériques et
cardiaques. La vasoconstriction des artérioles augmente la résistance périphérique, ce qui a
pour effet d’accroitre la pression artérielle et de réduire le volume de sang ¢jecté lors d’une
- contraction cardiaque. La vasoconstriction, du point de vue veineux, réduit le volume de
~ sang emmagasiné dans les veines produisant ainsi une augmentation du retour veineux au 7
“ceeur. L’accroissement du retour veineux est un des facteurs pouvant mener i une

augmentation du débit cardiaque.

Le débit cardiaque est donné par le produit du rythme cardiaque et du volume
sanguin éjecté lors d’une contraction. En régime régulier, le rythme cardiaque-est controlé
par le nceud sinusal. Une augméntation de la fréquence d’auto-excitation des cellules, du
neeud sinusal augmente le débit sanguin. Une augmentation du volume éjecté a chaque
contraction produit le .méme résultat. Le volume éjecté sera controlé par la force de

contraction du ventricule et par le volume du ventricule avant la contraction.

Ces différents mécanismes sont controlés : 1) de fagon mécanique dans le cceur, 2)
par le syétéme nerveux autonome agissant sur le cceur, 3) par le systéme nerveux agissant
sur le systéme périphérique, 4) a plus long terme, par une régulation hormonale et 5) par

des voies de signalisation liées au métabolisme local.

Tous ces mécanismes de controle fonctionnent simultanément et selon des échelles
de temps différentes. Une compréhension préalable des différents mécanismes est

nécessaire avant de pouvoir étudier une boucle de contrble spécifique.



1.2 Contrﬁle local

Avant le début de la cohtraction, le cceur sé remplit de sang gréce au retour veineux
de tout I’organisme. Un plus grand retour veineux augmente le volume des ventricules et
etire les fibres musculaires du myocarde. Celles-ci se retrouvent dans un état d’inter
digitation optimal Vproduisant une contraction plus puissante. Ce contréle entiérement
mécanique permet d’expulser le surplu—s de sang présent au début de la contraction et est

connu sous le nom de « mécanisme de Frank-Starling ».

Un plus grand retour veineux produit aussi une augmentation du rythme cardiaque par un
meécanisme connu sous le nom de « réflexe de Bainbridge ». Une augmentation du retour
veineux allonge des récepteurs sensibles a I’étirement situés sur les oreillettes. Ceux-ci
produisent un signal neuronal afférent qui remonte vers le systeme nerveux central (SNC)
par le nerf vague. Les deux branches du systéme nerveux autonome agissent ensuite sur le ,
nceud sinusal afin d’augmenter le rythme cardiaque[']. Des expériences menées sur des
cceurs de lapin isolés montrent gu’un accroissement du volume des oreillettes augmente le
rythme cardiaque méme s’il n’y a plus  de boucle de contrdle avec le SNC™. Les
stimulations mécaniques peuvent aussi 'modiﬁer la fréquence d’auto-excitation des cellules
du nceud sinusal isolées (ne contenant pas de cellules nerveuses). Ce mécanisme de contrdle
peut s’expliquer par la brésence de canaux ioniques activés mécaniquement dans le nceud’

sinusall!,

1.3 Controle nerveux

Outre le contréle mécanique, la majeure partie du contréle cardiaque se fait grice au
systéme nerveux. C’est la partie contrélant les fonctions viscérales (contrdle inconscient)
appelée systéme nerveux autonome (SNA) qui régularise le systéme cardiovasculaire. Le
SNAAest activé principalement par les centres de contréle situés dans le bulbe rachidieh,

1’hypothalamus et la moelle épirniére.



1.3.1 Physiologie

Le SNA controle le débit sahguin et la pression par un équilibre entre le taux

d’activité syrhpathique et parasympathique, appelé équilibre sympatho-vagal.

Le systtme parasympathique agit comme un frein sur le systéme cardiaque. Les
effets principaux produits sont une bradycardie et une diminution de la force de contraction.
- L’action rapide du systéme parasympathique est principalement causée par la V_oie de
signalisation stimulée par un neurotransmetteur (l’acétycholiné). Cette voie de signalisation
agit direcfement sur le canal ionique potassique produisant une inhibition presque
instantanée des cellules du nceud sinusal et des cellules cardiaques, donc du rythine

cardiaque.

A T’opposé, le systéme sympathique agit comme un accélérateur sur le systéme
cardiaque. Les stimulations sympathiques produisent une augmentation de la contractilité,
du rythme cardiaque et de la pré-charge grace a une augmentation du retour veineux. Le
systéme S};mpathique produit aussi une vasoconstriction artérielle, ce qui a po‘ur' effet

“d’augmenter la pression.

Tableau 1 Effet du systéme sympathique et parasymp-athique sur le contrdle

cardiaque

Systéme sympathique . Systéme parasympathique

Rythme cardiaque -t o J

Force de contraction

Temps de conduction AV

'3
T
{

Pression artérielle

> o «| >

Retour veineux




1.3.2 Anatomie |

1.3.2.1 Systéme parasympathique

A parﬁr du bulbe rachidien, I’innervation vparasympathique_ passe par les deux nerfs
craniens X (nerfs vagues, Figure 1). Les nerfs vagues passent prés des carotides sans
interaction avec des ganglions et synapseﬁt directement avec les neurones post-synaptiques

'sﬁr les ganglions' éardiaquesm (Figure 2). Ces ganglions sont repartis sur I’ensemble du
vcoeur mais se retrouvent principalement a proximité du nceud sinusal et du noeud AVIE4
Du point de vue anatomique, le nerf vague galiche innerve principalement le'n(v)eud sinusal
pour réduire le rythme cardiaque tandis que le nerf vague droit innerve le noeud AV et
ralentit le rythme de conduction. Toutefois, il existe beaucoup de chevauchement entre
l’inr'lervvation des deux nerfs vagues. Le principal neurotransmetteur libéré lors de
I’activation parasympafhique est I’acétylcholine. Celui-ci augmente la perméabilité au
potassium des cellules cardiaques, ce qui produit une hyperpolarisation des cellules et une
diminution de la fréquence cardiaque. Une voie de signalisation plus lente, impliqﬁant
I’inhibition de I’AMP-cyclique, diminue le coufaht calcique lent et contribue aussi a la
bradycardie. Puisque ce néurotransmetteur est rapidement hydrolysé, I’effet sera rapide et
éphémeére. Du point de vue périphérique, le systéme parasympathique a tendance & réduire
la résistance périphérique, mais cet effet est- peu rﬁarqué puisque I’innervation est

principalement concentrée dans les visceres.
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intrinséquel*!

1.3.2.2 Systéme sympathique

' A partir du bulbe rachidien, I’innervation sympathique contrdlant le cceur passe
- dans la colonne vertébrale et synapse dans la moelle épiniére\ dans les deux derniers
ségments cervicaux et les 6 premiérs segments thoraciques (Figure 1). Ces nerfs remontent
'Vers le ganglion stellaire situé prés de la colonne et de la premiere cote et passent ensuite
dans les deux branches de la ansa subclavia pour rejoindre les ganglions caudaux cervicaux
se trouvant a proximité du nerf vague (Figure 3). Les nerfs sympathiques se joignent alors a
I’innervation parasympathique ‘dans\le systéfne nerveux cardiaque intrinseque. La partie
droite du systéme sympathique a un effet prépondérant sur le rythme cérdiaque tandis que
la partie gauche a un effet prépondérant sur la force de contraction. Les principaux
neurotransmetteurs du systéme syrripathique sont 1’épinéphrine et la norépinéphrine qui,
pour contrdler le cceur, agissent suivant une cascade de signalisation ayant pour effet uné
augmentation des courants éalciques membranaires et de la recapture du calcium dans les
réticulums sarcoplasmiques. Différents récepteurs sont sensibles a I’action de la
norépinéphrine, et sont appelés o, oz, B1 et B, selon les agonistes qui p‘euvent moduler cgé
récepteurs. La plus grande partie de la norépinéphrine est réabsorbée par les terminaisons
nerveuses et le reste est emporté par le sang, ce-qui donne un effet plus prolongé a ’action
du systéme sympathique. Puisque l’effét est controlé par une cascade de signalisation

impliquant des protéines G, il est aussi plus graduel que I’effet parasympathique'™ °!,



Dans les deux cas, systémes sympathique et parasympathique, d’autres sites du
cerveau peuvent étre impliqués dans le controle du rythme cardiaqué, mais ne seront pas

présentés ici. .
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1.3.2.3 Ganglions stellaires

AMalgré les - petites dimensions des ganglions Stellaires, des études au HRP ont
montré que ’injection d’HRP dans les nerfs, entre’le cceur et le ganglion stellaire, colore
seulement la région du ganglion & proximité de ces nerfs” 1%, L’hétérogénéité des
ganglions devrait donc donner des réponses neuronales différentes selon la positioﬁ des

¢lectrodes.

1.3.2.4 Afférences

Le SNA a une grande quantité de barorécepteurs, de mécanorécepteurs et de
chémorécepteurs dispersés dans le cceur et dans tout I’organisme. Ces neurones afférents
remontent vers le systéme nerveux central par diverses voies, dont les nerfs sympathiques

et parasympathiques, qui possédent 2 la fois des nerfs afférents et efférents.



Les barorécepteurs qui sont responsables du baroréflexe jouent un.rdle important
dans le contrdle cardiaque. Ceux-ci se trouvent principalement sur les artéres carotidiennes

et de I’aorte (dont le signal afférent passe a travers les nerfs vagues).

A

Glossopharyngeal nerve

Hering’s nerve

- Carotid body
Carotid sinus

Vagus nerve

%y~ Aoriic baroreceptors

Figure 4 Innervation des barorécepteurs aortiques et carotidiens'''! P

1.3.3 Boucles de contrdle

_ L’action du SNA sur les composantes cardiovasculaires est visible dans les
 différentes boucles de contrdle présentes dans ’organisme. Le baroréflexe permet de |
contrdler la pression artérielle. Une augmentation de la pression étire les barorécepteurs
artériels. Le signal remonte vers le bulbe rachidien et produit une ‘inhibition du systéme
sympathique et une activation du systéme parasympathique. Cela produit une diminution
du rythrhe cardiaque, une vasodilatation périphérique et rétablit une pression adéquate.-
Cette boucle réflexe agit rapidement, permettant d’ajuster la pression en quelques secondes

pour s’adapter aux changements brusques de position par exemple.

Les différentes boucles de contrdle agissent en permanence et selon différentes
constantes de temps. Ainsi, I’inspiration provoque un étirement des mécanorécepteurs

A pulmonaires qui inhibent I’action des nerfs vagues, ce qui augmente le rythme cardiaque:



L’inspiration diminue aussi la pression thoracique, ce qui augmente le retour veineux dans
Ioreillette droite et tend & augmenter le ‘rythme.cardiaq‘ue par le réflexe de Bainbridge. Il
s’en suit un accroissement de la pression artérielle et une diminution du rythme cardiaque.
Comme le montre la Figure 5, I’effet global est une oscillation du rythme cardiaque ou le
rythme cardiaque augmente lors de I’inspiration. Cette oscillation est le résultat de plusieurs
boucles de contrdle agissant selon des dynamiques différentes. Une oscillation de période
égé]e‘ a environ 10 s (plus, si sous anesthésiel' ) est aussi présente dans le tonus nerveux,
le rythme cardiaque et Ia pression. Elle est appelée « onde de Mayer » en I’honneur de son
découvreur. Une explication possible de ces ondes repose sur une oscillation des
mécanismes de contrfle de la pressibn causée par des terﬁps d’activation différents.

Toutefois, il demeure une certaine confusion sur le sujet“z].

Respiratory  {
center. -

(meduT”o):%J
" Change in’

intrathoracic -
pressure -,

] e
" Change in :> Bainbridg
 venous returp j , . X
{} Saovy

Change in.

Bcrorecepbr )

arterial f
pressure r reflex

Figure § Différentes boucles de contrdle pouvant induire des oscillations du rythme

cardiaque!'l P
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1.4 Analyse spectrale

En 1981 Akselrod et all" introduisent le concept d’une analyse des fluctuations du
" rythme cardiaque (intervalle R-R) comme technique de mesure quantitative des systémes
de commande cardiovasculaires. Puisque le rythme c.ardiaque oscille a différentes
fréquences, une analyse du spectre de puissance du rythme cardiaque perrhet de déceler les
effets des systémes sympathique et parasympathique. Chez ’homme, les fluctuations du
rythme cardiaque sont séparées en trois bandes de fréquences distinctes. Les trés basses
fréquences (VLF, 0-0,04 Hz) proviennent des mécanismes de régulation 4 long terme
comme la thermorégulation. Les basses fréquences (LF, 0,04-0,14 Hz) proviennent d’une
- modulation de Iactivit¢ sympathique ou un mélange de Dactivité sympathique et
parasympathique au niveau cardihque[m]. Cette plage de fréquence est associée aux ondes
de Mayer'"”l. Les hautes fréquences (HF, 0,1'5-0,5 Hz) sont liées principalement a la

. . . . . 16
respiration et a I’influence des nerfs vagues sur le nceud sinusal’® ',

1.5 Controle nerveux local

Le résultat du contrdle cardiaque décrit dans la derniere section est représenté par
I’hypothése de la balance sympatho-vagale. L’activation de la branche sympathique ou
parasympathique est accompagnée par une inhibition de sa contrepartie. Une partie de cette

interaction est produite par les terminaisons nerveuses sur le muscle cardiaque.
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‘Figure 6 Interaction mter neuronale et intracellulaire entre les systémes sympathlque
118]

et parasympathlque impliqués dans le contrdle ca rdlaque

La relation entre les deux systémes est aussi contrdlée de fagon centrale, .en grande
partie sous I’influence des barorécép;eurs artériels. Dans cette vision classique, les synapses
localisées dans les ganglions intra thoraciques et cardiaques intrinséques servent seulem.ent
de relais entre le SNC et la sécrétion de neurotransmetteurs sur le cceur. La seule interaction

entre les deux systemes se produit sur le coeurt' .

S\nnp:qhelic ) .
*T’Nmm | ons

9]

Intrinsic
cardiac
ganglia

L —"~LA  Heart |

Figure 7 Vision classique du contrdle nerveux cardiaque

s

Plusieurs études suggeérent cependant que le contréle nerveux cardiaque soit plutot

le résultat d’interactions entre plusieurs niveaux hiérarchiques allant des cellules nerveuses - .
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du cortex cérébral jusqu’aux neurones du. systtme nerveux cardiaque intrinséque
- (SNCD?”. Diverses boucles réflexes seraient produites grace a ’intégration d’information
a différents niveaux : le bulbe rachidien, la moelle épiniére, les ganglions intra thoraciques

et les ganglions cardiaques intrinséquest'* 2",

L A ™A  Heart |

Figure 8 Vision hiérarchique du contrdle nerveux cardiaque

Les différentes boucles de contrdle se situeraient a plusiehrs endroits (ganglions ou
amas neuronaux) dans le réseau neuronal cardiaque. Dans chacun des ganglions, la vision
classique, ou les synapses entre les cellules nerveuses pré et post synaptiques n’ont qu’une
fonction de relais de 1’information, est remplacée par une fonction d’intégration de
[’information occasionnée par I’interaction entre les cellules nerveuses afférentes,

efférentes et les intemeurones.

1.5.1 Afférents

Dans le thorax, on observe anatomiquement des neurones afférents dont les somas
se trouvent a Uintérieur des ganglions, qu’ils soient thoraciques ou cardiaques™'® 2. Du-
point de vue physiologique, des stimuli mécaniques et électriques appliqués sur le thorax et
le ceeur provoquent une réponse neuronale dans les ganglions thoraciques. Dabrowski et
al'® ont coupé I’innervation entre le SNC et le ganglion cervical moyen (GCM) pour
éliminer tous les nerfs dont le corps cellulaire se situe dans le SNC. Plusieurs jours apres

I’opération, les neurones du GCM continuaient de répondre aux stimulations mécaniques.
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Le méme type de comportement a été observé sur des ganglions du systéme nerveux
cardiaque intrinséque®). Ces résultats montrent que 1’information peut atteindre le thorax

sans passer a travers le SNC.

1.5.2 Interneurones

Dans les ganglions intracardiaques, la vision classique suppose que ces derniers
contiennent seulement des neurones parasympathiques post ganglionnaireé.’Toutefois, des
études ont montré la présence d’interneurones '(« local circuit neurons ») dans ces
ganglions!® 2], Ces auteurs ont proposé que Iactivité de ces neurones produirait certaines

modifications locales du substrat cardiaque!®.

1.5.3 Causes de la vision alternative

Le systéme nerveux cardiaque et les ganglions thoraciques comportent une quantité
" appre’ciable (centaines de milliers) de neurones afférents et d’interneurones, L’ information
afférente n’a donc pas a passer en totalité par le SNC, mais pourrait aussi étre traitée

localement dans chacun des ganglions ou par une interaction entre les divers ganglions:

Dans des expériences sur des coeurs deénerves centralement, le contrdle local du
cceur permet.de multiplier le débit cardiaque d’un facteur 4 chez le chien''!. Ce changement
de débit peut étre explique par les réflexes Frank-Starling ou de Bainbridge mais aussi par
une modulation de ’activité neurdna]e. Plusiéurs mois aprés une transplantation cardiaque,
on observe une augmentation de la variabilité du rythme cardiaque[27]. Cetté derniére est
explicable par une ré innervation du cceur ou bien par une modification du réseau des

ganglions cardiaques.

Le contrdle local cardiaque, méme s’il n’est pas le mécanisme de contrdle principal
de 1a fonction cardiaque, peut avoir uhe grande importance. Certains problémes cardiaques,
tels les fibrillations auriculaires, peuvent €tre’ éliminés en détruisant certains ganglions
cardiaques qui produisent une bradycardie lorsque stimulgs électriquement!®®], Une

meilleure compréhension des différents mécanismes de controle (locaux et du SNA) ainsi



14

que de leur impdrtance relative dans des modeles de ceeurs sains ou malades permettrzﬁi .
d’étudier les causes neuronales de certaines pathologies et pourrait ouvrir la voie a des
traitements thérapeutiques. La présence de plusieurs boucles de contréle simu]ténées,‘qui
peuvent difficilement étre étudiées indépendamment, exige que 1’on mesure plusieurs
signaux ‘neuronaux simultanément et sous .différentes conditions | pour déterminer

I’interaction entre les différents répertoires neuronaux.

Pour étudier les boucles de contréle cardiaques, nous avons étudié 1’activité des
neurones cardiaques. Nous.allons maintenant décrire briévement la formation des potentiels
d’action par les cellules nerveuses ainsi que différentes techniques disponibles pour

enregistrer ces potentiels.



Chapitre 2 Enregistrement neuronaux

Au repos, les pompés et les échangeurs ioniques de la membrane maintiennent les
gradients de concentrations ioniques entre le milieu intra et le milieu extracellulaire
(intracellulaire : 14 mmol de Na®, 140 mmol de K'. Extracellulaire : 142 mmol de Na', 4
mmol de K"). Cette différence de concentration et le fait que la membrane au repos n’a pas
la méme conductivité pour différents ions produisent, dans une cellule nerveuse, un

potentiel au repos d’environ -65 mV.

L’activité neuronale est produrite‘par une dépolarisation de la membrane de la
cellule nerveuse. Une excitation (électrique ou chimique) augmente le potentiel de la
membrane (Figure lﬂ). Passé un certain seuil (~-45 mV), la conductance des canaux Na'
augmente pour laisser entrer le sodium dans la cellule et augmenter le potentiel jusqu’a 20
mV, Plus tard, I’augmentation de la conductance des canaux. potassiques permet au
potassium de sortir de la cellule et conjointement & la fermeture dés canaux sodiques, de
rétablir le potentiel prés de la valeur initiale. Cette suite d’événements se produit sur une

periode d’environ 2 ms.

Resting Neuron

Initial scgment

%f;&'“;pnmd of

Exeited Neturon actian potential

infux

{11] pd89

Figure 9 Gauche : Potentiel d’action intracellulaire . Droite ; Courants formant

un potentiel d’action extracellulaire!®!

Cetteactivité neuronale peut étre enregistrée par des techniques mises au point dans
les années 1950"". Des microélectrodes de verre permettent d’atteindre le centre d’un

neurone pour mesurer la différence de potentiel entre Iintérieur de la cellule et une
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¢lectrode de. référen'ceAplacée dans un milieu salin entourant la préparation. Le signal
obtenu est uh potentiel DC d’amplitude relativément élevée (une centaine de mV). Le
potentiel d’action peut étre enregistré avec un assez bon rapport signal sur bruit. Toutefois,
cette technique impose des conditions d’enregistrement non physiolbgiques (sur des -
tranches de tissus ou des neurones isolés)'! et devient trés complexe 4 mettre en ceuvre si

I’on désire faire des enregistrements avec plusieurs microélectrodes.

L’enregistrement extracellulaire est effectué a I’aide de microélectrodes placées
dans Pespace extracellulaire des neurones. Le potentiel d’action est initié par un
changement de conductance des canaux Na' dans la région péri somatique (soma ‘et
segment initial de ’axone, voir Figure 9 droite)[mi Une fois le potentiel d’action initié, les’
changements de conductance de la membrane produisent des changements de courant a -
travers la membrane cellulaire qui se propagent de la région péri somatique jusque dans les
axones. Les courants transmembranaires sont évidemment acc.ompagnés de courants dans
le milieu résistif extracellulaire. Ce sont les différences de potentiel produites par ces
courants éxtracellulaires qui sont mesurées par les électrodes extracellulaires. Tandis que la
variation de ‘voltage intracellulaire associée a un potentiel d’action est de 1’ordre de 50 mV,
I’amplitude du signal enregistré par des électrodes placées dans le milieu extracellulaire
sera environ 500 fois plus petite. Un modele simple des potentiels extracellulaires propose
que le potentiel mesuré soit proportionnel a la dérivée par rapport au temps du voltage
intracellulaire. Ce modé¢le semble valable: pour I’initiation du potenﬁel d’action, mais

diverge par la suite (Figufe 10)PY,
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Figure 10- Enregistremeht d’un potentiel d’action sur une cellule pyramidale de
I’hippocampe (les courbes sont obtenues en effectuant la moyenne de 849 potentiels
d’action) . Haut : Potentiel intracellulaire. Bas : potentiel extracellulaire et dérivée du

potentiel intracellulaire”"

2.1 Interaction élégtrode-électrolyte

Lorsqu’une électrode métallique entre en contact avec un ¢électrolyte, il se produit
‘un déplacement de charges (de dimension ionique) a I’interface. Les ions métalliques de |
1’électrode tentent d’entrer en solutikon, et les ions d‘e' I’¢lectrolyte tentent de se combiner
avec 1’électrode métallique. A la longue, un équilibre se forme, il en résulte un équilibre de
charges a I’interface électrode-¢lectrolyte, ce qu’on appelle une double couche électronique

(Figure 11 A).
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Figure 11 Interface électrode-électrolytem'. A) Modele de la double couche
électronique B) Circuit simple, C) circuit incluant le courant de Faraday D) Circuit

d’enregistrement complet d’un potentiel membranaire

On retrouve une étude détaillée des différents phénomeénes en jeu dans plusieurs

livres de référence’® % Nous n’en présentons ici qu’un bref résumé.

L’interface électrode-électrolyte peut étre modélisée par une résistance (R¢), une
capacitance (Ce) et le potentiel de 1’électrode (Vé) (Figure 11 B). Les 'parties résistive et
capacitive sont présentées comme deuxvcomposantes en série (modele de Warburg).

L’impédance de ces deux parties est donnée par :

1

Z, =R+iX=JQ+~—+
i2m- f-C,

Des tests ont montré que, sur une large gamme de fréquences (30 a 10000 Hz), la résistance
(R) et la réactance (X) sont pratiquement les mémes : '

PR
27 f-C,

Le module de I'impédance de I’interface électrode-éléctrolyte est donc donnée par :

@<

2L~
: 2 f-C,

(Equation 1)
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Des mesures expérifnentales”ﬂ ont montré que la capacitance de I’interface électrode-

electrolyte prend la forme :

. K
CAf)=— o
/ (Equation 2)

ou K est la capacitance par unité de surface qui dépend du type de metal utilisé, fest la
tréquence et @ gouverne le taux de décroissan.ce' de la capacitance par rapport a la

fréquence,

En combinant les équations 1 et 2, on obtient le module de I'impédance pour une

électrode de surface « a », en contact avec 1’électrolyte :

Jz

tzi(g) :. 2 I-a K . . .
S mfKea » ( Equation 3)

Un choix appropri¢ de matériau pour I’¢lectrode permettra de modifier le taux- de
décroissance et la capacitance par unité de surface. Pour un matériau donné, on pourra
diminuer I’impédance et augmenter la surface de I’électrode (soit en augmentant la surface -
effective, soit en augmentant la rugosité de la surface). L’équation précédente est en accord

avec des mesures d’impédance obtenues expérimentalement (Figure 12),
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Figure 12 Impédance de plusieurs microélectrodes

2.1.1 Circuit d’enregistrement équivalent

Le circuit de la Figure 11B est valable pour un courant AC. Comme il est possible
de faire passer un courant continu a travers ’interface électrode-électrolyte, on ajoute au
modéle une résistance Ry, correspondant au courant de fuite de Faraday. Le circuit

équivalent de I’interface électrode-électrolyte est présenté a la Figure 11C.

Le circuit d’énregistrement (Figure 11D) est constitué d’unAampliﬁcateur, d’une.
électrode d’exploration et d’une électrode de référence en contact avec le tissu. Comme
I’électrode de référence a ﬁne résistance- et une réactarllce‘beaucoup plus faibles que
I’électrode d’enregistrement, (en raison, principalement, de sa surface beaucoup plus

graride) elle est simplement modélisée par une source de tension (Ver).

Cr représente la capacité parasite des fils d’interconnexion alors que Z;, représente

-

l’impédanée d’entrée de ’amplificateur.

Le potentiel V. est habituellement considéré comme constant. Toutefois, il a été

démontré que la contamination des électrodes par divers métaux peut faire varier ce
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potentiel®). Chacun des matériaux de 1électrode voulant atteindre un potentiel. d’électrode -
différent par rapport a 1’électrolyte, il se produit un mouvement net de charges a I’interface.
Ce mouvement de charges modifie 1’équilibre de la double couche électronique, ce qui
provoque une augmentation du bruit mesuré aux bornes des .électrod‘es.‘ Les résultats
montrent qu’une électrode constituée de plusieurs matériaux peut avoir un niveau de bruit
atteignant 500 mV (créte a créte), soit jusqu’a 30 fois supérieur a celui d’une électrode

fabriquée d’un seul matériau.

Le mouvement de 1’électrode relativement au tissu produit aussi une modification
de la double coﬁche électronique et provoque des changements de potentiel. Dans. les
enregistrements de surface de biopotentiels comme I’ECG et ’EEG, on utilise des
électrodes dont I’interface avec le tissu se fait au moyen d’un gel conducteur, ce qui réduit.
considérablement les artefacts de mouvement. Pour les enregistrerhents avec des
microélectrodes, on utilise hébituellement un montége, souvent complexe, pour réduire au
maximum le mouvement a l’interface'vélectrode-éle(‘:trolyte. Nous n’avons toutefois pas
trouve d’expériencés étudiant le rapport entre le mouvement et le bruit mesuré avec des

microélectrodes.

2.2 Distance ¢électrodes — neurones

Les premiéres études théoriques incluant la propagation dans le soma et les

dendrites dans les cellules nerveuses>®

ont montré que ’amplitude d’un potentiel d’action
diminue, approximativement, de fagon inverse au carré de la distance du soma. Ces études
‘donnent des lignes iso potentielles de 130 pV et 30 uV a des distances respectives de 50

- um et 100 um du soma (Figure 13, soma : 25 um de diamétre).
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N,

- Figure 13 Modéle théorique des lignes isopotentielles mesurées a proximité d’un

neurone’®!

371 développé pour les

Plus récemment, un modéle par éiéments finis
enregistrements corticaux avec des électrodes ‘au silicium a donné des résultats semblables.
En utilisant des électrodes ponct‘uellels, les auteurs thiennént des potentiels de 230 pV et

 60 uV pour, respectivement, des distanceé de 50 um et 100 um du soma. On observe
encore une fois une diminution de potentiel proportionnelle a 'inverse du carré de la

distance.

" Des amplitudes plus faibles ont été mesﬁrées expérimentalement avec des microfils
‘de I3 pm et 60 pumP. Le signal mesuré atteint des amplitudes de 110 pV et 60 uV pour
des distances respectives de 20 um et 60 um du sorha. L’amplitude du signal ne diminrue»
pas proportionnellement & l'inverse du carré de la distance, et ’amplitude des signaux
mesurés est plus faible. Cela pourrait s’expliquer par la surface finie des électrodes
utilisées, compa,rativement aux électrodes ponctuellés utilisées pour les simulations

numeériques.
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23 Taille des éléctrodés

En passant d’une €lectrode ponctuelle a une électrode de dimension finie, 1a surface
de I’électrode commence a modifier la distribution de courant extracellulaire. L’électrode
constituant une surface isopotentielle, le ,p‘otventiel mesuré représente une moyenne du
potentiel extracellulaire sur toute la surface de I’électrode, ce qui diminue l"amplitudé— du
signal mesuré. Ce phénoméne a peu d’importanc‘e pour les électrodes de petites
. dimensions; én passant d’un diamétre de 1 pm a 5 pm le potentiel mesuré n’est réduit que -
d’environ .10%. Le phénoméne prend de I'importance si on augmente la taille des
électrodes®. De plus, d’autres phénoménes peuvent affecter I’amplitude du signal mesuré,

par exemple des dommages occasionnés aux cellules par des électrodes plus volumineuses.

Moffit. et:McIntyreml, i 1’aide d’un modélé utilisé pour représenter des électrodes
au silicium ont détehnirié que I’amplitﬁdé du signal demeure presque constante pour des
électrodes de petite dimension (0-1000 um?) et diminue de 50% ponjr des éléctrodés de
10 000 um?. Ces données (Figure 14) indiquenf que des électrodes de petite taille ont une
plus grande zone de sensibilité (région ol un potentiel d’action mesuré aura une amplitude
plus grénde qu’un seuil donné) et permettront d’enregistrer plus de neurones. De plus, la
‘grande sensibilité 4 proximité de l’électrddepermet d’isoler plus facilement les potentiels
extracellulaires ayant une grande amplitude. Leurs résultats demeurent trés similaires pour
des électrodes de taille infinitésimale jusqu’a 1000 pm’, ce qui laisse une graride marge de

manceuvre,
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Figure 14 Effet de la taille de 1'électrode et de la distance surAl'amplitude du potentiel

mesuré®’!

2.3.1 Densité de neurones mesurés

| Déja en 1968, Robinson® soulignait qu’il enregistrait beaucoup moins de neurones
avec des électrodes extracellulaires que ce qui est prévu par calcul (un neurone avec
arborescence dendritique)”®. Dans un arﬁcle de revue, Shoham et alm] ont recensé¢
plusieﬁrs articles et concluent que plus de 90% des neurones (du cortex et du néocortex)
demeureraient silencieux dans des eﬁregistrements en controle. Pour arriver a .de tels

résultats, Henze et al*!!

ont déterminé que des électrodes se trouvant a une distance de
moins de 50 um d’un neurone permettaient d’enregistrer un potentiel extracellulaire de plus
dé 60 uV. Avec une densité de 300 000 neurones/mm’, on pourrait enregistrer jﬁsqu’é 120
neurones, ce qui est loin du nombre moyen de six neurones qu’ils ont enregistré
expérimentalement. Blanche et al®” ont pu enregistrer un neurone tandis que I’électrode

s’¢€loignait ou se rapprochait du somal*!

, ce qui suggere que le neurone actif ou inactif, a un
moment donné, reste dans le méme état, méme aprés une légére modification du milieu

extracellulaire.

2.3.2 Rapport signal / bruit

Comme nous I’avons mentionné précédemment, une électrode de petite taille

produira, toutes autres choses étant égales, un signal extracellulaire de plus grande
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amplitude qu’une électrode plus grande. Toutefois, de petites électrodes auront une -
impédance plus élevée (équation 3), ce qui augmentera le bruit thermiqué des électrodes

(chap. 3.3.5).

‘ Le meilleur rapport signal / bruit sera obtenu avec des électrodes dont la taille
permet d’obtenir un signal d’amplitude élevée et un faible niveau de bruit thermique. Pour

une électrode au silicium, Lempka et al'*”!

‘ont déterminé que le meilleur compromis est
obtenu avec des électrodes de 380 um® (bruit : 6,74 uV rms, calculé sur une largeur de
~bande de 450 a 5000 Hz). Toutefois, il est difficile de transposer ces résultats pour des

électrodes de tungsténe.

1l existe une autre source de bruit qui est d’origine biologique et qui provient de
Iactivité neuronale autour de I’électrode. La Figure 15 montre un enregistrement ou a
chaque poténtiel intrécellulaire est associ¢ un potentiél extracellulaire. Toutefois,
l’électrode enregistre aussi des potentive]s extracellulaires “de plus faible . amplitude
provenant d’un neurone adjacent (paé de potentiel intracellulaire). Dans ce cas,'uné
électrode de petite taille devrait étre plus sensible a la source a proximité de I’électrode et

~ ne pas étre trop affectée par les neurones plus éloignés.

A /ﬂm Pt | , |
extra: }j wﬂ“awr‘\r"'\fu N “I r,\f \I/ “J'\/’ﬂf J/"f\'\\
1Hz-3kHz WV,J“VH\A!\.V’\\ /

'intra
Fig‘ure 15 Enregiétremenf extracellulaire Haut: signal non filtré (1 Hz- 3kHz).
Centre : signal filtré (300 Hz — 1 kHz). Bas signal intracellulaire. Fléche : potentiel
extracellulaire non synchronisé avec I’enregistrement intracellulaire et provenanf

d’un neurone adjacent"!



26

24 Densit“é neuronale

- 2.4.1 Ganglion stellaire

Les ganglions stellaires chien .éont formés par l’intersection de plusieurs. nerfs
prdvenant de la colonne vertébrale. Les neurones se trouvent dans une région (~3 mm * 4
mm * 3 mm) entourée d’une épéisse couche de tissu conjonctif. Peu d’études donnent des
indications sur la densité neuronale chez le chien. Toutefois, chez le chat, on. estime la
densité neuronale a 17 000 neurones / mm?> ' (paf rapport a > 60 000 neurones / mm’ dans

le cortex!''! et 300 000 neurones / mm?® dans l’hippocampe[4']).

2.4.2 Intracardiaque

Dans le systéeme nerveux cardiaque intrinséque, la densité neuronale est plus faible
de plusieurs ordres de grandeur a la densité que 1’on retrouve dans le cerveau. Une étude
anatomique!” effectuée en colorant les tissus avec du bleu de méthyléne montre que la
plupart des neurones se trouvent dans des ganglions sur une couche de gras de 1 3 4 mm
d’épaisseur située entre les oreillettes et les ventricules (Figure 2). En moyenne, 260
ganglions pouvant contenir de un a plus de 200 neurones ont été identifiés, pour un total
dépassant 20 OOO‘ neurones pour tout le cceur. Leur dimension varie d’unAsivmple neurone a
un ganglion de 1*3 mm? ¥ “2. On note aussi la présence de nerfs (iuSqu’é 0,75 mm de
diamétre) reliant les différents ganglions et pouvant faire des boucles complexes (5 4 20

mm de diameétre)!*.

En utilisant un procédé histochimique pour I’acétylcholesterase, et en s’attardant

aux ganglions innervant le nceud AV, une autre étude' a montré que plus “de 54 000

neurones innervaient le nceud AV. La plupart des ganglions mesuraient moins de 0,25 mm?,,

_ mais certains atteignaient 1 mm®.
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Figure 16 Vue d'un ganglion cardlaque é&pleardigue coloré par un procédé
histochimique marquant I'acétylcholesterase, Gauche : la Néche indique un ganglion
contenant 985 newrones, trait = 0,5 mm. Droite: méme ganglion, les fléches

indiquent des noyaux de neurone, trait = 65 pm 3

2.5 Multi électrodes

Depuis de nombreuses années, les peurophysiologistes enregistrent |"activité
neuronale extracellulaire, L'avénement d'ordinateurs 4 haute performance et a faible coit
permed d enregistrer ["activité neuronale avec plusicurs électrodes simultanément. Plusiours
techniques omt &&  développées pour produire des  électrodes multples pour
I'enregistrement dans le systéme nerveux central. Une des techniques les plus simples
consiste a utiliser des fils isolés de petit diamétre dont seule la surface métallique a
I'extrémité du fil est exposée. En 1958, Strumwasser' | 3 implané 4 a & fils d’acier
moxydable de 80 pm de diamétre ce qui lui a permis d’enregistrer 1"activité neuronale dans

le cerveau d'un écureuil pendant plus d'une semaine,

D'autres techniques utilisent des fils de plus gros diamétre qui sont affilés de fagon
mécanique ou chimique™® **! puis isolés pour ne laisser exposée que |'extrémité de
I'¢lectrode. La faible dimension de la pointe permet de minimiser les dommages causés aux

cellules lors de IMinsertion de 1"é&lectrode,
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Plusieurs techniques existent pour la fabrication de microélectrodes et chacune
répond aux contraintes spécifiques du site d’eﬁregistrement. Pour augmenter la rigidité des
électrodés, plusieurs chercheurs collent un grdupe d’électrodes ensemble (on ne peut pas
alors déplécer les électrodes). D’autres groupes se servent d’une aiguille épidermique a

I’intérieur de laquelle sont insérés des fils de petit diamétre!*’!.

Puisqu’il est difficile de comparer objectivement les performances d’électrodes
réalisées avec différents matériaux, de diverses formes, dimenéions et types d’isolants, une
grande part du travail nécessaire & I’obtention des enregistrements de longue durée tient
plus de ’art que de la sciencel*. Ainsi, Diana et al®® ont démontré que le nombre de
neurones enregistrés augmente avec le diamétre des électrodes. Toutefois, la probabilite
d’enregistrer un seul neurone par €lectrode augmentait quand ils utilisaient des fils de petit
diameétre. Dans ce contexte, la diminution de l’impédanée causée par une détérioration de

I’isolation a pour effet de diminuer la probabilité d’enregistrer un seul neurone.

En utilisant des éleétrodes rigides de tungsténe, Diana et ali**] ont enregistré plus de
neurones isolés en raison de la trés petite surface des électrodes de tungsténe, mais ils n’ont
pas pu enregistrer pendant plus de quelques minutes ,puisque ées électrodes n’¢taient pas
optimales pour enregistrer dans des animaux en mouvement. L utilisation d’électrodes en
acier inoxydable ou en tungsténe ne semblait pas faire de différence. Cerfaines €quipes ont
aussi montré que les fils de petit diamétre ne permettaient pas de faire de bons -

enregistrements a long termel*> 1,

2.6 Enregistrement intracardiaque et thoracique

- L’activité neuronale cardiaque est encore peu étudiée. Armour et al® ont enregistré
’activité neuronale dans le thorax sur des ganglions stellaires et médiastinaux avec des
¢lectrodes de tungsténe insérées a I’aide de micromanipulateurs® ", L’impédance de contact
de ces électrodeé était de 9 a 12 MQ @ 1 kHz. Le signai extracellulaire était amplifie par

un amplificateur d’instrumentation suivi d’un filtre passe-bande de 300-3000 Hz puis d’un
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deuxiéme amplificateur ou le signal subissait un filtrage passe-bande supplémentaire entre

500-2000 Hz.

Des enregistrements intracardiaques ont été effectués avec le méme systémel®* %

>3 Pour minimiser le mouvement du PGAD (right atrial ganglionatéd plexus), un fil de
gros diamétre était utilisé pour immobiliser le ganglion. Puisqu’il était impossible
d’éliminer complétement le mouvement du ganglion, 1’électrode d’enregistrement était

placée dans un anneau de caoutchouc pour lui permettre un mouvement latéral.

Thompson et al®* ont effectué le méme type d’enregistrement, mais ont utilisé deux
électrodes dans la méme région, ce qui leur permettait de comparer les deux

-

enregistrements. .

Une autre technique consiste & isoler le nerf inférieur cardiaque gauche (contenu
dans le thorax) et de faire des enregistrements a |’aide d’électrodes posées directement sur

le nerf sans se soucier des diverses populations pouvant étre responsables du signal®?.

2.6.1 Analyse spectrale

L’analyse des ﬂuctuatidns du rythme ca‘rdiaque permet 1’étude des systémes de
contréle cardiovasculaires (chapitre 1.4). Aprés enregistrement et numérisation des signaux,
I’analyse des fluctuations est effectuée avec la représentation spectrale des signaux
(domaine fréquentiel) plutdt qu’avec la représentation temporelle ce qui facilite grandement

I’interprétation. .

Gréce 2 ’intégrale dze Fourier, des signaﬁx (méme non périodiques) peuvent étre
exprimés par une somme de fonctions trigonométriques ayant des phases et des fréquences
différentes. Le transformée de Fourier permet de passer de la représentation t(—j:mporelle.
d’un signal « x(t).» a la représentation spectrale « X(f) » d’un signal et inversemént pour la

transformée de Fourier inverse.

La transformée de Fourier discréte est une transformée de Fourier qui permet de

travailler avec un signal temporel échantillonné uniformément dans le temps «xy» pour en



30

obtenir une représentation spectrale discréte «X;». Pour un signal temporel discret « x,» de
«N» échantillons, la transformée de Fourier discrete permet de passer du domaine temporel

au domaine spectral :
‘ N-l o
—i2mk/ N
X, = E x.e " n=0,.,N-1
k=0 :

ou : i=+—1

X, est le k™ coefficient de la série temporelle

X, est le coefficient de la série spectrale donnant I’amplitude et la phase de la péme

composante trigonométrique.
La transformée de Fourier discréte inverse permet de revenir de la série spectrale a
la série temporelle :
1 N-1

X, =—Y X, &Y k=0, ,N-1
Nn=0

La transformée de Fourier discréte produit un signal périodique de «N»
échantillons. De plus, la propriété de symétrie d’un signal réel donne :
X

-n . OuX, estla conjuguée cémplexe de X,.

X,

Ainsi, un signal x, réel de « N » échantillons échantillonnée a une.fréquence de
« F » Hz aura comme équivalent dans le domaine spectral une série X, allant de 0 a « F/2 »

Hz.

Flx)=X,=X(f) f=0F/N,.F/2
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2.6.1.1 Analyse spectrale croisée

L’analyse spectrale croisée est basée sur la fonction de corrélation croisée de deux
signaux et permet de faire ressortir les fréquences communes a ‘deux signaux. Dans le

domaine spectral la fonction de corrélation croisée est donnée par :
S, (NH=X(N)Y (f)=X, 7,
- OuY'(festla éonjuguée complexe de Y(f) et «» est un prbduit scalaire.

Le spectre de puissance d’un signal (I’énergie contenue pour chaque bande de

fréquence) est donné par la corrélation d’un spectre avec lui-méme :

L

S(N=X(N)-X"(f)

L’analyse spectrale croisée permet de calculer le taux de cohérence de deux
fonctions. Celui-ci dépend de la fréquence et prend des valeurs comprises entre 0 (pas de

cohérence) et 1 (cohérence maximale).

A | /2
S,
S. (NS, (N

I, (f)=

L’analyse spectrale croisée permet aussi de déterminer la phase entre les deux

signaux (un @yy positif, indique que 1I’onde x arrive @, degrés avant I’onde y) :

0.,(f) =28,



Chapitre 3 Systeme d’enregistrement

Les enregistrements neuronaux cardiaques réalises jusqu’a maintenant ont presque
toujours - été effectués a I’aide d’une seule électrode explofatrice.' Des études ont déja
montré la corrélation entre deux populations de neurones‘dﬁ systéme-nervéufc cardiaque‘
intrinséquel®. Divers stimuli, tant mécaniques que chimiques, appliqués & diverses régions
des ventricules ont généré de l’activité neuronale et suggérent un processus d’intégration
complexe dans les régions cardiaque et thoracique. Afin d’étudier les interactions entre les
populations de neurones, nous avons développé un systéme permettant d’enregi'st'rer
- différentes populations de neurones dans un méme ganglion ou sur plusieurs ganglioﬁs

pouvant &tre éloignés anatomiquement.

3.1 Spécifications du systéme

Deux. régions connues pour contenir une grande quantité de neurones réliées au
contréle cardiaque ont été ciblées spécifiquement lors de I’élaboration du systéme

d’enregistrement : les ganglions stellaires et les tissus adipeux (gras) autour des oreillettes.

Du c6té du ganglion stellaire, les neurones se trouvent dans une région entourée
d’une épaisse couche de tissu conjonctif. Les €lectrodes devront traverser cette barriére
pour atteindre les neurones en endommageant le moins possnble le tissu, les neurones et

I’ 1solat10n dela pomte des électrodes lors de I’insertion.

Dans les enregistrements intracardiaques, on veut éibler_lés neurones dans le tissu
adipeux a la surface de ’oreillette ou les neurones directement a la surface de 1’épicarde. -
L’enregistrement neuronal se fait en présenée -d’un trés gros artefact provoqué par
I’activation électrique du myocarde. Cet artefact, nécessaire pour initier la contraction,"
produit un grand po.tentiel électrique ainsi que la contraction subséquente du myocarde. De
fagon générale; plus les électrodes sont prés du myocarde, plus cet artefact est élevé. Dané

les enregistrements différentiels, plus les électrodes sont ¢loignées I'une’ de Iautre, plus

Iartefact est important, celui-ci pouvant atteindre 3 mV par mm de séparation, selon la’
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position des électrodes. Le tissu adipeux est lui aussi protégé par une couche mince de tissu

conjonctif et subit un mouvement important causé par la contraction des oreillettes.

Un enregistrement adéquat dans ces deux régions impose plusieurs contraintes:

1. Les amplificateurs doivent avoir une grande plage dynamique pour prévenir la
* saturation pouvant étre causée par |’artefact d’activation du myocarde;

2. Les électrodes doivent étre minces et rigides pour traverser la barriére de tissu
conjonctif sans se déformer et pour minimiser le dommage causé par I’insertion;

3. On doit disposer d’un systéme d’enregistrement multi-canaux pour enregistrer les
signaux de plusieurs neurones et/ou ganglions simultanément; ’

4. Chaque canal doit comprendre un préamplificateur; on ne peut pas multiplexer les
signaux de plusieurs ¢électrodes vers un seul préamplificateur,

5. Les fils de connexion entre les électrodes et les préamplificateurs doivent étre trés
courts; ce qui nous obligé a placer les préamplificateurs le plué prés possible des
électrodes; ' '

6. Lélectrode de référence doit étre placée prés des électrodes d’enregistrement pour
réduire les artefacts associés a I’activation et la contraction du myocarde;

7. ~Les électrodes doivent étre congues de fagon a ne pas atteindre le myocarde sous le
tissu adipeux des oreillettes;

8. L’assemblage phys_i'que électrodes / fils / préamplificateurs doit présenter une faible
sensibilité au mouvement lors de I’enregistrement dans le myocarde;

9. On doit réaliser un filtrage adéquat (généralement, par des circuits analogiques
aprés le- préamplificateur) pour réduire les artefacts causés par I’activation et la
contraction des oreillettes; -

10. - Le taux d’échantillonnage du signal doit étre suffisant (bien au-dela du critere de
Nyquist) pour permettre de différencier les formes d’onde associées aux différents
neurones dont le potentiel d’action dure quelques ms seulement;

I1.  Le traitement « en 'lign'e » du signal est nécessaire pour déterminer si les neurones
sont reliés a la physiologie du systéme cardiaque et pour faciliter la cofnpréhension

de I’interaction entre les différentes populations de neurones;
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12, L’enregistrement simultané de plusieurs signaux physiologiques (par exemplé,
I’ECG) est nécessaire pour déterminer le lien entre ces signaux et l’activité

neuronale.

3.2 Description du montagé

Le systtme d’acquisition de données que nous avons utilisé dans ce projet est
constitué¢ de plusieurs modules permettant I’enregistrement de I’activité neuronale. Ces

- modules sont présentés dans le schéma bloc suivant et sont décrits briévement par la suite.

Electrode Préamplificateur Boite de
mp (Gain 10X .S raccordement
Filtre passe-haut

—

Convertisseur. Convertisseur " Spike
analogue digital Labview Filtrage passe
' = BDF-EDF p bande, détection
Passe-haut de signal
S N

Figure 17 Schéma-bloc du systéme d'enregistrementl

3.2.1 Electrodes

Les-électrodes utilisées « Frederick Haer, -ME, USA #UEWSFESNILMIM» sont en
tungstene et mesurent 1,5 cm de long avec un diamétre initial de 200 pm et ont une pointe
ayant un angle de l15 4 20°. Les électrodes sont couvertes d’une résine Epoxylite© qui
permet d’obtenir une surface non isolée de seulement quelques um® a la pointe de

" I’électrode et ont une impédance initiale de 9 a 12 MQ a 1 kHz. Les électrodes de tungstene
“ainsi construites ont une impédance trés élevée aux basses fréquences et trés faible aux
hautes fréquences. Ces caractéristiques sont adéquates pour les enregistremé'nts

[3% 331 puisque le contenu spectral du signal d’intérét se situe entre 300 et

extracellulaires
3000 HzP" **{(Chaque potentiel d’action -dure moins de 2 ms, voir Figure 10). Pour une

méme surface exposée, leur impédance est plus élevée que les électrodes de platine. Par
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contre, le tungsténe est préférable au platine dans cette application puisque les électrodes -
doivent étre rigides et solides pour traverser la barriere de tissu conjonctif des ganglions

sans fléchir.

Deux configurations ont été principalement utilisées pour connecter les électrodes
au préamplificateur. Dans un premier cas, les pointes non effilées des électrodes ont été
trempées dans une laque conductrice (MG-Chemicals #8420) et serties 3 un connecteur
(MilI-Max; 851-xx-1, voir annexe) adapté au préamplificateur. Les électrodes ont ensuite
été pliées'et collées avec de I’époxy pour exposer I mm de I’électrode. Les électrodes étant
solidaires du préamplificateur, un micromanipulateur permet de les diriger vers le site
d’enregistrement. Le systéme préamplificateur-électrodes peut étre fixé solidement au
manipulateur pour empécher tout mouvement ou bien étre laissé flottant afin de Iui

permettre de suivre les mouvements du ceeur.

Figure 18 Préamplificateur avec électrodes fixes ou flottantes

Dans la deuxiéme con‘ﬁguration, I’électrode est sertie @ un fil multibrin isolé
(Cooner Biomed wire co, partHAS633, diamétre 0,3mm, longueur: 2-5 cm) & ’aide de
laque et d’un connecteur. La jonction est ensuite isolée a 'aide d'un tube thermo-
retractable pour limiter le mouvement entre le fil et I’électrode et empécher le liquide

d’atteindre la jonction. L autre extrémité du fil est sertie & un connecteur avec de la laque
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conductrice. Ce montage permet aux électrodes de suivre les mouvements du coeur
pratiquement sans contrainte, mais requiert beaucoup plus de temps pour insérer les
¢électrodes. 11 permet un positionnement individuel des électrodes, mais risque de capter

plus de bruit a causeé des fils d’interconnexion plus longs.

L’électrode de référence est aussi faite de tungsténe. La résine époxy qui isole
Iélectrode est enlevée sur une distance d’environ 0,5 mm pour diminuer son impédance de -
contact (et le bruit thermique). L’électrode de référence est fixée a I’extérieur du ganglion

et sert 4 obtenir un signal différentiel pour chacune des autres €lectrodes.

3.2.2 Préamplificateur

Chaque série d’électrodes est connectée a un préamplificateur huit canaux (MPA-8,
Multichannel System, De). Le signal de chaque canal est amplifié avec un gain de 10 V/V
relativement au signal dé référence commun 4 tous les canaux. Si un artefact est enregistré
par 1’¢lectrode de référence, ce signal est présent sur tous. les canaux et il faut I’éliminer -
ultérieurement. Cette configuration est toutefois nécessaire lorsqu’on enregistre sur le
PGAD puisque l’enregistrement la proximité de I’¢lectrode de référence permet d’éliminer
I’ECG et de réduire grandement I’artefact causé par 1’activation du myocarde (cet artefact
peut atteindre 3 mV par mm de séparation entre les électrodes). L’¢lectrode de référence
doit donc étre placée a prml(imité des électrodes d’enregistrement pour €liminer Iartefact
d’activétion, mais doit étre assez loin des ganglions pour ne pas enregistrer I’activité |
neuronale. Puisque toufes les entrées du préampliﬁcateur‘ont le méme gain, il est possible
de soustraire numériquement les signaux de deux canaux pour créer un nouveau signal

différentiel ce qui permet d’éliminer le signal (les artefacts) de I’électrode de référence.

3.2.3 Boite de raccordement

Les signaux provenant d’un ou deux préamplificateurs parviennent ensuite a une
boite de raccordement ot les signaux subissent un filtrage passe-haut du premier ordre

(fréquence de coupure a -3dB de 0,5 Hz ) pour éliminer la composante DC qui pourrait .'
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faire saturer les étages subséquents du systéme d’acquisition. La boite de raccordement
contient aussi trois entrées" munies de connecteurs BNC qui permettent d’enregistrer
‘d’autres signaux physiologiques. Enfin, la boite de raccordement contient des sources de
tension régulées de +/- 5V pour alimenter les préamplificateurs. Ces tensions proviennent

de batteries de 9 volt.

Pour que le systtme d’asservissement de la jambe droite puisse éliminer
convenablement les.interférences du secteur, 1’électrode DRL doit étre le seul point pour
appliquer du courant entre le systéme d’acduisition de données et la préparation. Cette
condition ne sera pas remplie si‘la masse d’un des si gnaux externes est connectée a un autre
appéreil alimenté par le secteur. Puisque les signaux externes proviemiént habituellement
de systemes de ce type, des isolateurs optiques doivent étre utilisés pour isoler ces canaux.
Le systéme d’acquisition de donhées peut aussi fonctionner avec une boite de raccordement’
isolée optiquement et permettant d’enregistrer des canaux différen‘tiels, mais |'utilisation de
cette boite limite la fréquence d’échantillonnage & 2 kHz ce qui est insuffisant pour nos

besoins.

Préampificateur Modije de Mgodule d'acquisition
MCS connacuon Biosemi

© Filrage passe- _—_- -
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Figure 19 Schéma du montage du systéme d’enregistrement neuronal
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3.2.4 Convertisseur analogue digital

Les signaux provenant des préamplificateurs ainsi que les trois signaux appliqués
aux connecteurs BNC (entrées externes) sont numérisés a une fréquence de 16384 Hz par
des convertisseurs ana]ogique/numéridue individuels qui font partie du systéme
d’acquisition de données Active-Two (Biosemi NI). Pour abréger, ce systéme est appelé

CAD dans le reste du mémoire.

Pour éliminer le repli spectral (aliasing), chaque canal du CAD corhporte un filtre
passe-bas dont la réponse en fréquence a la forme d’un sinus cardinal de cinquiéme ordre,
avec une fréquence de coupure a -3dB de 3334 Hz. L’équation du filtre est donnée a

I’équation 4.

5
‘ ésinﬁ
2

2

14 ' .

2 (Equation 4)

Lorsqu’il est utilisé avec une fréquence d’échantillonnage de 16384 Hz, le systeme
permet d’enregistrer jusqu'a 32 canaux avec une plage dynamique de +- 262 mV. La
numérisation se .fait avec une résolution de 24 bits, ce qui peﬁnet d’obtenir une
discrétisation (théorique) de 0,031 pV/bit pour les entrées du CAD et de 0,0031 uV/bit aux
entrées des préamplificateurs. Les données du CAD sont transmises par fibre optique a une
‘interface qui les retransmet a un PC~ via un port USB. Les données sont sauvegardées en
format « .bdf» qui est une version 24 bits du format « .edf» (European Data Format,
Annexe 1. ). Le CAD a un systéme d’asservissement de la jambe droite pbur réduire les

interférences dues au couplage parasite entre le systéme et le secteur.

3.2.5 Conversion bdf-edf et filtrage

Puisque le programme de traitement subséquent n’accepte pas de données en format

« .bdf », un programme de conversion de format a été réalisé en Labview. A partir de n
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canaux initiaux échantillonnés a 24 bits et enregistrés en format « .bdf», ce programme

crée 2n canaux et enregistre les données en mots de 16 bits selon le format « .edf ».

Le traitement des données acquises exige I’isolement de deux composantes qﬁe
nous désignerons ci-apres par « signal haute 'fréq‘uer‘lce » et « signal basse fréquence ». Pour
obtenir le signal haute fréquence, le signal brut ést traité par un filtre numérique passe haut
de type Bessel du quatrieme ordre (fréquence de coupure & -3dB de 150 Hz, voir Figure
20), et est sauvegardé avec une plage dynamique de +/- 33 mV. Ces spécifications
permettent d’obtenir un signal filtré: qui ne dépasse pas la plage dynamique
d’enregistrement et donne une discrétisation de 1 pV au niveau des entrées du CAD (0,1

1V pour les €lectrodes).

~

Pour obtenir le signal basse fréquence a partir du 51gnal mltla] a 16384 Hz, la
moyenne de 8§ points a été€ calculée pour ensuite étre sauvegardée & 2048 Hz sur une plage
dynamique de +/- 262 mV. Ce signal permet d’observer le comportement des signaux
(ﬂﬁctuation de la ligne de base sur les signaux neuronaux, évolution temporelle de I’ECG et
du signa] de pression) tout en limitant l’espace disque nécessaire. La moyenne de 8 points
est équivalente a un filtre passe-bas avec une fréquénce de coupure a -3 dB de 2000 Hz. Le
théoreme de Nyquist-Shannon stipulant que la ,fréquence d’échantillonnage doit étre au
minimum du double de la fréquence maximale du sigﬁal a échantillonner, il risque de se
produire un certain repliement spectral. Le signal basse fréquence n’est pas utilisé pour
étudier I’ activité neuronale. Pour I’ECG et la pression, on ne considére que la frequence
d’activation cardlaque qui typiquement varie entre 1 et 4 Hz Elle est déterminée par la
détection des maxima du QRS et de la pression systoliqyue. Le repliement spectral ne peut

avoir que peu d’effet sur la position de ces maxima.

Pour éviter les problémes potentiels de repliement spectral, les données 'sont ,
<maintena'nt traitées en ajoutant au programme de conversion « bdf-edf » un filtre de Bessel
passe-bas de'quatriéme ordre avec une fréquence de coupure 4 -3dB de 750 Hz. Le gain
ainsi obtenu est de -15 dB a la moiti€ de la fréquence d’échantillonnage ce qui diminue Ia

“possibilite d’avoir du repliement spectral.



40

Les caractéristiques des filtres et la plage dynamique des signaux haute et basse

fréquences sont fixées par défaut, mais peuvent étre changées par 1’utilisateur au besoin..

3.2.6 Traitement de signal a I’aide du logiciel Spike

La derniere étape du traitement des donnéeé est effectuée a ’aide du logiciel Spike
(CED, version 5,14, UK), un logiciel spécialement congu pour le traitement de 1’activité
neuronale. Les signaux sont filtrés a ]"a'ide,d"un filtre passe-bande FIR (finite impulse
response). Une fois les caractéristiques du filtre déterminées (gain et bande passante), une
‘sous-routine de Spike féumit les coefficients du filtre. Le filtre utilisé est de type passe-
bandé avec des fréquences de coupure a -3 dB d(_a 300 Hz et 2900 Hz. La réponse en
fréquence de ce filtre est brésentée a la Figure 20. Les valeurs de 300 Hz et 3000 Hz sont
utilisées dans la littérature’®" *°!. Nous avons utilisé une fréquence de coupure de 2900 Hz
pour éliminer la possibilité d’interférence lorsqu’un capteur de pression fonctionnant 2

3000 Hz se trouve a proximité du systéme d’acquisition.
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‘Figure 20 Spectre de puissance d’un bruit blanc gaussien aprés filtrage. Haut : filtre
passe-haut Bessel 4™ ordre du convertisseur «.bdf» a « .edf ». Bas : Filtrage final

apres le filtre de Bessel et le filtre passe-bande (FIR)
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3.2.7 Détection des potentiels extracellulaires

La derniére partie du traitement numérique des données permet de faire la détection
d’événements correspondant a Vdes décharges neuronales & partir des potentiels
_extracellulaires. Pour détecter ces événements, le ‘programme Spike requiert deux seuils
différents, un positif et I’autre négatif. Si le signal mesuré traverse 1’un de ces seuils, le
pfogramme trouve la valeur maximale ou minimale du signal dans un ihterva]le de +/- 2 ms
autour du passage du seuil et sauvegarde ’onde se trouvant dans une fenétre de 4 ms (64

- points & 16384 Hz) centrée sur la valeur maximale ou minimale trouvée.

Les ondes ainsi obtenues sont classées par une technique d’analyse de formes
d’onde (template matching) basée sur la méthode des composantes principales. La
technique est incluse dans le programme Spike, mais n’a pas été utilisée dans ce mémoire a

cause de la faible amplitude des PE et de la faible activité neurona]ei

On appellera potentiel extracellulaire détecté (PED) chacune des détections faites
par le systéme, peu irﬁporte si cette détection est due & un signal neuronal ou & un artefact
d’enregistrement. La méthode de classification utilisée implique que si deux potentiels
d’action (PE) se produisent sur un intervalle plus petit que 4 ms, les deux PE peuvent €tre
enregistrés dans le méme PED, ou bien que le deuxieme PED ne sera pas nécessairement

centré sur le maximum d’amplitude du PE.’

~ Le seuil de détection est déterminé a I’aide de 1’écart type du-signal. Pour chacune
des électrodes, 1’écart type du signal est mesuré sur une période de 1 ms, et ce, a chaque
seconde. Puisqu’une év]ectrode‘enregistre seulement du bruit (aucun signal neuronal ou
artefact électrique) durant la majeure partie d’un enregistrement, la valeur médiane de
I’écart type (om) représente une bonne approximation du niveau de bruit causé par les

¢électrodes et le systéme d’enregistrement sans la présence de neurones.

Le seuil de détection des potentiels extracellulaires présentement utilisé est +/- 66,
Ce seuil nous assure que lbrsque le systeme détecte un PED, ce demnier est causé par un

neurone et non par une fluctuation du niveau de bruit. Ce seuil permet aussi d’obtenir un

—~
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rapport signal / bruit assez élevé pour que ’on puisse faire une bonne classification des

formes d’onde.

3.3 Analyse des performances

Pour I’enregistrement des potentiels extracellulaires, on vise a obtenir un systéme
aussi’ linéaire que possible dans la bande de fréquences d’intérét. Nous avons donc étudié

les variations du gain de notre montage a différentes fréquences. L’impédance des

- électrodes étant assez élevée (de I'ordre de '101 MQ a 1000 Hz) il faut s’assurer que

I’impédance d’entrée des préamplificateurs soit plus grande que I’impédance des électrodes
pour ne pas atténuer le signal mesuré par celles-ci. Le niveau de bruit du préamplificateur et

des électrodes est aussi étudié pour éviter qu’il induise de fausses détections de PE.

3.3.1 Gain

Le gain de la chaine d’acquisition a été déterminé en appliquant une onde

sinusoidale de 20 mV (créte) aux entrées du préamplificateur et du CAD (Figure 21). Le

gain du CAD a été mesuré en appliquant le signal de test aux entrées externes (A1-A3). La
fréquence a été variée entre 1 Hz et 3 kHz pour vérifier le gain du systéme dans la plage de

fréquences utilisée. Comme on peut I’observer a la Figure 22, le gain du CAD était

~ pratiquement constanf dans la bande de fréquence ~1 Hz a ~ 500 Hz. A plus haute

fréquence, le gain théorique diminuait 4 cause du filtre passe-bas du CAD (équation 4) et le
gain expérimental était Iégérement inférieur au gain théorique.

~
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Figure 21 Montage utilisé pour déterminer le gain et I’'impédance d’entrée.

Pour ce qui est du systeme d’enregistrement en entier (préamplificateur, boite de
raccordement et CAD), les mesures ont été effectuées avec les interrupteurs de la Fiéure 21
en position fermée. Chaque préamplificateur a un gain nominal de 10 V/V et une bande
passante allant de 0 4 500 kHz. A haute fréquence, le systéme en entier a donc sensiblement
la méme réponse en fréquence que celle déterminée par le filtre passe-bas du CAD. A basse
fréquence, le signal est filtré par lel filtre passe-haut de premier ordre (-3 dB A 0,5 Hz) de la
boite de raccordement. Les mesures expé‘rimeﬁtales donnent un gain de 19 dB, {donc
légérement sous 10 V/V) ce qui est conforme aux spécifications du préamplificateur et du
.Aﬁltre passe-haut. Le systéme a donc un gain pratiquemeht constant de 20 dB entre 3 Hz et |

" . kHz et diminue a 15 dB autour de 3 kHz.
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Figure 22 Gain expérimental et théorique du CAD et du systéme d’enregistrement en

entier pour des fréquences comprises entre 1 Hz et 3 kHz.

3.3.2 Impédance d’entrée

Comme mentionné au Chapitre 2, I'impédance de contact d’électrodes de petit
diamétre peut atteindre des valeurs trés élevées. Il est nécessaire de s’assurer que
I’impédance d’entrée des préamplificateurs sera beaucoup plus élevée que I’impédance des -

électrodes pour ne pas trop atténuer le signal mesuré.

Pour déterminer I’'impédance d’entrée du préamplificateur, nous avons utilisé la
technique dite de « perturbation » utilisant des résistances du méme ordre-de grandeur que
la résistance attendue et des interrupteufs‘ qui permettent de court-circuiter ou pas ces
résistances. Le montage pour effectuer ce test est présenté a la Figure 21. Une onde
sinusoidale de 20 mV (créte) et de fréquence variablé (3 Hz 4 3000 Hz), provenant d’un
geénérateur de fonction est utilisée. La masse du générateur de fonction est connectée a
I’entrée de référence du préamplificateur. On effec'tlie alors deux mesures pour chaque

fréquence :

1. Avec I'interrupteur ouvert, le signal du générateur pas‘se par une résistance de 22

MQ et est atténué par I’impédance d’entrée du préamplificateur. Le signal mesuré a

la sortie du préamplificateur est nommé V™",
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2. En fermant I’interrupteur, la résistance de 22 MQ est court-circuitée et il n’y a pas
d’atténuation. Le signal de sortie (plus grand) est dénoté V™, On obtient la véleur
du module de I'impédance d’entrée du préamplificateur pour cette fréquence, au
moyen de 1’équation :

’ VOMVE?‘I (f)
VD=V (f)

f) =R (Equation 5)

|Zin

Les mesures d’impédance obtenues expérimentalement concordent avec les données
- du manufacturier (Figure 23) qui caractérise I'impédance d’entrée des préamplificateurs .
comme une résistance équivalente (R) de 10"%Q en paralléle avec une capacitance (C) de 10

pF. L’impédance d’entrée « théorique » est alors obtenue avec I’équation :

R 10°

iz = | : [P
‘ 1+2-7r~i-f-~R-C| 1+ (207 1V
' ( /) . (Equation 6)
10000 - ‘ ‘ + Préamp, expérimental
—— Préamp, théorique:
: —o— Electrode tungsténe 8 um
annn A . a CAD, expérimental
R A —»— Ancien montage
A
*
100
(o *
E 1.0 > .
@ v Ea) ] x = -
: 0 10 . 100 1000 10000
A
0-. .
Fréquence (Hz)

Figure 23 Résistance  d’entrée pour différents  systémes. Légende: ¢ I:
préamplificateur (valeurs expérimentales), — : préampliﬁcatéur (valeurs théoriques),
4 : CAD (valeurs expérimentales, ™ : un autre systéme d’enregistrement'>"!, - :

résistance d’une électrode de tungsténe de 8 um? (Figure 12).
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La Figure 23 montre le module de I’impédance d’entréé des préamplificateurs de
méme que la résistance d’une électrode de tungsténe de 8 um’. L’impédance d’entrée du
préamplificateur est supérieure d’un factéur 2 ou plus a I’'impédance d’ﬁne électrodé sur
tbute la bande passante du sigﬁal. Dans.le cas limite d’une électrode dont la résistance est
de 10 MQ a 1kHz, le signaj mesuré par le préamplificateur sera atténué d’un facteur 0,6
V/V. Toute‘opération qui réduirait I’impédance des ¢electrodes diminuerait I’atténuation du
signal pér le préamplificateur. On note aussi que I’impédance de 1’électrode et du
- préamplificateur suivent le méme taux de décroissance avec lé fréquence. Ceci suggére que
le prihcipal facteur responsable de I’atténuation du signal est la capacitance d’entrée C (~10

pF) des préamplificateurs.

'3.3.3 Taux de rejet du mode commun

Le taux'de rejet du mode commun (TRMC) des préamplificateurs a été mesuré avec
le montage de la Figure 24 (gauche). Une onde sinusoidale de 20 mV (créte) de fréquence
variable, produite par un générateur de fo,nctio'n, -est appliquée aux -entrées des
préamplificateurs. Un interrupteur permet de relier I’entrée de référence du
pféampliﬁcateur a chacune des bornes du générateur de ‘fonction. Le TRMC a une

fréquence donnée est déterminé a partir de 1’équation suivante :

TRMC(dB)=20l0g, | TRMC(dB) = 20log,, (442 i
' M | i "44al  (Equation 7)

Ou Ayq est le gain en mode différentiel et Acy le gain en mode commun.
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Figure 24 Schéma du montage, pour déterminer le TRMC. Gauche : montage pour
déterminer le TRMC du préamplificateur, droite : montage pour déterminer le

TRMC entre deux canaux soustraits numériquement

Les résultats de la Figure 25 montrent que le TRMC est relativement constant a ~70
dB entre 1 Hz et 300 Hz. A plus haute fréquence, le TRMC diminue graduellement pour
atteindre ~50 dB 4 3000 Hz. | '

Si on veut enlever un signal présent sur I’électrode de référence (R), il est possible
de soustraire numériquement deux canaux pour produire un canal différentiel (ex : V4-V3).
Pour ce faire, on utilise le montage de la Figure 24(droite). Le TRMC est donné par :

A.
d

A
CcM

TRMC(dB)=ZQlog10 v VA4 ‘VA3
in - ,a 7l

Vs sV )y
=2010g10 2 . 1 (Equation 8)

Lorsqu’on soustrait numériquement deux canaux entre eux, le TRMC diminue
~d’environ 20 dB par rapport au TRMC du préamplificateur (voir Figure 25). Pour avoir le
. meilleur TRMC, il est donc prévférab]e d’avoir un montage qui ne nécessite pas I’utilisation

de canaux virtuels différentiels.



48

80,00
‘ = Préamplificateur
}V { { ' }V ' { « Interélectrode

) ' _
KA
© 60,00 - T T T
= : !
m V {
[

40,00 T T g T LI

-0 : 1 10 - 100 , 1000 10000
Fréquenée (Hz)

Figure 25 Taux de rejet du mode commun des préamplificateurs.

3.3.4 Caractéristiques théoriques du systéme

Tableau I1 Caractéristiques théoriques du systeme

. Préamplificateur Biosemi
Impédance d’entrée | 10'2Q // 10 pF
Impédance de sortie | 0 Q

Niveau de bruit

<1,5 iVoms (1 2 5000 Hz)

Densité de bruit

10 nV/vHz

Bande passante

04500 kHz

0 a 3334 Hz (filtre sinus cardinal de
5™ ordre, fréquence de coupure A -

3 dB : 3334 Hz).

3.3.5 Niveau de bruit

Le niveau de bruit est mesuré :

1. En plagant une résistance entre la borne R et les entrées du préamplificateur

2. En connectant une électrode FH-Co non isolée a la borne de référence et des

¢lectrodes de diverse impédance (non. isolées jusqu’a 10 MQ) aux entrées du
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préamplificateur. Et en plongeant toutes les ¢électrodes dans une solution -

physiologique (0,9% Na). .

Les signaux sont mesﬁrés a la sortie du systéme d’acquisition. Pour tous les signaux, le ,
signal est filtré numériquement par un passe-bande aux fréquences de coupure 300 Hz et
2900 Hz avant de calculer le niveau de bruit (cm).‘Ce filtrage est effectué pour éliminer la
fluctuation du potentiel de polarisation (composante DC) présente lorsque les. électrodes

sont plongées dans un électrolyte. Les résultats sont présentés au Tableau III.

Tableau III Bruit mesuré au niveau du préamplificateur

Valeur expérimentale (Vs) Valeur théorique (Vms)
300-2900 Hz '
Résistance : 0 Q ' 1,30 uv < 1,5 uV, 1-5000 Hz
Résistance : 10 MQ_ 14,2 uv 202 pV
R et A4, électrodes non isolées 1,800 QV < 1,5 uV, 1-5000 Hz
R: &lectrodes non isolées. Ad:| 11,3V 20,2 uVv "
électrode FHC, 10 MQ2 a 1000 Hz 7,0 uVv 20,2 uv

Le bruit théorique des électrodes est déterminé en mesurant le bruit thermique!®”

généré par des électrodes de 10 MQ. Soit :

V(rms) = \4KTBR = 2024V (rms) (Equation 9)

k = 1,38*10%J/K Boltzmann _
T = température absolue ~293 K

B = Bande passante : 2900-300 = 2600Hz
R = résistance = 10 MQ -

Le bruit mesuré pour les préamplificateurs est comparable aux valeurs données par
le manufacturier. En ajoutant une résistance de 10 MQ, le niveau de bruit augmente mais
n’atteint pas le bruit thermique théorique de 20,2 pV (rms), ce qui peut s’expliquer en
partie par la faible impédanée d’entrée des préamplificateurs qui agissent comme diviseurs -

de tension.
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En utilisant des électrodes de tungsténe non isolées dans du liquide, le niveau de
bruit augmente trés légeérement, ce qui est explicable par les interactions a ’interface
électr‘ode-électrolyte et par des électrodes plus longues/qui agissent comme des antennes.
En utilisant des électrodes neuves avec une impédance d’entrée élevée, le niveau de bruit
est plus élevé & cause de I’augmentation du bruit thermique au niveau des électrodes. Méme
dans le cas de deux électrodes FH-Co neuves dont nous avons tenté de minimiser les
- manipulations, nous avons obtenu des niveaux de bruit assez différents d’une électrode 4
’autre. 11 semble que la manipulation des €lectrodes ait détérioré la couche d’isolant et ait

diminué I’impédance des électrodes.

Dans une interface métal;liquide, le potentiél de I’électrode varie en fonction des
échanges qui se produisent a ’interface. A la Figure 26, les signaux mesurés sur les
électrodes plongées dans du.liquide avaient une beaucoup plus grande fluctuation basse
fréquence que les signaux mesurés aux bornes de résistances de 10 MCQQ. Les électrodes de
hautes ‘impédances augmentéient'la fluctuation de la ligne de base et 1’amplitude du bruit

haute fréquence (300-2900 Hz).

S

Les spectres de puissance des deux é€lectrodes d’impédance différente (Figure 26, -
bas) montrent des spectres semblables, mais 1’électrode a haute impédance a un spectre de
puissance plus ¢levé causé par le bruit plus important. De plus, pour les électrodes a haute
impédance, le couplage capacitif avec les fils du secteur (harmoniques de 60 Hz) a un effet

plus important que pour les électrodes non isolées.
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Figure 26 : Gauche : Potentiels mesurés aux bornes de résistances de 10 MQ. Droite
Potentiels mesurés avec une électrode non isolée (A4) et une électrode FH-Co isolée de
10 MQ (A11), plongées dans du liquide. Bas : spectre de puissance des deux électrodes
de droite. *Les canaux débutant par fA sont filtrés de 300-2900 Hz. Les canaux
débutant par A ne sont pas filtrés. Cette nomenclature €'st utilisée pour les graphiques

subséquents

3.3.6 Sources d’interférences

Les caractéristiqﬁesdu systéme permettent . de réduire les effets ‘des sources
‘d’interférence extérieures . (secteur ou instruments se trouvant 4 proximité) de fagon
suffisante pour qu’ils ne soient bas perceptibles dans la plupart des enregistréments. Ainsi
la.plupart des enregistrements effectués sur les ganglions stellaires du chien donnent un
signal aussi stable que 1’électrode de basse impédance de la Figure 26. Toutefois des

précautions demeurent nécessaires. -

_ Méme si les préamplificateurs ont une impédance de sortie trés faible, la longueur
des fils de connexion allant des préampliﬁcafeurs au CAD rend le systéme sensible aux
“interférences électromagnétiques. Par exemple, lorsque ces fils sont a moins de 30 cm des
sondes de pression fonctionnant avec un signal d’excitation de 3 kHz, un signal interférant
de cette fréquence apparaissait dans les enregistrements. Pour cette raison, il a été

nécessaire de régler la fréquence de coupure du filtre passe bas 4 2900 Hz.



52

Des interférénces trés importéntes étaient pfoduités par le bloc d’alimentation d’un
ordinateur portable utilisé a quelques reprises pour faire les enregistrements. Ces
interféreﬁces, principalement de 60 Hz et ses harmo‘niQues, ont été éliminées en faisant
fonctionner le portable avec sa batterie interne et en 1I’éloignant & plus de 5 métres de la

préparation expérimentale.

Si le systéme d’asservissement n’est pas connecté  la préparation expérimentale, le
CAD aftiche ce probleme a I’aide d’un voyant bleu. Toutefois, si le systtme est mal
connecté a la préparation (par des contacts de haute impédance) le probléme n’est pas
affiché par le CAD mais le bruit mesuré¢ par les preamphﬁcateurs augmente

s1gn1ﬁcat1vement

‘
- La. plus grande source d’interférence peut étre produite par un couplage capacitif
des électrodes avec le secteur. Ce probleme est présent lors d’enregistrements fait avec des
électrodes placées sur le thorax d’un chien (a " I’opposé d’un enregistrement
intrathdracique), lorsque leAs4 fils reliant les électrodes au préampliﬁcafeur sont longs et que
I’impédance des électrodes est élevée. Dans des éhregistrements faits avec des électrodes
situées dans la cage thoracique, il est pdssible d’obtenir un couplage capacitif avec le
secteur (Figure 26 droite). Par contre, si le systéme est connecté correctement, le thorax du |
chien agit 4 la maniére d’une cage de Faraday et réduit le couplage capacitif. Le spectre de
~ puissance ressemble alors a ceiui d’électrodes a trés faible impédance (Figure 26, tracé de

gauche).

3.3.7 Détection de potentiels extrécellulair_es

Aprés avoir trait¢ le signal pour réduire les interférences extérieures, on peut
commencer le traitement visant.4 détecter des PE. A la Figure 27, nous présentons le
nombre de PED détectés par le systtme en fonction dli seuil de détection pour des
enregistrements effectués 1) sur du tissu cardlaque mort, 2) a ’extérieur de gangllons

stellalres en contréle (voir Chapitre S), 3) a I’ mterleur de ganglions en contréle et 4) pour

~ un bruit blanc ayant une distribution normale.
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Les ehregistrements de 50 secondes effectués a I’extérieur du chien et a I’extérieur
des ganglions, donnent des résultats semblables au bruit blanc. Pour un seuil plus grand que
+/- 50, aucun potehtiel d’action n’est détecté. Pour trois enregistrements effectués dans le
ganglion stellaire de chiens, méme avec un seuil élevé, le systéme détecte des PED. Ceci
permet, dans ces trois enregisirements, d’obtenir une fréquence de décharge d’environ 10

potentiels par seconde, toutefois cette valeur varie d’un chien a I’autre et d’une électrode a

1’autre.
& Tissu cardiaque mort
1000, - o .
~ @ exterieur du stellaire
x Stellaire droit
100 Stellaire droit
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F igure 27 Potentiels détectés en fonction du seuil de détection.



Chapitre 4 Résultats, données brutes

Maintenant que le systéme est caractéris€ et que nous savons qu’il a les
caractéristiques nécessaires pour effectuer des enregistrements neuronaux, nous présentons
les différents artefacts présents lors d’enregistrements neuronaux ainsi que les moyens
d’identifier ces artefacts. Les signaux obtenus peuvent contenir entre autres: une
ﬂ~uctuation de la ligne de base, des artefacts musculaires, des artefacts de mouvément, des
artefacts provenant de |’activation électrique du tissu cafdiaque qui interférent avec les
potentiels extracellulaires produits par ’activation de neurones. La reconnaissance des
artefacts et les méthodes pour les éliminer est une étape nécessaire pour d’obtenir un signal

permettant la détection de I’activité des neurones.

4.1 Stellaire

La Figure 28 montre un enregistrement typique effectué dans le ganglion stellaire
avec les signaux hautes et basses fréquences (comparables a la Figure 15). Dans le tracé du
bas, on observe une fluctuation basse fréquence produite par la variation du potentiel de
polarisation de ]’éléctrode. Dans le sig'na.l haute frequence (fAl2),‘ le niveau de bruit a éte
déterminé comme étant 43,4 uV (rms). En fixant le seuil a +/- 6 o, (20,6 pV), différents
potentiels exiracel]u]aires ont été détectes. A chaque fois qu’un potentiel a été détecté sur le
signal haute fréquenée (portion du signal en noir sur les traces ﬁltrée‘s), un petit pic
d’amp'lifudc semblable était présent sur le signal non filtré. L’activité neuronale peut &tre
observée comme des PE individuels, mais aussi comme une série de PE rapprochés qui
ressemblent plus a une augmentation soudaine du niveau de bruit qu’a de I’activité

neuronale (Figure 29).
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Figure 28 Activité neuronale enregistrée dans le ganglion stellaire gauche (A4) et droit - -

(A12) aprés dénervation vagale. Marqueurs noirs sur les deux premiers signaux :

portion du signal ou des PED sont détectés avec un seuil de +/- 6 6.
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Flgure 29 Activité neuronale enreglstree dans le ganglion stellaire gauche Meme

conditions que la Figure 28, mais aprés injection de 250 pg de nicotine intraveineuse

4.2 Artefacts musculaires

Le signal myographique provient de 1’activation des cellules musculaires. Dans le
thorax, les ganglions stellaires sont situés prés de plusieurs fibres musculaires. Ces fibres ne

sont habituellement pas activées lors d’enregistrements, mais peuvent étre activées dans
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certaines conditions. L’application de I’épinéphrine a pour effet d’augmenter la pression et

le rythme cardiaque- et, lorsqu’elle est donnée en grande quantité, peut provoquer des

spasmes musculaires thoraciques. Ces spasmes peuvent étre assez importants pour changer

" la position des électrodes lorsque celles-ci sont fixées a un micromanipulateur. La.

stimulation électrique des nerfs sympathiques prés des ganglions stellaires engendre aussi

des contractions musculaires et empéche d’utiliser cette méthode pour induire une activité

sympathique. Ces spasmes se produisant sur une grande surface éloignée des €lectrodes, les

PED sont alors synchronisés et d’amplitudes similaires pour toutes les électrodes (Figure

30), ce qui permet d’identifier assez facilement ces artefacts et de les d’éliminer en post-

traitement. l l l l
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Figure 30 Artefacts produnts pas les fibres musculaires lors d’un enregistrement

effectué sur le ganglion stellaire droit. Fleches : artefacts musculaires. A13 et A14 sont

les signaux bruts et fA13 et fA14 sont les signaux filtrés par un filtre passe-bande

(300-2900 Hz).

4.3 Artefacts de mouvement

~ Pour simu_ler le mouvement présent lors d’enregistrements du SNCI dans le PGAD,

trois électrodes de tungsténe ont été connectées au préamplificateur et ont été installées a

travers une oreillette (ex- vivo). A I’aide d’une pince, I’oreillette et les trois électrodes qui la
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traversent ont été immobilisées. D’un coté de la pince, les électrodes ont été connectées au -
préamplificateur qui était ainsi immobilisé. De 1’autre c6té de la pince, une autre pince a été
fixée au tissu et permettait de simuler un mouvement d’environ 2 mm tel qu’il peut se

produire prés des électrodes lors d’enregistrements du SNCI.

Le mouvement prés des électrodes d’enregistrement produit un changement de
-potentiel des électrodes d’enregistrement. Un mouvement lent du tissu produit une variation
lente du potenti€l des électrodes (Figure 31 gauche).APar contre, un mouvement plus rapide
produi; de rapides sauts de potentiel (Figure 31 centre et droite) qui, une fois filtrés,
ressemblent beaucoup a des PE. La présence de sauts de potentiel dans le signal basse

fréquence permet d’identifier la majeure partie de ces artefacts.
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Figure 31 Artefacts de mouvement sur une oreillette ex-vivo. Gauche : Mouvement
lent. Centre : Mouvement rapide. Droite : agrandissement de la figure du centre.

L’échelleAde I’ordonnée (1)) est la méme pour tous les graphiques.

Lors d’enrégistrements sur le cceur, on a obtenu trés souvent des lartefacts similaires
aux artefacts de mouvement obténus-ex—vivo. Dans un enregistrement sur le PGAD (Figure
32), apres avoir enlevé les artefacts du front d’acﬁvatioﬁ (PED gris), plusieurs PED (noir)
sont encore présents. Parmi ceux-ci, certains PED arriv.ent simultanément avec un saut de

‘potentiel d’environ 2 mV dans le signal basse fréquence (fleche). Ces PED ont une
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amplitude trop grande pour étre causés par des PE et sont probablement des artefacts causés
par le mouvement. Des signaux semblables ont été enregistrés dans 1’anneau AV qui, en
principe, devrait contenir un trés petit nombre de neurones. Ceci suggere encore une fois la

présence d’artefacts de mouvement et non de véritables PE.

La fréquence moyenne des PED noirs est présentée (Figure 32 partie e) Les
artefacts de mouvement ont une période de 4s, ce qui 51gn1ﬁe qu’ils sont présents dans une
seule phase de la respiration. De plus, ces artefacts disparaissent a la suite_de 1’occlusion
des deux carotides et réapparaissent apres la désocclusion des carotides. Ces artefacts
doiQent donc étre étudiés attentivement pour ne pas les confondre avec de I’activité

neuronale activée par la respiration. Les raisons de ce comportement n’ont pas encore été

déterminées.

27 . 35428 35425  3543.0 35431 35432 35433 35434 35435 35436 35

Temps (s)
~ . [ lcchsion caree z i , "
C:‘:;-zoog ' ! | ! !d
PR 50035%( (AR W AR AR
7 -5000-ij” M It mwlUﬂrmmmmlrll|Hr[rHnmlmnmmnmr[lrnnmmmrwum i
L SN

45 3550. 3555 3560 3565 3570 3575( )3580 3585 3590 3595 3600 360!
. emps (s .

Figure 32 Modulation des PED dans le PGAD. De haut en bas : a) Gris : artefacts de

Pactivation des oreillettes, noir : autres PED, b, ¢) d), signaux non filtrés et e)

fréquence moyenne des PED noirs de la partie a) (sur une fenétre glissante de 1 s)
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Des artefacts similaires prO\,/enant de sauts de potentiels ont aussi été mesurés a
I’aide d'un autre montage (Figure 33) en sujvant les méthodes d"eﬁregistremeht déja
présentées®” *Y. Des sauts de potentiels atteignant 20 mV présents dans le signal basse
fréquencé produisent des artefacts pouvant atteindre 500 pV une fois filtrés. Ces artefacts
peuvent encore une ,foié étre confondus a des PE. Les amplitudes beaucoup plus
importantes que celles obtenues avec notre systéme d’enregistrement peuvent s’expliquer
par une trés grande différence au niveau de I’impédance d’entrée des préamplificateurs et

‘un filtrage différent des signaux.
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Figure 33 Artefacts observés a I’aide d’un autre appareil de mesure'™!

4.4 Artefacts du front d’activation électrique

Dans la Figure 32 (é et b), les PED gris montrent l’arteféct d’activation électrique
des oreillettes. Une fois filtré, le sigha] conserve_ un artefact haute fréquence. _Toutefdis,
dans nos enregistrerhents, Ja'durée de Iartefact (~20 ms), ’amplitude du signal (> 2 mV) et
son synchronisme avec I'onde P de I’ECG (activation des oreilléttes); permettent

d’identifier cet artefact avec beaucoup de précision.

La dépolarisation des oreillettes débute dans la région du nceud sinusal pour se

propager dans les oreillettes a une vitesse variant de 0,3 a 1 m/s. Deux électrodes placées

perpendiculairement au front d’activation mesurent une différence de potentiel pouvant

atteindre 2mV/mm lors de la propagation du front d’activation sous les électrodes. Par

. contre, des électrodes placées parallelement au front d’activation mesurent une différence

T
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de potentiel beaucoup plus faible. Ainsi, une intervention pharmacologique ou physique
miodifiant la propagation du front d’activation peut moduler I’amplitude des artefacts. Dans
un enregistrement sur le PGAD (Fi'gure 32cetd), ala suite de I'occlusion des deux

carotides, une paire d’ électrodes a mesuré une augmentatlon de I’artefact de dépolarisation,.
tandis qu’une autre paire a mesuré une diminution de cet artefact.

i

4.5 Relation impédance des électrodes versus taux de décharge

L’activité neuronale dépend du chien utilisé, du moment de I’enregistrement et de la
position des électrodes. Pour déterminer la taille optimale des électrodes, il faut donc
comparer une série d’électrodes lors d’un méme enregistrement avec les électrodes placees
le plus prés I'une de I’autre. Dans la F igure 34, on observe une légére augmentation du
nombre de PED lorsque I’écart-type du bruit mesuré (6,,) augmente. On observe un bmit
beaucoup plus faible que pour les résultats présentés au Tableau 111, puisque I’insertion des

électrodes diminue leur impédance.

Lors d’un enregistrement, des électrodes neuves et des électrodes réutilisées a
plusieurs reprises ont été utilisées. Dans le cas des\‘électrédes réutilisées, une inspection au
microscope optique permettait de détennirier sl l’isolaht Epoxylite© était toujours présent
et si la pointe de I’électrode était courbée, ce qui ‘risquait d’endommager le tissu. Malgré
Putilisation d’électrodes dans un état d’usure différent, il ne semblait pas y avoir de

changement notable sur I’amplitude et la quantité¢ des PED.
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Figure 34 Relation entre I’activité neuronale et I’impédance des électrodes.
L’impédance est donnée par la mesure du bruit (o) tel que défini a l’E(juation 9.
Chaque série présénte les résultats pour une série d’électrodes effectués

simultanément dans un ganglion.



Chapitre 5 Résultats, controle cardiaque local

Dans les derniers chapitres, nous avons vu que le systéme enregistrait certains
artefacts, mais qu’une fois ces artefacts enlevés, les PED étaient suffisants pour analyser
I’activité neuronale des ganglions thoraciques. Ce chapitre présentera les premiers résultats

obtenus & ’aide du systé_me d’enregistrement.

Pour débuter, la méthodologie utilisée sera présentée suivie d’une description des
effets escomptés par les principales interventions éhimiques et_physio]ogiques, Ensuite, des
enregistrements contrdles seront analysés et-une attention particuliére sera portée au
synchronisme entre I’activité neuronale, la pression et le rythme cardiaque. L’effet des
différentes stimulations chimiques et mécaniques sera étudié pour vérifier la répbnse du
modéle a difféfentes stimulations et les différents temps de réponse. Pour terminer, Tles
modéles séront étudiés sous différentes conditions d’innervation du systéme nerveux
cardiaque intrinséqlie par le SNC dans le but de découpler lés différentes boucles de
controle cardiaque, soit aprés denervation vagale, soit apres dénervation vagale et

sympathique.
5.1 Méthodologie

5.1.1 Préparation

Toutes les expériences ont été réalisées en accord avec le Conseil Canadien pour la
Protection des Animaux et par le comité éfhi_que du centre de recherche de I’hopital du
Sacré-Cceeur de Montréal. Neuf chiens (males ou femelles, pas de race pljre, voir Tableau
IV) ont été anesthésiés avec du Na Thiopental (25 mg/kg IV, ajouté au besoin); intubés et
ventilés sous pression positive a I’aide d’un ventilateur mécanique (Harvard Apparatus Co.,
Natick, .Masséchusetts). Aprés une thoracotomie bilatérale, les ga-ng’lions stellaires ont été

~exposes et une incision a été effectuée a leur surface pour pércer I’enveloppe de protection
du ganglion qui empéche la pénétration des. électrodes. Le ceeur a été exposé en effectuant

une incision du péricarde. Apres la chirurgie, ’anesthésiant a été changé pour de ’'a-
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“chloralose (25-50 mg/kg IV, bol administré toutes les heures ou au besoin). Aucune
intervention n’a été effectuée dans les 10 minutes suivant toute injection d’a-chloralose a

cause de I’effet neurodépresseur de cet anesthésiant!®®,

Sur trois chiens, une épidurale a aussi été. effectuée en injectant 1 mg/kg de
bupivacaine dans les segments médullaires T1 et T2, suivie d’un temps d’attente de.30

-minutes.

5.1.2 Enregistrements neuronaux

L’insertion des électrodes dans les ganglions pour obtenir une activité neuronale
suffisante reste un art plutdt qu"une technique complétemerit reproductible. Une fois les
électrodes insérées dans un ganglion, uﬁ enregistrement contréle de 5 minutes a été effectué
- pour deéterminer la stabilit¢ de I’enregistrement. Si Iactivité neuronale était trop faible,
I’électrode était enlevée et réinsérée dans le ganglion. Lorsque les électrodes étaient
insérées et que ’activité neuronale était trés faible, un bol de nicotine de 250 pg était '
injecté pour déterminer si les électrodes enregistraient une acﬁvité neuronale influencée par
des interventions phahnacologiques ou s’il s’agissait seulement d’un bruit de fond. De
fagon trés approximative, si aprés cing insertions aucune activité neuronale d’amplitude
importante n’avait été détectée, des insertions subséquentes ne permettaient pas, en générél; ‘

d’augmenter I’activité neuronale mesurée.

Pour les enregistre'ment's effectués sur le PGAD, le chien était tourne sur le c6té
gauche pour avoir acces a la couche de tissus adipeux contenant le PGAD. Un anneau
formé de fil de grbs calibre ‘était placé autour de PGAD pour limiter le mouvement
provoqué'par la contraction cardiaque. Une incision était effectuée a la surface de la éouché
de gras pour -percer l’envéloppe de protection et les électrodes étaient insérées dans le
PGAD. |
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5.1.3 Interventions sur les boucles de c_ontrﬁle

5.1.3.1 En controle

Pour analyser la contribution des différentes boucles réflexes sur le controle
‘cardiaque, les enregist/remen‘ts et les mémes interventions pharmacologiques ont été
effectués sur des chiens avant et aprés interruption de différentes boucles réflexes. Dans un .
premier temps, les enregistrements ont été effectués sans qu’aucun nerf ne soit sectionné,

pour obtenir un systéme presque intact que nous avons censidéré comme un état contrdle.

Certaines boucles de controle n’étaient toutefois pas présentes. Le chien étant sous
'respirateur, son cycle respiratoire demeurait constant tout au long de l’expérience.‘De plus,
la- thoracotomie éliminait une grande partie des mécanorécepteurs thoraciqués reliés 4 la
respiration puisque la cage thoracique ne changeait plus de volume. D’autre part, I’injection

d’a-chloralose a toutes les heures induisait une perturbation dont il a fallu tenir compte.

' 5.1.3.2 Dénervation parasympathique

La deuxiéme série d’enregistrements a . ét¢ réalisée apres dénervation
parasympathique. Au début de l’expériehce, les nerfs vagues étaient attachés au niveau
cervical avec du fil de soie, ce qui permettait d’y avoir aécés ultérieurement et de les couper
pour effectuer la dénervativonA vagale. Apres la dénervation vagale, le systéme
parasympathique ne pouvait pas agir directement sur le cceur. Le systéme parasympathique
pourrait cependant encore agir sur le ceeur par une interaction avec le systéme sympathique

dans le bulbe rachidien.

5.1.3.3 Dénervation sympathique

La troisiéme série de données a été obtenue aprés avoir coupé les nerfs innervant les
ganglions stellaires depuis la colonne vettébrale. En agissant ainsi, le cceur et les ganglions
" stellaires ne devraient plus recevoir d’information du SNC. L’activité nerveuse mesurée

dans le ganglion stellaire pourrait cependant étre modulée par des nerfs afférents, venant du
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thorax et du cceur, qui se connectent directement au. ganélion stellaire. Le systéme
sympathique continuait malgré cela d’agir sur le systeme périphérique puisque les nerfs

efférents sympathiques de la moelle épiniére ne passent pas tous par les ganglions stellaires.

5.1.34 Epidura]e_

Dans les derniéres séries d’expériences, plutdt que de dénerver les ganglions
stellaires, une épidurale a été effectuée dans les segments médullaires T1 et T2. On
“espérait, en agissant de la sorte, éliminer toutes les boucles réflexes avec la moelle épiniére

et éliminer encore plus I’effet du systéme nerveux central sur le systéme périphérique.

5.1.4 Interventions pharmacologiques

vant chaque intervention, un enregistrement contrd u moins deux minutes a
Avant chaque int tion, trement tréle d’a de nute

été effectué. Ensuite les interventions suivantes ont été effectuées :

. Une dose 1V de 250 pg de n‘ic‘oti‘ne injectée dans la veine fémorale, suivie de 5

minutes d’enregistrement,

. Une dose 1V de 250 pg de phenyléphrine mjectee dans la veine fémorale, su1v1e de
10 minutes d’enregistrement,

. ~Une dose IV 100 pg de dobutamine injectée dans la veine fémorale, suivie de 5
minutes d’enregistrement, -

o Une dose TV 100 ug d’épinéphrine injectée dans la veme fémorale, suivie de 10
minutes d’enregistrement,

o La stimulation électrique du nerf vague droit au niveau cervical (Stimulus de 1 ms,
1,5 mA, répétés toutes les 0,1 s durant 30 s),

. L’occlusion des carotides pendant 2 minutes, suivie de la désocclusion pendant 2
minutes (répétée 5 fois). :

5.14.1 a-chloralose

L’a-chloralose, utilisé comme anesthésiant, a un effet inhibiteur assez faible sur le

systeme nerveux autonome. Toutefois, le texte qui suit montre que les effets sur le systeme

cardiovasculaire sont assez variés> ).

SAZAWA ( 19385, b) found-that the mean arterial pressure fell temporarily
and that the hypertensive action of splanchic stimulation was not
-exaggerated with chloralose. Recently, MALMEIJAC et al. (1950) reported



66

that chloralose temporarily inhibits the  secretion of adrenaline and gave
evidence that this action is the result of a dual mechanism, primarily central

" but, to some extent, a peripheral action upon the adrenal medulla. Parallel to
this is the observation in rats that chloralose suppresses the hypertensive
action of minimal doses of nicotine, reported by HAZARD and SAVINI
(1954). [...] With regard to the effect of alpha chloralose on the sympathetic
regulation of cardiovascular functions, studies by 'GAUTRELET et al.
(1926), BARGY and GAUTRELET (1928) and TOURNNADE and
TOURNADE (1936) were interpreted as showing that this drug slightly
increases the excitability of the sympathetic system by mild adrenergic
action. For instance, they observed that in comparison with controls the
injection of atropine produces less marked acceleration of the heart rate,
while the injection of adrenalin produces a greater increase in blood pressure
in chloralosed animals. [...] On the other hand, JOURDAN and GUILLET
(1942) reported that chloralose slightly stimulates the vasomotor centers,
while strongly suppressing peripheral vascular tone because it always lowers
the arterial pressure of the rachianesthetized dog. On the contrary, more
recent work by CIER (1951) has shown that chloralose abolishes the cardiac
and vascular reflexes which accompany the sciatic stimulation of a spinal
animal and also depresses centrally the cardiovascular functions. [...]
Specifically, it was found that the animals which are most rapidly and deeply
anesthetized were those which presented a marked vagotonia. They also
showed that after inhibiting the excitability of the parasympathetic with
atropine the animals were less sensitive to the anesthetic action of
chloralose, while, on the contrary, when the vagal excitability was
augmented with eserine the anesthesia was rapid and profound.

L’effet de” I’a-chloralose est marqué durant les dix premiéres' minutes suivant
Iinjection "(Figure 35). Pour cette raison, au cours de toutes les expériences, aucune
intervention n’a été effectuée durant ces dix pfemi‘eres minutes. Apres les chaﬁgements :
importants (de la pression et du rythme cardiaque) des dix premiéres minutes, les variables
~ convergeaient lentement, et de fagon monotone, vers leurs valeurs initiales (avant
I’injection). Ce régime était assez stable. Toutefois il faut toujours étre prudent quant '2‘1 _
I’interprétation d’enregisfrements effectués a4 des. moments différents 'de I’expérience

puisque I’effet de I’anesthésiant est toujours a prendre en considération.
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Figure 35 Effet en contréle de I'a-chloralose. Carré: injection d’ oa-chloralose.

- Légende : ECG / bpm : rythme cardiaque ventriculaire en battemehts par minute. .
fA5 et fA12 / Hz: Fréquence moyenne des PED sur'une fenétre glissante de 1 s,
déﬁnie par le nombre de PEij.S. Pression / mmHg : Pression fémorale. A moins
d’indications contraires les termes bpm, Hz et mmHg. réprésenteront les mémes

définitions dans les graphiques subséquents.

5.1.4.2 Nicotine

L’acétylcholine est une molécule flexible qui peut & la fois se lier aux récepteurs
nicotiniques et muscariniques. La nicotine mime et module I’action de l’acétylcholine en se
liant au récepteur nicotinique, ce qui ouvre les canaux ioniques, laisse entrer le sodium a
I’intérieur des neurones, produit une dépolarisation et geénére des potentiels d’action. Une
fois la cellule totalement dépolarisée, les potentiels d’action ne peuvent plus étre produits
puisque ceux-ci nécessitent la présence d’ujne'membrane polarisée. La nicotine 'pr‘oduit
donc une stimulation suivie - d’'une inhibition des ganglions sympathiques -et
~ parasympathiques'®”. De faibles doses engendrent simplement une stimulation puisque la

membrane n’est pas suffisamment dépolarisée pour produire une inhibition. Chez les sujets
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sains; la ‘nicotine augmente la production de norépinephrine par une stimulation des
neurones post ganglionnaires et d’épinéphrine par une stimulation des glandes sufrénales.‘ Il
en résulte une accélération du rﬁhme cérdiaque et une augmentation de la pression
artérielle et du volume d’¢&jection!®"). Un prétraitement par des o et B blbquahts supprime
les effets cardio-vasculaires et métaboliques de la nicotine indiquant que ces effets sont

contrlés par le systtme nerveux sympathique!®. Avec des doses extrémes, telles

qu’observées au cours d’un empoisonnement accidentel, la nicotine agit toujours sur le
‘syStémé sympathique. En plus, elle provoque une hypotension et une bradycardie soit par
blocage ganglionnaire, par stimulation afférente vagale ou par un effet inhibiteur dd a une

[63]

action directe sur le cerveau . Chez les lapins, I’injection de nicotine dans le sac

péricardique (~50 a 400 pg) produit une chute de pression et une bradycardie qui se

1641 ¢ce qui indique que la

transforme en une tachycardie aprés dénervation des nerfs vagues
nicotine agit aussi sur les neurones parasympathiques de I’épicarde. La nicotine affecte a la
fois les systérries sympathique et parasympathique, en agissant sur les ganglions

sympathiques du thorax et sur les ganglions parasympathiques du SNCI.

Les doses de nicotine injectées (250 ug) sont considérées comme de fortes doses.
En administrant une dose intraveineuse de nicotine, on vise a stimuler puis par la suite a
inhiber les ganglions sympathiques. Selon 1’état d’innervation du chien, on peut observer en

plus ’effet de la nicotine sur le SNCI.

5.1.4.3 Phenyléphrine

La phenyléphrine mime I’action qﬁe provoque I’activation systémique des nerfs
adrénergiques avec un fort effet sur les récepteurs a-adrénergiques et un faible effet sur les
récepteurs B-adrénergiques. Une 'élévation_ de la pression artérielle se produit a la suite
d’une consfriction des artérioles et une constriction des veines qui augmente le retour
veineux vers le ceeur. La phenyléphrine a un faible effet sympathique sur le coeur a travers
les récepteurs ‘B-.adrénergiques et a travers une inhibition de la production d’acétycholine

des terminaisons parasympathiques par les récepteurs a-adrénergiques'®®l. Les autres effets
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sur le cceur sont produits de Afag:on indirecte par I’effet systémique de la phenyléphrine. Par

voie intraveineuse, 1a durée d’action est de 15 4 20 minutes'®®.

5.1.44 Dobutamine .

La dobutamine agit principalement sur les récepteurs cardiaques B-adrénergiqueé, ce -
qui augmente ]a' forcé de contraction et diminue le temps de conduction AV. La
dobutamine peut entrainer une augmentation importante de la fréquence cardiaque ou de la
pression artériellé, notamment de la pression systolique. La demi-vie sérique de la
dobutamine est de 2 minutes chez I’homme et aucun effet spécifique sur le systeme

vasculaire n’a été remarqué!®”.

-Puisque la dobutamine agit de fagon spécifique sur le cceur, elle permet d’obtenir
une réponse cardiaque directe. Par boucle réflexe, les controles .sympathique et
parasympathique agissent sur les plans systémique et cardiaque pour rétablir les parametres

(fréquence cardiaque, pression artérielle, etc.) prés des valeurs normales.

Du point de vue systémique, ’effet recherché de la dobutamine est I'inverse de
celui de la phenyléphrine. Les effets sur les ganglions stellaires et le cceur sont produits par

I’effet des boucles de controle sympvathique et parasympathique.

5.1.4.5 Epinéphrine
L’épinéphrine mime 1’action que provoque 1’excitation des nerfs adrénergiques. Elle agit
principalement sur les récepteurs [3. du systéme sympathique (cceur, vaisseaux et autres
muscles lisses) et aussi sur les récepteurs o. Les injections rapides d’épinéphrine’
augmentent la pression artérielle, principalement la pression systolique, augmentent la force
de contraction ventriculaire, ainsi que la fréquence cardiaque, et produisent une
vasoconstriction périphérique. Lorsque administrée par injection lente, 1’épinéphrine
provoque habituellement une élévation modérée de la pression systolique et une chute de la

pression diastolique®®!,
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L’injection d’épinéphrine n’agit pas directement sur le systémé nerveux, mais.
simule plutdt I’effet de I’activation sympathique sur les cellules post synaptiques. Du point
dé vue nerveux, les mécanismes réflexes qui agissent en Conséquénce devraient divmivnuer ’
Iactivite nerveuse sympathique et augmenter I’activité nerveuse parasympathique. Notre
idée précongue et erronée que 1’épinéphrine stimulerait I’activité neuronale sympathique
nous a amené a I’utiliser en IRM fonctionnelle pour observer I’activité neuronale des

ganglioﬁs stellaires.

5.1.4.6 Stimulation électrique des nerfs vagues

Dans un systeme intact, la stimulation vagale a pour effet de stimuler les efférents et
les afférents parasympathiques. L’action efférente diminue le rythme cardiaque et la force
de contraction, ces deux facteurs contribuant a reéduire loutput cardiaque et'la pression
artérielle!®. Ces deux effets devraient par la suite entrainer une augmentation de ’activité
sympathique par boucle réflexe. Toutefois, la stimulation des afférents parasympathiques a

~ aussi un effet d’inhibition du systéme sympathique dans le tronc cérébrall’ 2. Clest
V—pourquoi, une fois les nerfs vagues coupés, les stimulations €lectriques sont répétées sur les
parties caudales (vers le cceur) et craniales (vers le tronc cérébral) des nerfs vagues pour

examiner |’effet des deux voies de modulation du tonus sympathique.

5.1.4.7 Occlusion des carotides‘

L’occlusion des carotides diminue le débit sanguin cranien, ce qui diminue la
pression au niveau des barorécepteurs carotidiens, z{ugmente la résistance périphérique et
augmente la pression mesurée par les barorécepteurs aortiques. L’effét recherché est
d’activer le baroréflexe. Le plus gros changement de pression survenant au niveau des
carotides, on s’attend & une diminution de I’ activité des barorécepteurs;,‘ a une augmentation
de Pactivité sympathique et 4 une inhibition de I’activité parasympathique. Lors de la dé-
occlusion, I’effet inverse est recherché. Simultanément avec I’activation des baroréceptéurs
carotidiens, les barorécepteurs aortiques devfaient étre activés et pourraient s’opposer a

I’effet recherché.
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5.1.4.8 ‘Ana]y‘se spectrale

1nter~battemen( '

L’analyse speétrale a été effectuée sur trois parametres différents : I’intervalle R—R,
la pression systdlique maximale de chaque battement ainsi que I’intervalle inter PED pour
chaque PED détecté. Toutes les valeurs obtenues sont interpolées et ré-echantillonnées a 10
~ Hz et la ligne de base est éliminée par soustraction d’un polyndéme de deuxieme ordre. Par
la suite, I’analyse spectrale (spectre et co-spectre) est effectuée sur deux fenédtres de 100 s et -

la valeur moyenne est calculée pour chaque fréquence.

Comparaison des enregistrements

Pour comparer les différents enregistrements, différentes valeurs ont été extraites
des co-spectres. Les fréquences ayant la plus grande cohérence ont été déterminées pour les
fréquences de 0,012 a 0,05 Hz (ondes de Mayer) et 0,24 & 0,26 Hz (respiration). Pour ces

fréquences, la cohérence et la phase ont été extraites.

La signification statistique dé la cohérence obtenﬁe pour chaque enregistrement a
été évaluée en utilisant la méthode des données de substitution!®” ™. Cette méthode a été
utilisée pour étudier la cohérence entre .d’un‘e part la pression systolique et d’autre part le
rythme cardiaque et Iactivité du ganglion stellaire. Pour chaque enregistrement de 200 s,
un ensemble de 500 séries temporelles ont .é;[é créées dans lesquelles les intervalles RR sont
distribués selon uné courbe normale ayant la méme moyenne et le méme écart-type que la

_distribution mesurée. Ces séries de substitution cormrespondent a I’hypothése nulle
puisqu’elles n’ont pas de cohérence avec la pression. De nouvelles séries de PED ont aussi
été créées. Elles ont le méme nombre PED que I’enregistrement initial, miais suivant une
distribution temporelle uniforme. En calculant la cohérence entre la série tenipor_elle de la
pression et ces “séries de substitution, une distribution de la valeur de cohérence
caractérisant ];hypothése nulle a été obtenue. En calculant le poﬁrcentage des copies

donnant une cohérence supérieure a celle mesurée expérimentalement, on a obtenu 1’erreur
. ' Sup p i,
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1

de type 1 associée au rejet de I’hypothese nulle. Ce test statistjqnie est utilisé pour
déterminer si le pic de cohérence provient d’une fluctuation aléatoire. ..
5.1.5 Synthése des interventions

Tableau IV Résumé des chiens utilisés

Groupe ‘ Interventions - Commentaire
Groupe 1 - Nicotine ‘ Toutes les i'nterventions sont faites
(4 chiens) - Phenyléphrine - avant et aprés dénervation v>agale
- Dobutamine ~ | cervicale.
- Epinéphrine' - Pour deux: chiens, les interventions

- Stimulation des nerfs vagues | ont aussi 6été répétées apres

dénervation sympathique.

Groupe 2 , - Nicotine Toutes les interventions sont faites
(5 chiens) - Occlusion carotide avant et apres dénervation vagale |
- Stimulation des nerfs vagues | cervicale. .

. Pour trois chiené, les interventions
ont aussi été répétées aprés une

épiduréle.
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Tableau V Résumé des interventions et effets recherchés

Interventions

Effets recherchés dans le ganglion stellaire

250 pg de nicotine injectée dans la veine

fémorale

Stimulation de  Dactivité neuronale

sympathique.

250 pg de phenyléphrine injectée dans la
veine fémorale

Augmentation systémique de la pression pour

modifier ’activité sympathique.

100pg de dobutamine injectée dans la
veine fémorale '

Augmentation de Ioutput cardiaque pour

modifier I’activité sympathique.

100 pug d’épinéphrine injectée dans la

| veine fémorale

‘Augmentation de I’output cardiaque pour

modifier I’activité sympathique.

Stimulation électrique du nerf vague | Bradycardie, stimulation de  [I’activité
droit au niveau cervical sympathique. '
L’occlusion des carotides pendant 2 | Baisse de pression au niveau des

minutes, suivie 2 minutes apres, de la

désocclusion

barorécepteurs, augmentation ‘de I’activité
P , ,

sympathique.

Injection de a-chloralose

‘| Maintenir 1’anesthésie.

Dénervation parasympathique

.Eliminer I’effet du contrdle parasympathique

provenant du SNC.

Dénervation sympathique

Eliminer I’activit¢ des ganglions stellaires

provoquée par le SNC.

Epidurale

Eliminer I’activité des ganglions stellaires

provoquée par le SNC.




74
5.2 Enregistrement controle

. 5.2.1 Modulation en controle

Lors d’enregistrements contrc”)lé, la pression artérielle, le rythme cardiaque et
I’activité neuronale pouvaient osciller selon des rythmes lents. Ces oscillations pouvaient
atteindre 5 % de la pression ou du rythme cardiéque et produire des oscillations encore plus
importantes de 1’activité neuronale (Figure 36). Un cycle de ~0,25 Hz était presque toujours -
present et correspondait a la fréquehce du respirateur et un autre cycle plus lent de 0,012-
0,05 Hz était souvent présent. Chez les chiens conscients, le cycle de 0,1 Hz est sduvent
associé aux ondes de Mayer ‘mais une fréquence d’oscillation plus lente peut apparaitre

lorsque les chiens sont dans un état inconscient!'?,

L’activité neuronale est maximale lorsque la pression fémorale est minimale et,
- inversement, I’activité neuronale est minimale lorsque la pression est maximale (deux
marqueurs verticaux de la Figure 36). Dans le modéle classique, ces résultats peuvent étre
expliqués par le baroréflexe. Lorsque la pression est minimale, 1’activité des barorécepteurs
diminue. Ceci diminue aussi Pinhibition du systeme sympathique que ces derniers
provoquent, avec pour résultat une augmentation du rythme cardiaque et de la préssion

artérielle.
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Flgure 36 Modulation de I’activité neuronale du gangllon stellalre droit en controle.

" Légende, de haut en bas : rythme cardiaque, activité neuronale dans le gangllon

stellaire dr0|t pressmn fémorale.

5.2.2 Analyse spectrale

Les oscillations observées dans la Figure ‘36‘se traduisent, dans le domaine spectral,
par un pic a ~0,25 Hz (respiration) et un pic 4 ~0,04 Hz (période ~25 s) dans le spectre de
puissance de Iintervalle R-R, de la pression maximale et dé I’intervalle inter PED (voir
méthodologie chapitre 5.1.4.8). Le co-spectre a permis de déterminer les frécjuences pour
lesquelles deux valeurs étaient les plus cohérentes. Dans le co-spectre entre I’intervalle R-R
et la pression, on a obtenu un pic de cohérence,po‘ur une fréquence de 0,04 Hz. A cette
fréquence, la phase est de -71°, le maximum de Iintervalle R-R arrive donc 4,9's (71°/360°
- 25 s) apres celui de la pression. La phase entre le rythme cardiaque et I’intervalle R-R
étant de 180°, on peut aussi dire que ’augmentation du rﬁhme cardiaque précede celle de

1a pression fémorale de 7,6 s ((180°-71°)/360°-25 s).
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Figure 37 Fonction de cohérence et spectre de puissance, mesurés pour I’intervalle R-
R (période d’un cycle cardiaque), la pression maximale dans un éyc]e cardiaque et
P’intervalle inter PED pour un chien. A) ; Intervalle R-R - pression. B) : Intervalle R-
R — intervalle PED, C) Pression - intervalle R-R. Les cercles indiquent les valeurs de |
cohérence maximale et les phases associées a ces malximél. D) Intervalle R-R - pression

pour un autre chien ou la cohérence ne montrait pas de maximum.

Le maximum du rythme cardiaque arrive 6 s (86°25 s) aprés celui de Iactivité
neuronale, ce qui peut étre associé a |’augmentation de I’activité sympathique qui produit
une augmentation du rythme cardiaque sujvant une lente cascade de signalisation. Quant a

lui, le maximum de la pression arrive 165° (-15°+180°) avant le maximum de I’activité
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neuronale et est pratiquementien anti-phase avec I’activité neuronale. Ce cofnpoftement
correspond au baroréflexe du modéle classique (note : la phase entre 1’activité neuronale et
Iintervalle inter PED est de'180°)." Dans ce modéle, ‘]a baisse de pression devrait entrainer
une augmentatibn de ’activité neuronale. Dans l’expérience, c’est cependant I’inverse qui
s'est produit puisque le minimum de pression arrive 1 s ((165-180)°-25s) apres le maximum

d’activité neuronale.

Pour une fréquence de 0,04 Hz, les relations entre les phases, les maxima des
- fréquences cardiaques et neuronales et le maximum de la pression systolique de la Figure

37 sont résumées dans le panneau gauche de la Figure 38.

Max F stéllaire Max F stellaire

gg0 - 1020

1 Max F cardiaque- 1
) o Max P
. : . 0 0
Max P systolique 109 Max F cardiaquie */ 4 systolique
" Fréauence: .04Hz : : Fréquence: .25Hz

Figure 38 Relation entre les phases, le maximum des fréquences cardiaques et
neuronales et le maximum de la pression systolique de la Figure 37 (graphiques A, B

et C).

Déns le cycle reli€ a la respiration, l’augmentation du rythme cardiaque arrive 1 s (-
94°.4 s) apres l’augme_ntatiovn de la pression. Le rythmé cardiaque arrive 1,9 s (170°:4 s)
avant I’activité neuronale, ce qui signifie que le rythme cardiaque et I’activité neuronale
sont en anti-phase. Le maximum de pfession arrive 1,1 s (102°4 s) aprés lactivité A
neuronale maximale. Le panneau droit de la Figure 38 résume les relations de phase entre

les différentes variables a la fréquence de la respiration.
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Pour Ié cycle réspiratoire et les ondes de Mayer, les différents paraxﬁétres ne suivent
pas le méme ordre. On peut, par exemple, postuler qu’il existe un délai constant entre
Iactivité neuronale et le rythme cardiaque. Pour une fréquence de 0,04 Hz, le délai entre
P’activité neuronale et le rythme cardiaque est de 6 secondes. Reporté sur le cycie
respiratoire de 0,25 Hz, cela correspond 4 un délai de 537° (ou 177°), c‘e'qui est prés de la
valeur de 170° que nous avons mesufée. Toutefois pour vérifier cette hypothése, il faudrait
des enregistrements stables sur une plus longue période de temps afin d’obtenir des
mesures de phase plus précises. De plus, il faudrait expliquer la relation de phase différente
pour la pression aux deux fréquences, qui peut étre liée au fait que les deux oscillations
n’ont pas la méme SoUrce. En fait, la source des ondes de Mayer reste encore
controverséel'?!. Dans la presque totalité des chiens, une cohérence assez importante est
observée entre les différents parametres a la fréquence de respiration. La cohérence
associée aux ondes de Mayer est toutefois beaucoup plus variable d’un animal a 1’autre. Les
panneaux inférieurs droits de la Figure 37 montrent les résultats venant d’un autre chien.
Des oscillations a 0,25 Hz sont présentes, mais les oscillations a basse fréquence ne sont
pas visibles dans le spectre de fréquehce. De plus, la cohérence entre I"activité neuronale et

la pression n’est pas statistiquement significative.

Nous avons montré (Figure 36 et Figure 37) que la modulation de la pression, du
rythme cardiaque et de ’activité neuronale.peuvent suivre des oscillations de ~0,25 s et de
~0,04 s. Ces valeurs ne sont malheureusement pas toujours stables dans le temps (Figure 39
et TableauV],'#.l a 11). La stabilité des oscillations, de la phase et de-la cohérence a été
étudiée sur un enregistrement contréle ou la seule intervention a été I’administration d’a-
chloralose comme anesthésique. Les cohérences restent stables et -signiﬁéatives, la valeur
étant preés de 1 pour tout l’intervalle..Cf.:pendant, la phase entre les différents parametres
n’est pas tout a fait stable et peut varier jusqu’a 50° sur une période de 1100 s. 1l faut donc
étre prudent en analysant les phases et la cohérence & des moments différents de
I’expérience puisque la différence peut étre causée par une modification du contréle et non

par I’effet de I’intervention..
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Figure 39 Evolution de la phase entre le rythme cardiaque, la pression et Pactivité

neuronale aprés injection de a-chloralose. Haut :

Evolution dans le tenips. Fa$5:

Activité neuronale dans le ganglion stellaire droit. Fal2 : Activité neuronale dans le

ganglion stellaire gauche. Pression : pression mesurée dans I’artere fémorale. Carré,

injection de a- -chloralose. Bas :

0,04 Hz et 0,25 Hz (donnees extraites du Tableau VI )

phase obtenue par co-spectre pour des fréquences de
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Le Tableau VI résume les résultats obtenus pour des enregistrements de 200 s. Une
premiére série de données présente les résultaté obtenus pendant une période contrdle
continue de 1200 s sur un chien (enregistrements #1 a 11). Une deuxiéme série
(enregistrements #12 a 23) présente les résultats obtenus tout au long d’une journée
d’expériences sur ce méme chien. Chaque enregistrement est effectué¢ dans I’intervalle de

1200 s a 400 s apres Iinjection de diverses substances pharmacologiques, ce qui permet
d’éliminer en grande partie le régime transitoire. Lés enregistrementé #1 a 21 proviennent
des deux ganglions‘stellaires, tandis que les enregistrements :#22‘et 23 proviennent du
ganglion stellaire dfoif seulement pour montrer ’effet de la décentralisation du ganglion
stellaire droit. La derniére série (enregistrements #24‘ a 30) présente des contrdles sur des

chiens différents (I’enregistrement #24 est une copie du #11).

On constate qﬁc les enregistrements #25 a 30 ont des données beaucoup moins
corrélées au niveau de la re'spi'ration et des. ondes de Mayer que I’enregistrement #24. Pour
l’enrégistrement #25, la cohérence entre I’activité neuronale et la pression ne dépasse
jamais 0,5. Un autre chien (enregistrement #29), a une activité neuronale qui est

synchronisée avec la respiration, mais trés peu avec les ondes de Mayer.

Dans une expérience, on cherche a obtenir une activité neuronale importante.
Toutefois, méme dans ce cas, il est possible que ’activité neuronale soit peu ou pas du tout
modulée, ce qui empéche de déterminer la phase entre deux phénoménes par analyse

spectrale.
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Tableau VI Cohérence maximale et phase -po'ur les ondes de Mayer et de respiration.

Enregistrements #1 a 11 : chien dans un période contréle de 1200s. Enregistrements

#12 a 23 : chien durant une expérience. Enregistrements #24 a 30 : contréle sur sept

chiens différents. (moyenne técart-type ,* :p<0,05, ** : p<0,01)

cohérence phase
R-R- R-R - pression pression|R-R - RR - pression pression
Enregis pression pression -neur -neur |pression pression - neur - neur
trement J0.04 Hz 0.25 Hz 0.04, Hz 0.25Hz J0.04 Hz 0.25Hz 0.04 Hz 0.25Hz
1j§0.,98** 0,98 0,61 0,88** -84 95 6 81J650-850 aprés chloralose
2j0,96** 096* 0,90 0,96 -72 98 2 88]750-950 aprés chloralose
3j0,99** 0,96** 091 090" -72 110 -3 69J850-1050 apres chloralose
4]0,99* 0,94 0,96 085" -70 117 -13 65]950-1150 aprés chloralose
5§0,98** 0,93** 0,95 0,94" -68 11 -34 65]1050-1250 aprées chloralose
6§0,99**  0,95** 0,90 0,95™ -70 114 -33 60]1150-1350 apres chloralose
7]0,99**  0,94** 0,90 0,97 -69 119 -19 63]1250-1450 aprés chloralose
8J0,99** 0,95** 0,97** 0,93 -66 123 -7 68]1350-1550 aprés chloralose
9]0,99** 0,97** 0,84* 0,88* -57 130 -9 ~ 66]1450-1650 aprés chloralose
10]0,99** 0,96* 0,90 0,94™ -57 133 -31 38]1550-1750 aprés chloralose
110,95 0,93** 0,95" - 0,94* -49 149 -30 - 27]1650-1850 aprés chioralose
12§0,88** 091 035  0,88* -48 146 -2 77fcontrole
13|0,97“ 0,89** 0,17 062 -76 160 -35 57}aprés nicotine
1410,98** 0,95 0,84* 0,96** - 94 -15 78Japreés nicotine
) Vagues coupés, aprés
1540,99** 0,95* 093 091* -94 37 -28 80]nicotine
16l0,52 . 086" 019 0,45 -177 -34 25 -24faprés phenyéphrine
17]0,38 098" 0,20 0,62 -153 -74 107 117}japres phenyéphrine
. . ’ . Vagues coupés, aprés
18]0,10 0,82* 0,30 0,47 -87 -158 40 -26]phenyéphrine
19|0,92” 0,95 0,70 0,89** -96 130 -6 14japrés épinéphrine
20j0.48  0,80* 0,24 0,64 -93 59 35 18japrés épinéphrine
. . Vagues coupés, apres
21]0,19 0,49 0,22 0,26 56 101 -53 -16)épinéphrine
nicotine stellaire droit vague
22]0,94* 0,96** 0,81 0,61 -89 -151 -50 -20jcoupé .
: nico stellaire droit et vague
23]0,73* 0,85* 0,13 0,47 -41 127 -145 -80jcoupés
24]0,95** 093** 0,95 0,94* -49 149 -30 27|contréle
25]0,51 0,92 0,06 0,28 -170 162 62 -11fcontréle
26]0,33 0,30 0,27 0,76 -37 16 53 -119fcontréle
27]0,13 0,78** 0,10 0,69** 71 -152 -15 32]controle
28J0,71* 0,58 0,15 0,81* -105 -41 -111 -94[contrdle
29]0,05 0,99** 0,04 0,58 -20 -176 58 102]contrdle
30]0,67 0,97** 0,62 0,86" -155 157 59 45Qcontrole

5.2.3 Controle intra battement

Aprés avoir étudié le contrdle battement a battement, nous allons nous attarder au

contrdle intra battement qui est aussi présent au niveau de I’activité des ganglions stellaires.

Pour ce faire, on détermine la phase de chaque PDE dans chaque battement cardiaque, en
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prenant le QRS du battement comme référence temporelle et en normalisant la durée de
chaque battement en divisant par sa période. 'Ensuite, on cumule les résultats de tous les
battements pour obtenir la distribution en divisant la durée normalisée en 20 intervélles
égaux (voir Figure 40). A partir de cet histogramme, on construit une onde sinusoidale qui

minimise I’erreur et qui prend la forme :
Y(0) = a(l + %(cos(@md -9)— 1)} ‘(Equ‘ation 10)

ou ¢ est la-phase, et ¢ est la cohérence (¢=0 pour une distribution aléatoire de neurones et

c=1 pour des neurones totalement synchronisées avec le cycle cardiaque).

'

Dans le cas de la Figure 40, I’activité neuronale des ganglions stellaires trouQe sa
valeur maximale a un angle de ~220°, soit ~250 ms apres I’onde R pour un battement de
0,41s (voir Figure 40). L’activité neuronalé maximale concorde presque avec la pression
maximale mesuréé au niveau fémoral. Donc, a chaq‘ue battement, un maximum d’activité
neuronale est atteint quand la pression fémorale atteint son maximum, élors que
globalement, selon' la ‘section précédente, I’activité est plus forte quand la pression
systolique est basse. Nous examinerons dans la section 5.2.4 le lien entre ces deux

phénomeénes se produisant sur des échelles de temps différentes.
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temps = 249 s, PED=1590
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Figure 40. Modulation de P’activité neuronale des ganglions stellaires gauche et droit
dans un cycle cardiaque (deux électrodés dans chaque ganglion) dans un
enregistfement contréle de 250 s (620 battements, 1590 PED). De haut en bas : ECG,
pression fémorale (moyenhe sur 610 battements cardiaques), histogramme de la -
probabilité (p,,) des PED'en fonction de la position dans chaque battement cardiaque
(voir texte, ang]e de référence, Ocara=0° :QRS cardiaque). La coui'be continue “est

obtenue en appliqﬁant l"équatibn 10 a ’histogramme,

' La cohérence et la phase (Equation 10) sont déterminées pour les mémes
expériences que le Tableau VI et sont présentées dans le Tableau VII. La signiﬁcation de la
cohérence a encore Aété établie par la méthode des données de substitution : construction de
copies ou les PDE sont distribués unifomément a I’intérieur des battements pour obtenir la
distribution de la cohérence (¢) quand I’hypothese nulle est vraie. Du point de vue intra
battement, on constate que la phase varie trés peu en contrdle et aussi tout au long de la

journée sur un méme chien. Entre les chiens, on observe une grande différence. Dans
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I’expérience #25, le taux de décharge des neurones est élevé (11 PED / battement),
cependant ces neurones ne sont pas synchronisés avec le cycle cardiaque ce qui empéche de

déterminer la phase.

Tableau VII Cohérence et phase intra batfement (moyenne +écart-type, * :p<0,05, ** :
p<0,01) '

Cohérence
experi pression - PED/ intra phase intra
“lence IRR (s) (mmHg) battement [battement battement
1] 0,43+0,003 . 123,+11 6,5+6,8 0,49* 214 650-850 apres chloralose
2] 0,43+0,003 122,+1,0 7872 0,58** 194 750-950 apres chloralose
3] 043+0,004 121,%+1,3 8,8+8,0 0,55* 185 850-1050 apres chloralose
4] 0,43 +£0,005° 121,215 92+9,0 | 049" 208 950-1150 aprés chloralose
50 043+0,0056 120,+13 98+97 0,57 212 1050-1250 apres chloralose
6] 0,43+0,005 120,+1,3 97294 0,63** 205 1150-1350 apres chloralose
7] 043+£0,006 120,+1,3 9,0x87 0,65 207 1250-1450 aprés chloralose
8] 0,43+0,006 120,+14 9,4194 0,67** 211 1350-1550 apres chloralose
9] 043+0,0056 120,+1,3 98+10,2 0,68** 210 1450-1650 aprés chloralose
10} 0,43+0,005 121,+23 9,5+10,0 0,70* 209 1550-1750 aprés chloralose
111 0,43+0,006 126,+47 96+96 0,68** 206 1650-1850 aprés chloralose
12] 0,40 + 0,003 130,+0,9 32+32 0,65™ 223 controle
.13] 0,43 +£0,006 165,+4,1 6,4 +6,6 0,54** 204  Japres nicotine .
14] 0,46 £ 0,007 140,%1,3 129+ 14,0 0,59** 204 aprés nicotine
. _ Vagues coupés, aprés
15] 0,46 £+ 0,008 165,+3,9 129+14,2 0,57 206 Inicotine :
16] 0,57 + 0,017 197, +8,7 6,1+73 0,15* 145 aprés phenyéphrine
171 067 +0,100 155,+19 13,0+x14,4 0,28** 85 aprés phenyéphrine
, , VVagues coupés, apres
. 18] 0,54 £ 0,002 197,+8,7 88+9,2 .0,06 216  Jphenyéphrine
19] 0,42 +0,007 135,+39 126+13,4 0,62** 216 aprés epinéphrine
20] 046 +0,010 115, £1,9 12570 0,16** S 213 aprés épinéphrine
' _ Vagues coupés, aprés
211 0,41 +£0,019 142, +16,5 9,0+12,6 0,53* 275 épinéphrine
. , : nicotine stellaire droit vague
22] 0,40+0,003 124,+17 6667 0,64** 260  Jcoupé
‘ ‘ : Lo o nico droit stellaire et vague
23] 0,52+0,009 127,+0,6 19+1.2 0,20 130 Coupes
24] 0,43 +0,006 126,+4,7 9696 0,68 . 206 contrble
25| 045+£0,004 112,+58 * 120+68 0,10* 49 controle
26| 0,52+0,006 114,+30 99+80 | 025" 189  [Jcontrole
27| 0,47 +0,005 99,+55 3,7+33 0,31* 218 contrble
28] 0,47 £0,008 108,+3,2 1,8+1,2 0,50** 267 controle
29] 0,55+0,002 -64,+1,6 18%1,1 0,30 299 [contrdle
30 0,45+0,009 104,+28 65+6,2 0,23** 288 contrble
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5.2.4 Double modulation

Nous avons démontré que I’activité neuronale était liée d’une part aux modulations
lentes de la pression et du cycle cardiaque inter battement (section 5.2.2) et, d’autre part, a
la variation de la pression intra battement (section 5.2.3). Cependant, le comportement intra
battement est obtenu en cumulant les données de tous les battements. Nous voulons
maintenant examiner si la structure intra battemeht est effectivement la méme pour fous les
battements, ou si elle vient d’un sous-groupe de battements appartenant a uné portion
- spécifique du cycle respiratoire. Pour ce ‘faire; nous avons déterminé la phase de chaque
battement dans le cycle respiratoire pour un intervalle de 1000 s. Nous avons'ensuite divisé
le éycle respiratoire en 10 intervalles égaux, et construit la distribution intra battement pour

les battements appartenant a chaque intervalle.

Le résultat pour un premier chlen est donné par le graphique superleur de la Figure

41 (expérience #24). Dans ce cas, dans la partie du cycle respiratoire ou la pression est
maximale (Bresp=18°), I’activité neuronale est trés faible et n’est pas modulée par le cycle
cardiaque. Dans la partie du cycle respiratoire ou la pression est minimale (B.s,=162°), le
tonus de ’activité ﬁeuronale éugmente de méme que le synchronisme durant un battement
cardiaque. Ce comportement semble indiquer qu'e la modulation est liée a l’augmentation
du tonus de base. Plus le tonus est haut, plus la modulation est imj)ortanté. Le méme
phénoméneAest présent dans la partie de droite. Dans la partie du cycle cardiaque ou
I’activité neuronale est minimale (B..«=18°), I’activité n’est pas modulée par le cycle A
respiratoire. Dans la partie du cycle cardiaque ou I’activité neuronale est maximale
(Bcarg=234°), il 'y a une augmentation du tonus de base, de 1’activité neuronale et du

synchronisme avec le cycle respiratoire.

Par contre, la Figure 42 montre un autre chien (expérience #30) ou-l’activité
neuronale était modulée par la respiratioAn,'mais tres peu modulée dans chaque cycle

cardiaque.
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Figure 41 Densité de probabilité {p,) mesurée d'un PEID selon la position dans le cycle
respiratoire (10 intervalles, 8,,,=0°: maximum de pression femorale) et selon la
position dans le eycle cardiaque (10 intervalles, B ,,=0 :onde R). Expérience #24,
19443 PED mesurées pendant 1000 s sur 2325 battements cardiaques. Bas : Données
extraites de la figure du haut. Gauche : données extraites pour des phases constantes

de la respiration. Droite : données extraites pour des phases constantes du cycle

cardiague.
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Figure 41 Densité de probabilité mesurée d’un PED selon la position dans le cycle
respiratoire (10 intervalles, B,..,=0° : maximum de pression fémorale) et selon la
position dans le cycle cardiaque (10 intervalles,. 8.,,4=0° :onde R). Expérience #30,
17410 PED mesurées pendant 1000 s sur 2250 battements cardiagues. Bas : données
extraites de la figure du haut, Gauche : données extraites pour des phases constantes
de Ia respiration. Droite : données extraites pour des phases constantes dw cyele

cardiague.
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D’un chien & I’autre, le cycle respiratoire peut influencer la pression de fagon trés
variée (Figure 43). Puisque nous n’avions pas de fnarqueur de respiration, il est difficile de
comparer la phase entre deux chiens. puis;que nous ne savons pas si la phase 0° (posée au -
maximum de la pression systoliqﬁe) représente toujours la méme position du cycle
respiratoire. De plus, I’anatomie des chiens utilisés étant trés différente, il n’est pas certain
que les thoracotomies bilatérales produisent le méme effet sur les poumons. Cela peut
comprimer différemment le syst¢éme sanguin pulmonaire et de ce fait la pression artérielle

et le retour veineux.

< A WWU\WWW"W‘W »

Figure 43 Evolution de la pression fémorale. Haut : expérience #24, Figure 41. Bas :

expérience #30, Figure 42

- 5.2.5 Analyse concentration de norépinéphrine

'Dahs cette section, nous présentons I’ébauche d’une méthode qui pourrait étre
employée pour lier I’activité stellaire au changement de rythme cardiaque. L’analyse se
base sur un modele présenté par Mokrane et al I 61. En bref, chaque potentiel d’action
(PED(t)) produit au temps (t) stimule la libération d’une quantit¢ fixe de norépinéphrine
“dans Ia cavité synaptique qui est dégradée avec une constante.de temps 7 . La concentration

de norépinéphrine dans le tissu est donnée par I’équation :

Ne(T)=k-[ PED(t)e ™" dt ,
e(T)=k J: ( )e ‘ . (Equation 11)
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La ndrépinéphrine produit ensuite son effet sur le rythfne cardiaque apres un délai
“temporel A. Mokrane et al ont stimulé'le ganglion stellaire décentralis¢ et suivi la variation
du rythme cardiaque «L(t)» depuis une valeur de référence. Il faut noter que I’effet
parasympathique était inhibé par I’injection d’atropine. Ils décrivent cette variation de

‘rythme cardiaque par I’expression :

dL ' AN

— =-a(NE@t-0)]- L))

dt :

Par comparaison avec les résultats expérimentaux sur des préparations canines

décentralisées, Mokrane et al obtiennent des valeursde A=2,1s,1=9,1 s,et l/a=2,1s.

Nous avons examiné un modéle plus simple en représentant la relation entre le

rythme cardiaque et la quantité de norépinéphrine par une sigmoide -

A k, -
RC(t)=k, + NS (Equation 12)
200 + e —
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Figure 44 Sigmoide théorique utilisée pour modéliser la relation - entre la

norépinéphrine et le rythme cardiaque, ‘

“En utilisant les paramétres A et T et en faisanf varier les quatre constantes « k »

apparaissant dans 1’Equation 11 et I’Equation 12, il est possible d’obtenir une bonne
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correspondance éntre le rythme cardiaque trouvé grace a la concentration de norépinéphrine
et le rythme cardiaque expérimental. Toutefois, cette relation ne-reproduit pas bien' la
dynamique apres des 'interventi'ons pharmacologiques, simplement parce qué d’autres
phénomeénes entrent en jeu dans le contrle du rythme cardiaque. Quoiqu’il en soit, ceci est

une premiére approche a la modélisation du phénoméne.
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Figure 45 Rythme cardiaque expérimental et valeur calculée & partir de activité
neuronale (aprés dénervation vagale). Gauche : en contréle. Droite : aprés ajout de

250 pg de nicotine
5.2.6 Interventions pharmacologiques

5.2.6.1 Nicotine

La nicotine est un modulateur post synaptique agissant sur le systéme sympathique
et parasympathique. Lorsque les nerfs vagués sont intacts, la nicotine produit une
augmentation de I’activité sympathique (Figure 46) qui entraine une vasoconstriction et une
augmentation du rythme cardiaque!®’. En présence des nerfs vagues, la nicotine a un fort.

effet parasympathique produisant une bradycardie importante et extrémement irréguliére.
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Des expériences effectuées chez les lapins ont montré que I’injection de nicotine dans le sac .

. La nicotine modulerait donc  I’effet

péricardique provoque une bradycardie[64
parasympathique en stimulant les récepteurs nicotiniqhes du SNCI. La Baisse de pression,
causées par la bradycardie, semble toutefois étre compensée par les effets sympathiques
(vasoconstriction et augmentation du rythme cardiaque'®!) puisque la pression reste assez

stable durant la bradycardie.

Malgré ’augmentation de I’activité¢ neuronale des ganglions stellaires et les
changeménts de rythme cardiaque, la modulation de 1’activité neuronale par la respiration
et toujours présente et méme plus importante qu’en contrdle. En augmentant le tonus
neuronal, 1a nicotine semble ainsi augmenter le synchronisme entre 1’activité neuronale et
la respiration. La Figure 46 indique aussi que I’effet de la nicotine sur le systéme
parésympathiqué (bradycardie) agit a plus court terme que [I’effet sympathique -

(augmentation de 1a pression).

ecg
bpm

Press
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Figure 46 Activité neuronale aprés ajout de nicotine: Haut : Marqueur de maximum’

- de pression artérielle causée par la respiration, WMK : activité neuronale totale en Hz
~ de deux éleétrodes sur le ganglion stellaire gauche et deux éleﬁtrodes sur le gangllio‘n'
stellaire droif, ECG : rythme cardiaque en battements par minute, Press :- pression
fémorale. Carré : injection de 250 ug de nicotine, |

La Figure 47 montre ’effet de I'injection de nicotine sur I’activité sympathique

dans les deux ganglions stellaires et les effets produits sur le rythme cardiaque. L’activité
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neuronale a un profil semblable pour deux ganglions. Toutefois, sur une plage de temps
plus courte, on constate que I’activité mesurée sur les deux ganglions est trés différente. De
méme, deux enregistrements dans le méme ganglion ne seront pas activés au méme

moment.

L’injection de nicotine était effectuée manuellement dans la veine fémbrale. Le taux
d’injection de la dose peut ne pas étre uniforme ét,‘ pour cette raison, nous n’avons pas pu
comparer les résultats entre les chiens. De plus, les récepteurs nicotiniques ont tendance a
s’internaliser, il faudrait analyser cet effet sur I'intervalle de temps avant de pom}oir

analyser plus en profondeur les résultats.
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Figuré-47 Synchronisme des enregistrements neuronaux. Légende : Gauche : activité
" neuronale a‘prés injection de nicotine (fréquence des PED mesurée sur une fené‘tré
glissante de 1 s). Droife : agrandissement de la ﬁguré de gauche (fréquénce des PED
mesﬁrée sur une fenétre glissante de 0.1 s). De haut en bas : Rythme cardiaque,
activité neuronale sur deux électrodes du ganglion stellaire droit, pression fémorale.

Carré : injection de 250 pg de nicotine. Les nerfs vagues sont intacts.
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En contrdle, I’activité neuronale, le taux de cohérence et la phase sont éssez stables
(Tableau VII), .mais ces variables sont modiﬁéés lors de certaines interventions
- pharmacologiques. Immédiatement apres I'injection de nicotine, on obtient une forte
augmentation de 1’activité neuronale.et une bradycardie irréguliére. Les ahalyses des phases
~ intra battement, tels qu’a la Figure 40, ne sont plus possibles. On effectuera plutot un
histbgramme ‘de I’intervalle de temps entre 1’onde R’ de I’'ECG et les PED ou chaque
“intervalle représente la fréquence moyenne (en Hz) des PED durant un intervalle de 20 ms
(Figure 48). L’ajout de nicotine a trés peu changé 1’activité neuronale minimale (de 350 a
450 ms apres I’onde R). Toutefois, I’activité neuronale maximale ~I150 a 250 ms a
augmenté de plus de dix fois et s’est décalée dans le temps en passant de 280 ms a 180 ms.
La nicotine augmente donc I’activité neuronale suivant un délai d’environ 0,18 s apfés
I’onde R et non dans une phase spécifique du rythme cardiaque (pour les doﬁnées controle,
la faible variation de rythme cardiaqﬁé ne donne pas de différences significatives entre la
phase ou le délai constant). On sait que dans le systeme parasympathique, des stimulations
a des temps différents d’un cycle cardiaque ont un effet différent sur le'rﬁhme cardiaque.
Dans le systéme sympéthique, la durée du délai entre 1’activité neuronale et 1’effet sur les

myosites est trop long pour que la phase d’application ait un effet.
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Figure 48. Modulation de P’activité neuronale du ganglion stellaire gauche et droit

dans un cycle cardiaque (deux électrodes dans chaque ganglion). Haut ;: ECG. Milieu :
Pression fémorale. Bas : Histogramme de P’intervalle de temps entre I’onde R de
PECG et les PED. Chaque intervalle représente la fréquence moyenne (en Hz) des
PED dans un intervalle de 20 ms dl‘lrant‘ un battement 'cardiaque; Gauche :
enregistrement contrdle de 250 s (620 battements, 2110 PED), Droite : Enregistrement

de 10 s (13 battements, 2716 PED) apres injection de 250 pg de nicotine intraveineuse.

5.2.6.2 Phenyléphrine

La phenyléphrine produit une augmentation rapide de la pression grdce a une
vasoconstriction périphérique. L’augmentation de pressiori semble produire Une faible
diminution de I’activité sympéthique, niais I’effet est trés minime. Le retour veineux devrait
" aussi augmenter, ce qui devrait provoquer une augmentation du rythrﬁe cardiaque (selon le
reflexe de Bainbridge), mais cet effet n’est pas présent probablement a cause de I’effet .
prédominant du baroréflexe par rapport au réflexe de Bainbridge. Sur le canal de pression,
on observe quelques chutes de pression, ces derniéres sont causées par un échappement
dans le nceud AV. Dans le Tableau VI et le Tableau VII, la phenyléphrine a aussi produit
une grande perte de cohérence de I’activité neuronale tant du point de vue intra Battem_ent
qu’inter battement tout en ayant une faible influence sur le tonus de 1’activité neuronale. Ce

comportement a aussi €té remarqué sur les autres chiens.
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Figure 49 Effet de ’injection de phényléphrine mtravemeuse. Legende de haut en bas:

rythme smusal actnvnte neuronale (stellaire gauche et dront), pression fémorale. Carre,

. injection de 250 ug de phényléphrine.

5.2.6.3 La dobutamine

La dobutamine agit directement sur les récepteurs B,. Les premiers effets observés
sont une diminution du temps de conduction AV de fagon presque simultanée a une
-augmentation du rythme cardiaque et de la pressmn artérielle (Figure 50). L’ augmentatlon
de la pression artérielle serait le résultat des effets de la dobutabine sur le rythme cardlaque
et la force de contraction. Ces trois effets sont suivis ~5 s plus tard par une augmentation de
Iactivité neuronale dans les ganglions stellaires. Cette augmentation n’a pas été 6bservée
sur. tous les chiens et la seule explication trouvée serait I’enregistrement d’un groupe de
neurones  inhibiteurs (afférents ou interneurones) du systéme sympathique’"!. La
dobutabine ne devrait pas avoir d’effet direct sur le systéme vasculaire. Toutefois, ~30 s
aprés I’injection, la pression artérielle commence a revenir a des valeurs similaires a celles
mesurées avant I’injection, et ce, méme si le rythme cardlaque demeure eleve ce qui

1mp]1queralt une vasodllatatlon penpherlque
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Figure 50 Effet de I’injection de dobutamine intraveineuse. Légende de haut en bas :
rythme cardiaque, temps de conduction AV (entre I’onde P et ’onde R sur ’ECG),
activité neuronale (stellaire gauche et droit), pression fémorale. Carré, injection de

100 pg de dobutamine.

~ 5.2.6.4 Epinéphrine

En simulant ’effet du systeme sympathique, ’épinéphrine devrait augmenter la
pression et le rythme cardiaque. Toutefois, lors des enregistrements controle, I’épinéphrine
produit plutdt une forte variabilité du rythme cardiaque en méme temps .‘qu’une
augmentation de la pression. Dans la situation contrdle, la forte hausse de pression '(cauéée‘
par une vasoconstriction périphérique) peut produire une forte augmentation de I’activité
parasympathique et une diminution de ]’éctivité sympathiqﬁe, ce qui aura pour effet de
produire une forte diminution du rythme cardiaque. Le contrdle simultané des deux

mécanismes expliquerait la grande variabilit¢ du rythme cardiaque. Les résultats de
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I’activité sympathique sont malgré tout cohérents, puisque I’activité du ganglion stellaire

précéde légérement I’augmentation du rythme cardiaque.
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Figure 51 Effet de I’injection d’épinéphrine en controle. Légende de haut en bas :

rythme cardiaque, activité neuronale (stellaire droit), pression fémorale. Carré:

Injection de 100 pg d’épinéphrine
5.2.7 Interventions physiques

5.2.7.1 Occlusion des carotides

Lors de I'occlusion des carotides en controle (Figure 52), les barorécepteurs
carotidiens détectent une forte baisse de pression et déplacent la balance sympatho-vagale
dans la direction sympathique. Cela produit une augmentation de la pres‘sion, du rythme
cardiaque et de I’activité sympathique de méme qu’une diminution du temps de conduction
AV. Les principales variables changent sur une période de 20 s, ce qui cdrrespond
habituellement & un effet sympathique. L’effet rapide du parasympathique ne semble pzis

présent, ce qui pourrait peut-étre s’expliquer par I’effet cbntradictoire entre I’augméntation ,
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de pression au niveau aortique et la baisse de pression au niveau carotidien ou refléter un

faible tonus sympathique avant I’intervention.

1450 1500 1550 1600
Temns (s)

) Figui‘e 52 Effet de IPocclusion et de la désocclusion des carotides. Légende de haut en

bas : rythme cardiaque, temps de condﬂction AV, activité neuronale (stellaire droit),

pression fémorale. Premier carré : occlusion, deuxiéme carré : désocclusion.

5.2.7.2 Stimulation des nerfs vagues

La stimulation des nerfs vagues simule I’effet d’un fort contrdle parasympathique.
Presque irﬁmédiatement aprés la stimulation caudale, on observe une bradycardie qui
provoque un arrét complet du wtﬁme cardiaque pendant quelques secondes (Figure 53).
Pendant le temps ol le cceur est arrété, 1’activité sympathique augmente de féc;on graduelle

pour ensuite se stabiliser aprés la fin de la stimulation.



99

ECG
bpm
p=
fa)

fA4

H:z
b=
o

% ot wﬂd@ﬂm&w‘ﬁﬁg}‘kﬁa’;@’w

A2

2000 2050 2100 2150 2200
: Temps (s)

Figure 53 Effet de la stimulation des vagues. Carré : stimulation du-nerf vague droit
(1,5 mA pendant 1 ms, 10 sti‘mulation‘s/s pendant 30s).

4

5.3 Dénervation parasympathique

La dénervation des deux nerfs vagues dans la région cervicale devrait éliminer tout
le contrdle parasympathique direct sur le cceur. Le contrdle rapide du cceur devrait donc
disparaitre de méme que les oscillations HF (0,25 Hz) habituellement associées au systéme

~ parasympathique.

5.3.1 Analyse spectrale

Dans la Figure 54, la cohérence enfre la pfeésion et ’activité neuronale varie trés
peu, et ce, peu importe si le systéme parasympathique est intact (Figure 54, gauche) ou -
dénervé (Figure 54, droit). Dans un autre cas (expérience #18), il n’y a pas de cohérence
significative entre 1’activité neuronale et lg pression. Par contre, les spectres .dF puissance
de la pression et du rythme cardiaque montrent une forte oscillation dans les HF méme sans
la présence du systeme parasympathique (Figure 55). Les .résultats montreraient que les
oscillations dans les HF ne sont pas exclusivement provoquées par le systeme

parasympathiqﬁe.
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Figure 55 Taux de cohérence et spectre de puissance mesurés entre la pression et le

rythme cardiaque apres déhervation du vague ('ex'périence #18). Cercle : valeur de

cohérence maximale et phase associée.
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5.3.2 Interventions pharmacologiques

5.3.2.1 Nicotine

Aprés dénervation vagale, la bradycardie associée au systéme parasympathique
nlest plus présente (Figure 56). En principe, la nicotine devrait quand méme provoquer une
réponse parasympathique, par la stimulation des neurones post-ganglionnaires cardiaques.
En fait, une telle réponse n’a pas été.observée avec la dose habituelle de nicotine (250 pg),
~mais des doses de:nicotine plus élevées (500, 1000 pg) prbduisaient des bradycardies chez
certains chiens. Cela suggére qu’une dose réguliere de nicotine n’est pas‘ suffisante pour

stimuler 1’activité parasympathique en absence de tonus du SNC.

En coupant lés nerfs vagues dans 1la régioh cervicale, on coupe I’innervation
afférente et efférente. Il n’esf donc pa's'pos'sible de savoir si Ieffet de- la bradycardie est
provoqué par la perte de -stimulation du SNC, par les afférences vagales ou par un effet .
direct sur le cerveau. On sait cependant que I’effet n’est pas dii exclusivement aux neurones
.du SNCI. 11 pourrait aussi y avoir un effet combiné ou la nicotine agit comme modulateur
du SNCI, mais dont ’effet n’est pas observé puisque aucun sigﬁal en.provenance du
cerveau ne peut étre modulé. Ces observations peuvent étre mises en perspective avec les.
expériences de Evans et al'® qui utilisaient 250 ug de nicotine dans le sac péricardique
d’un lapin, cé' qui donﬁe probab]ément des concentrations plus importantes que chez le

chien.

Lorsque les nerfs vagues sont intacts, 1’activité des stellaires est fortement modulée
par la respiration. Lorsque les nerfs vagues sont coupés, ce mécanisme diminue, mais reste
tout de méme présent tant du point de vue de la pression fémorale que de I’activité

neuronale dans les ganglions stellaires.



102

1] 1
| B

750 f
N 500
E = 2503 /J\f
. 0 P TN e A

——

‘\ 200 rﬂ‘ ) . .
W hirn, [\ |

i \ \,)qll,! h\f ‘."'v/ AT, Pty 0 e i porrrang ] \m\‘fjj ks \__(""-\;J\,_J?\,,,\,‘,n\_.\,l\"-mun

L T T T O
LI

150 gmmmmomo e e
08 100 . ) L e300
© L 5 ST .
u ., 200 ‘ S
£ 150 QWWWW
¥t 1OOWWN

‘ .

110 120 130 140 150 160 1707 180 50 60 70 8 9 100 1
Temps (s) - : : Temps (s)

Figure 56 Activité neuronale aprés ajout de nicotine. Gauche: en contréle. Droite :
apré§ dénervation vagale. De haut.en bés: Marqueur de maximum de pression
artérielle causé par la respiration, Activité n‘euronale mesurée sur deux électrodes sur
le ganglion stellaire gauche et deux électrodes sur le ganglion stellaire droit, rythme

cardiaque, pression fémorale. Carré : ihject'ion de 250 pg de nicotine.

5.3.2.2 Epinéphrine

Apreés dénervation vagale, on a toujours une augmentation de la pression, mais
Teffet du parasympathique qui produisait un rythme cardiaque trés irrégulier est totalement
disparu (Figure 57). L’activité stellaire croit aussi, mais commence a augmenter éprés que
les premiers effets sur la pression et le rythme cardiaque soient apparus. Cette réponse était
présente sur plusieurs chiens et semble paradoxale, puisque I’augmentation de la pression
devrait en principe provoquer une inhibition du systéme sylhpathique par. les
barorecepteurs. On peut encore supposer que I’on enregistréit une population de neurones

inhibiteurs (neurones afférents ou inter neurones).

A certaines occasions, I’administration d’épinéphrine produisait un ou deux
spasmes de tres forte amplitude faisant bouger le thorax du chien de plus de 5 cm, ce qui
augmente les risques de déplacer les électrodes. Dans la majorité des cas, des spasmes
muscﬁlaires de faible amplitude produisaient un mouvement de toute la cage thoracique a
un rythme proche du rythme cardiaque. A la Figure 57, on voit ’effet de ces oscillations sur
les enregistrements. Le signal non filtré subit'une oscillation d’assez forte amplitude (2

mV). Ces oscillations de basse fréquence ne provoquaient cependant pas d’artefacts comme
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ceux observés lors des sauts de potentiel causés par le mouvement du PGAD. La présence
de fortes oscillations laisse planer un doute, a savoir si le mouvement au niveau des

électrodes ne produit pas une stimulation mécanique des neurones.

L’augmentation de la pression artérielle par I’épinéphrine produit comme effet
secondaire un fort suintement dans la cage thoracique, ce qui augmente la quantité de sang
prés des électrodes. Puisque les connecteurs des électrodes doivent étre en tout temps
exempts de liquide pour limiter les artefacts d’enregistrement, on doit souvent nettoyer.la

région d’enregistrement, ce qui implique un plus grand ‘risque de déplacer les électrodes.
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~ Figure 57 Effet de Pinjection d’épinéphrine. Gauche : en contrdle. Droite : apreés

dénervation vagale. Droite, haut : signal non filtré d’une électrode. Carré : Injection

de 100 ng d’épinéphrine.
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5.3.3 Interventions physiologiques

- 5.3.3.1 Occlusion des carotides

Aprés dénervation vagale, I’occlusion des carotides produit le méme comportement
que dans les enregistrements de contrdle. Dans le cas i]iustré par la Figure 58, I’occlusion
aprés dénervation produisait une plus forte modulation des différentes variables. Toutefois
dans d’autres chiens, il n’y avait pas de différences appréciables entre les enregistrements
~ effectués avant ou aprés dénervation vggale. Dans la partie de droite, deux battements
inanqués (niveau ventriculaire ou sinusal) sont arrivés spontanément. Ces battements siont>
suivis d’une rapide augmentation de Pactivité ﬁeuronale sympatlhique pour augmehter la

pression artérielle.
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Figure 58 Effet de ’occlusion et de la désocclusion des carotides. Gauche : en contréle,
Centre : apres dénervation vagale. Droite : Agrandissement de la figure du centre oul

deux battements mahq ués produisent une forte activité sympathique
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5.3.3.2 Stimulation des nerfs vagues

La stimulation caudale des nerfs vagues produit un effet trés semblable a la

stimulation du nerf vague avant la dénervation vagale au niveau cervical (Figure 53).

La stimulation craniale des nerfs vagues stimule toute la branche parasympathique
au niveau du cerveau, ce qui produit une inhibition de la branche sympathique et, de ce fait,
une vasodilatation (dlmmutlon de ]a pressmn sans changement de rythme cardiaque).

Toutefois, cet effet était trés peu marque.
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Figure 59 Effet de la stimulation des vagues. Gauche, avant dénervation vagale
Droite : aprés dénervation ‘vagale, premier carré : stimulation du nerf vague droit

caudal, deuxiéme carré : stimulation du nerf vague droit cranial
5.4 Dénervation sympathique

5.4.1 Effet de la dénervation

L’épidurale élimine 1'innervation sympathique se rendant aux ganglions stellaires 2
partir de la moelle épiniére. Du point de vue cardiaque, |’épidurale produit un effet .

semblable a la dénervation des ganglions stellaires, soit une diminution du rythme et une -
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augmentation de temps de conduction AV (Figure 60), et ce, méme aprés dénervation
~vagale. L’épidurale éliminant une grande partie de I’innervation sympathique périf)hérique,
- une forte diminution de pre‘s‘sion est observée indiquant soit une vasodilatation, soit une
diminution de la force de contraction. La chute de la pression diastolique semble indiquer
un effet principal sur le systéme vasculaire. Malgré I’épidurale, les oscillations de ‘la

pression sont toujours présentes, ce qui indiquerait que les oscillations sont causées de

-~ fagon mécanique par la respiration et sans intervention du systéme nerveux. De plus, le peu

~ d’activité neuronale mesurée dans les ganglions stellaires dénervés centralement ne semble
plus étre en phase avec I’ECG ni avec la respiration mais semble plutdt se produire de

fagon aléatoire (données non montrées).

L’a-chloralose est utilisée comme anesthésique en raison de son falble effet sur les
varlab]es hémodynamiques et son faible effet neurodépresseur. Malgre ce]a I’injection
produit un effet hémodynamique observable moins d’une minute aprés 1’1n_]ection (Figure
60). L’¢épidurale aura un effet encore plus marqué que I’a-chloralose et éliminera presque

-toute I’activite mesurée dans les ganglions stellaires.
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Figure 60 Effet de la a-chloralose et de I’épidurale. WMK : Activité neuronale
mesurée sur 2 électrodes du gangllonvstellalre gauche aprés la dénervation vagale.
AV : temps de conduction auriculo ventriculaire. Premier carré : injection de a-

chloralose. Deuxiéme carré : épidurale.
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5.4.2 Intervention pharmacologique

5.4.2.1 Nicotine

La section des nerfs reliant les ganglions stellaires a la moelle donne des résultats
trés semblables aux résultats obtenus apres l’épiduralie. Dans les deux cas, on obtient une
élimination bresque totale de I"activité neuronale enregistrée dans les ganglkions stellaires.
Le Tableau VI_II présente un résumé de Dactivité neuronale mesurée dans le ganglion
stellaire gauche et le ganglion sfellaire droit avant et apres que les nerfs reliant le ganglion

stellaire droit au SNC aient été secﬁonnés.

Apres la dénervation cenfrale, l’acfivité neuronale dans le ganglion stellaire droit est
pratiquement disparue tandis qu’aucune modification n’est observée dans 'le ganglion
stellaire gauche. L’injection d’une trés forte dose de nicotine semble toutefois avoir activé
les neurones du ganglion stellaire, ce qui indiquerait que les neurones peuvent toujours étre

excités, mais qu’ils ne recoivent habituellement pas assez de stimuli pour se décharger.

Tableau VIII Activité neuronale enregistrée par quatre électrodes sur les ganglions
d’un miéme chien a la suite de P’injection de nicotine pour différentes conditions
d’innervation. Chaque colonne représente le nombre maximum de PED détectés par

chacune des électrodes sur une fenétre glissante de 5 s

Stellaire-  |Stellaire Stellaire Stellaire
gauche gauche droit . |droit
250 upg de nicotine, deux injections distinctes enf127 101 56 130
contrdle : 78 4 185 224
250 pg de nicotine, deux injections distinctes aprés|>3 147 115 146
dénervation vagale ' : 108 88 155 167
250 pg de nicotine, stellaire droit décentralisé,
dénervation vagale 72 64 5 A B
500 pg de nicotine, stellaire droit décentralisé et ]
dénervation vagale 71 87 8 7
1000 pg de nicotine, stellaire droit décentralisé¢ e "
dénervation vagale ‘ L|72 61 55 84
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5.4.3 Intervention physiologique

5.4.3.1 Occlusion des carotides

Apres dénervation sympathique et parasympathique, I’occlusion des carotides ne
provoque plus aucune modulation au niveau cardiaque (Figure 6]); On observe une faible
augfnentatioﬁ de la pression fé‘moré]e, mais ce]le;ci est le résultat purement mécanique de
I’occlusion des carotides qui, en éugmentant le débit des veines fémorales, augmente la

pression fémorale.
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Figure 61 Effet de P’occlusion des carotides. Gauche en contrdle. Droite apreés
épidurale. Premier carré : occlu510n des carotides. Deuxneme carré : dé-occlusion des

carotides

5.4.3.2 Stimulation des nerfs vagues

En contrble, 1a stimulation des nerfs vagues produit une bradycardie trés prononcée
(Figure 62) de méme qu’une augmentation de I’activité sympathique. La méme stimulation
est effectuée aprés 1’épidurale, ou dans ce cas la pression artérielle est beaucoup plus faible

dii au manque de vasoconstriction périphérique. La stimulation du nerf vague caudal
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produit encore une fois une bradycérdie, mais sans augmentation de I’activité sympathique

ce qui laisse supposer que I’activité sympathique du ganglion stellaire est modulée par les

innervations de la colonne vertébrale. Apres Parrét de la stimulation, la pression reprend -

une valeur similaire a la valeur avant stimulation, mais de maniere beaucoup plus lente

qu’avant I’épidurale.
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Figure 62 Effet de la stimulation des nerfs vagues. Gauche : carré : stimulation du

nerf vague caudal (aprés dénervation vagale). Droit : Carré: stimulation -du nerf

vague droit caudal aprés dénervation vagale et épidurale
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Rythme
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5.5 Diaiogue inter électrodes

En étudiant différentes populations de neurones, on peut imaginer différents

scénarios de dialogues entre les électrodes.

. Deux populations entiérement distinctes -
. Deux populations activées par le méme stimulus
. Une population agissant sur 1’autre population

A la Figure 63, on observe deux populations de neurones enregistrées avec deux
électrodes’ sur Ié méme ganglion. Les deux populations suivent les modulations
caractéristiques d’une ‘onde de Mayer (cycle de ~21 s), et ont une légére augmentation de
’activité neuronale lorsque la pression est: minimale. Toutefois, une seu.ler électrode

enregistre une activité neuronale suivant la respiration (cycle de ~4s).
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Figure 63 Activité neuronale enregistrée par deux électrodes dans le GCM.
Enregistrement aprés dénervation vagale. Bas : Pression systolique maximale d’un -

battement cardiaque

11 est beaucoup plus difficile d’observer une population de neurones agissant
directement sur une autre population. Ainsi le résultat sera pratiquement le méme si-deux

populations sont activées par le méme événement extérieur (deux populations
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synchronisées avec ’ECG par exemple) ou si une population agit sur une autre population

de neurones.

Dans une expérience, il est arrivé que deux populations de neurones soient
synchronisées entre elles mais ne soient pas synchronisees avec ’ECG (Figure 64). Dans ce‘
dernier cas, on observe que le délai entre les PED mesurés sur deux électrodes différentes
est d’environ 30 ms. Cela suppose que I’activité neuronale de la premiére population ne
stimule pas directement la deuxiéme population de neuronés,,mais module plutét son.

activité sur un intervalle de temps relativement long.
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Figuré 64 Dialogué inter électrode. Gauche : Histogramme de P’intervalle de temps
entre I’onde R et les PED. Droite: Histogramme de Pintervalle de temps des
potentiels d’action extracellulaires de deux électrodes placées sur le ganglion stellaire

droit-



Chépitre 6 Analyse
6.1 Systeme d’enregistrement

6.1.1 Réponse aux exigences

Le systeme. d'enregistrement congu répond en partie aux spécifications
préalablement établies pour des enregistrements neuronaux multi €lectrodes. Le systéme
multi électrodes est muni de huit préamplificateurs et permet d’enregistrer des signaux .
neuronaux en plﬁsiéurs endroits ¢éloignés anatbmiquement. De plus, trois entrées externes
‘ permettent d’acquérir des signaux physiologiques et de faire un lien entre ces signaux et
I’activité neuronale. Le systeme posséde une plage dynamique assez grande pour ne pas
faire saturer les différents étages d’amplification et enregistre un signal qui n’est pas
" détérioré par les interférences électriques extérieures qui sont toujours présenfes lors

d’enregistrements dans une salle d’opération.

6.1.2 Dépassement des exigences

~ L'utilisation du CAD Biosemi et I’enregistrement des signaux sur 24 bits permettent
de numériser les signaux pratiquement sans les filtrer (0,5-3000 Hz). Ce faisant, nous avons
obtenu le compbrtement haute fréquence qui permet d’observer l’activité neuronale
simultanément avec lés fluctuations basse fréquence des électrodes. Ce montage a permis
de constater que plusieurs PED ne sont pas causés par |’activité neuronale, mais

- proviennent de brusques sauts de tension des électrodes.

L’utilisation de plusieurs électrodes a permis de nombreuses améliorations dans le
traitement de signal. Un artefact provenant d’une région éloignée est considéré comme un
PE lors d’enregistremenfs avec une seule électrode. Avec plusieurs électrodes ayant le
méme gain, la présence d’artefacts semblables sur plusieurs électrodes permet une

meilleure discrimination de ces artefacts.
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6.1.3 Exigences partiellement réalisées

6.1.3.1 Electrodes

Lors des enregistrements, ce sont les électrodes qui ont causé les plus gros
problémes. La pointe des électrodes FH-Co utilisées est extrémement fine et rigide, ce qui
permet dfihsérer les électrodes individuellement a travers la barriére de tissu conjonctif des
gangliens stellaires. Toutefois, il s’est avéré difficile, voire impossible, d’insérer pius de
trois électrodes simultanément dans le “ganglion stellaire. Dans ces conditions, les

électrodes déforment le tissu, mais ne le traversent pas.

Dans le PGAD, différents montages ont ét¢ utilisés, soit :1) la matrice d’¢lectrodes
fixée au préamplificateur et au micromanipulateuri, 2) la matrice d’électrodes fixée au
préamplificateur et mobile par rapport au micromanipuléteuf ou 3) les €lectrodes flottantes.
La matrice fixe ne semble pas beaucoup bouger par fappoft au PGAD. Pour immobiliser la V
matrice lors d’une contraction, il faut utiliser une force assez importante. Les contractions
cardiaques risquent ainsi de comprimer encore plus le PGAD contre la matrice d’électrodes
et de déplacer le tissu par rapport a la pointe des électrodes, et ce, sans mouvement
apparent. Lorsque le préamplificateur est. ﬂoftant, les électrodes suivent bien le mouvement
du PGAD, mais les PED associés a des sauts de potentie‘ls' sont encore présents sur les
enreglstrements in-vivo et sur du tissu ex-vivo sublssant un mouvement Pour les electrodes
flottantes, on obtient le méme genre de problemes que pour le préamplificateur flottant tout
en ajoutant le risque de produire des artefacts causés par le mouvement des fils raccordant

les électrodes au préamplificateur.

~ Ainsi les trois methodes n’ont pas permis d’ éliminer les artefacts de mouvement~
Les électrodes ﬂottantes sont présentement utlllsees puisqu’elles . permettent une plus
grande ﬂex1b111te pour le positionnement dans les ganglions stellaires. Dans le PGAD,
I’activité électrique et le mouvement du cceur produisent un environnement instable et

rendent les enregistrements de I’activité neuronale extrémement difficiles a interpréter. Il
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faudrait trouver une méthode pour réduire ces artefacts avant d’effectuer . d’autres

enregistrements pour une étude systématique du PGAD.

6.1.3.2 Bande passénte et plage dynamique

Les enregistrements sont effectués dans la bande passanté de 300-2900 Hz. Le gain
du systeme commence a diminuer pour des fréquences supérieﬁres a 1000 Hz. Pour une
fréquence de 3000 Hz, le systéme atténue le Signai, d’un facteur de —5dB, ce qui déforme
légérement le signal mesuré, mais ne nous empéche pas d’effectuer une bonne analyse de
Pactivité ﬁeurona]e. Les résultats e);périmentaux montrent que 1’atténuation se produit au
niveau du CAD, ce qui laisse peu de place & I’amélioration puisque le filtrage passe-bas et

la vitesse d’acquisition sont déja fixés aux valeurs maximales permises par le CAD.

6.1.3.3 Impédance d’entrée du préamplificateur

L’impédance d’entrée des prégmplificateurs n’est pas trés supérieure a I’impédance
des électrodes, ce qui a pour effet d’atténuer le signal. Pour les électrodes que nous avons
utilisées (de 10 MQ a 1000 Hz), le signalv pe'ut perdre ]é tiers de son amplitude, ce qui n’est
pas excessif. Dans les basses fréquences, I’impédance des électrodes augmente beaucoup,
mais I'impédance du préamplificateur augmente aussi, de ce fait, le signal sera trés peu
déformé. L’impédance des €lectrodes est mesurée lorsque celles-ci sont hehves, et comme
I’impédance diminue trés rapidement lorsqu’elles sont insérées dans un tissu fibreux,
I’impédance des électrodes se retrouve rapidement inférieure a I’impédance du
préamplificateur et le signal n’est’presqlie plus atténué. 11 serait aussi possible d’acheter des
¢lectrodes avec une impédance d’entrée initiale plus féible, mais on risque de diminuer

I’amplitude des signaux enregistrés.

L’impédance d’entrée du préamp]iﬁcafeur est une des plus €levées que 1’on peut
trouver sur le marché parmi les‘préamp]ificateurs‘ neuronaux commerciaux multicanaux
actuellement disponibles. De plus, dans dés enregistre‘mentsv neuronaux cardiaques
effectués par d’autres chercheurs™® ' ceux-ci utilisaient  des amplificateurs

d’instrumentation ayant une impédance d’entrée de 10°Q // 25 pF et enregistraiént tout de
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.méme des signaux neuronaux. Toutefois, les résultats que nous avons présentés (Figure 32)
nous laissent certains doutes quant a la validité des enregistrements du SNCI obtenus avec

cette technique.

Dans les Apréampliﬁcate‘urs, si I’impédance d’entrée est élevée,‘ le courant dé
polarisation est habituellement trés‘bas. Ces deux caractéristiqueé diminuent le courant
pouvant circuler dans I’électrode. Les tests effectués avec un préampliﬁcateur de plus faible
impédance (Figufe 32) ont montré des artefacts plus nombreux et plus importants et
- suggeérent d’augmenter I’impédance le plus possible pour diminuer le nombre d’artefaéts.
Un montage faisant varier I’impédance d’entrée du préamplificateur tout en conservant les
autres parties du montage identiques permettréit de savoir si une augmentation de
I’impédance dimi‘nue le nombre et ’amplitude des artefacts. Toutefois, les enregistrements
ex-vivo n’ayant pas donné des artefacts tout a fait semblables aux enregistrements in-vivo,
la relation entre I’impédance d’entrée et les artefacts demandera une é&tude plus

apprbfondie.

6.1.3.4 Analyse en ligne

Une/p'artie du travail a consisté & produire un systéme de traitement en ligne Apour'

- pouvoir nous aider & placer les électrodes sur deux populations de neurones communiquant
entre elles durant I’exécution d’une expérience. Une partie du travail a été effectué mais n’a
finalement pas été utilisé lors d’enregistrements. Il semble encore prématuré de poursuivre
dans cette voie puisque, méme" lors de I’analyse en différ¢, il est toujours difficile

d’observer une communication entre deux populations de neurones cardiaques.

.6.1;4 Améliorations possibles du montage

6.1.4.1 Impédance optimale des électrodes

Bien que des études aient démontré que les électrodes de petite taille (ayant une
impédance élevée) ont une plus grande sensibilité pour mesurer les PE, les résultats queA

nous avons obtenus jusqu’a maintenant (Figure 34) n’ont pas permis de déterminer de
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relation évidente entre la taille des électrodes et 1’activité neuronale mesurée. Puisque la-
position des électrodes influence bleaucoup I"activite neuronale mesurce, il est trés difficile
de comparer in-vivo les résultats obtenus par deux électrodes d’impédance différente.
Toutefois, en accumulant plus d’enregistrements ou 1’activité neuronale dans un ganglion
est mesurée avec des électrodes d’impédances variéés, on devrait étre en mesure de trouver
I'impédance optimale. L’utilisation d’¢lectrodes extrémement pointues demeure toutefois -
nécessaire pour faciliter entrée et le positionnement des é;leétrodes afin d’enregistrer une

activité neuronale élevée.

6.1.4.2 Augmentation du nombre d’électrodes

La matrice d’électrodes semblait trés prometteuse comme moyen d’enregistrer
plusieurs populations de neurones simultanément en effectuant un minimum de
manipulations. Toutefois, méme si la méthode des ¢lectrodes flottantes est beaucoup plus
laborieuse, il est préférable d’insérer les €lectrodes une a une pour traverser la barriere de
tissu cphjonctif. Cette méthode permet aussi de déplacer une seule électrode a la fois pour
obtenir un signal sur chaque élect_rode, mais élimine les informations sur la disposition
spatiale des électrodes. Pour obtenir un bon enregistrement, aucun liquide ne doit se
retrouver sur les connecteurs et les fils ne doivent pas se frotter les uns contre les autres, ce

qui devient assez difficile lorsqu’on utilise plusieurs électrodes flottantes.

Un plus grand nombre d’¢lectrodes a permis d’observer des comportements -
différents sur plusiéurs électrodes, et aussi d’enregistref plus d’activité neuronale
simultanément, ce qui donne de meilleures statistiques. Les derniers enregistrements ont été
effectués a I’aide de qliatre électrodes et une électrode de .référence. Chaque
préamplificateur possédani huit entrées, il serait possible, suivant la dextérité du technicien

d’insérer huit électrodes dans les ganglions.

D’autres groupes ont développé des matrices d’¢lectrodes pour les enregistrements
neuronaux.. Par exemple, Thomas Recording produit une matrice ou 32 disques (diamétre :

35 um) sont espacés de 200 um et placés sur-une aiguille de 650 pm'de diamétre (Annexe
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IV), mais. plusieﬁrs,autres modeéles sont disponibles. L’électrode-a un groé diamétre, mais
elle réduirait les manipulations puisqu’une seule électrode doit étre utilisée. 11 ne faut pas
oublier que ces électrodes sont développees pour le ceriléau, il faudrait donc choisir un
modele qui permet de traverser le tissu conjonctif protégeant les ganglions et n’ayant pas

une dimension trop importante pour ne pas endommager les ganglions.

6.1.4.3 Taux de décharge optimal

En contréle, il est rare d’obtenir un taux de décharge supérieur a dix PED par
seconde. A ce taux, on enregistre tres peu de potentiels simultanes. Lorsque l’activité
sympathiqﬁe augmente, le taux de décharge des PED de forte amplitude et celui des PED
de faible amplitude augmentent simultanément. Pour un certain niveau d’activité neuronale,
il devient souvent difficile de différencier les' heurones de forte amp]itude-observg':s en
contrdle a travers I’activité des neurones environnants (ressemblant a une augmentation du
niveau de bruit). Seule I’obtention en contréle de PE de treés grande amplitude permettrait

de bien identifier les neurones.

Les .mesures effectuées avec des électrodes placées de fagon individuelle dans les
ganglions ont donné une densité en contrdle de 1-2 PED/s et poﬁ'vant atteindre plus de 200
PED/s lors des interventions (Figure 46). Dans les enregistrefnents en controle, la faible

- activité neuronale pose un probléme puisqu’il faut enregistrer longtemps pouf obtenir de
~ bonnes statistiques. Toutefois, lors d’interventions (injection de nicotine, par exemple), le
. systeéme sympathique est tres actif et plusieurs potentiels arrivent dans la durée d’une forme
: d’onde (2 ms). 1l devient alors tres difficile dé compter précisément le nombre de PE et
encore plus difficile de classifier les formes d’ondes. Dans les présentes analyses, puisque
I’amplitude des signaux était souvent trop faible pour obtenir une bonne cléssiﬁcation, la
reconnaissance n’était pas utilisée. Si deux PE arrivaient en moins de 2 ms, ces deux PE
étaient comptés comme un seul événement. Au lieu de déferminer le seuil de détection en
fonction du- niveau de bruit, le seuil de détection de chaque électrode pburrait étre ajusté

pour détecter une densité de PED précise. Ce seuil variable permettrait d’effectuer une
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bonne reconnaissance de forme tout en ayant une densité neuronale suffisante pour

effectuer de bonnes statistiques.

6.1.4.4 a-chloralose

L’a-chloralose produit une forte variation de I’activité neuronale tout au long de
I’expérience. La perfusion d’a-chloralose permettréit d’éliminer une cause de ﬂucfuation
de lactivité neuronale. Cette méthode n’était pas employée pour éviter la cristallisation de
I’a-chloralose. Puisque ce phénoméne ne se produit plus, il serait facile d’injecter ’a-
chloralose sous perfusion. L’utilisation d’un autre anesthésiant agissant tres peu sur les
variables hémodynamiques et le systéme nerveux autonome bourrait étre plus appropriée
que ’a-chloralose. Le propofol est quélquefois utilisé au centre de recherche et pburrait

s’avérer plus efficace.

6.1.5 Reproductibilité des enifegistrements, insertion des électrodes

Lors d’enregistreménts sur les ganglions thoraciques (stellaires et GCM), il y a une
trés grande variabilité anatomique des ganglions tant du point de vue de la taille que du
nombre de nerfs innervant les ganglions. Cette variabilité est aussi‘présente dans l’activité
neuronale mesurée. Chez certains chiens, imrhédiatement apres I’introduction d’électrodes,
’l’activit‘é neuronale était mesurée sur plusieurs électrpdes, tandis que sur d’autres chiens,
Iactivité neuronale restait trés faible, voire inexistante, peu importe le type, la position ou

la méthode utilisée pour insérer les électrodes.

De fagon générale toutefois, si I’électrode ne semblait pas avoir traversé la couche
de tissu conjonctif mais plutdt déformé le ganglion sans le pénétrer, une activité neuronale -
trés faible était enregistrée, ce qui arrivait beaucoup plus souvent lorsque nous utilisions la

matrice d’électrodes.
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6.2 Enregistrement du SNCI

6.2.1 Modulation des artefacts d’enregistrement

Un PED est détecté au moment de D’activation électrique des oreillettes d'ans‘
pratiquement tous les enregistrements effectués sur le PGAD (la Figure 32). D’autres
groupes enregistrent aussi des PED qui concordent précisément avec Pactivation des
oreillettes®, meis ils sont plutot interprétés- comme étant en phase avec la pression
| diastolique. Contrairement a nos enregistrements, ces artefacts peuvent étre pratiquement
absents lors d’enregistfefnents[SZ] et apparaitre a la'suite d’augmentation de la pression par -
isoprotérénol. Cette modulation est ihterprétee' comme une modulation de 1’activité
neuronale, mais pourrait aussi étre produite par un changement de la propagation électrique

dans le myocarde.

Le filtrage utilisé¢’ (300-2900 Hz) pour enregistrer les neurones dans diverses
structures  anatomiques permet habituellement de différencier les neurones.
L’enregistrement neuronal sur substrat cardiaque est effectué dans un environnement en

- mouvement et subissant une forte variation de potentiel qui n’est pas propice 4 la réalisation
de bons enregistrements neuronéux. Les différents résultats présentés montrent des artefacts -
de nature électrique produits par I’activation des oreillettes, mais aussi des artefacts
'm‘écaniques produits par la respiration. Une fois ces artefacts enleves les neurones
subissent toujours une pression mécanique réguliére occa51onnee par.le mouvement des

electrodes ce qui peut modifier leur taux de décharge.

Le signal non filtré enregistré par les électrodes n’est pas régulier entre deux
battements cardiaques, et ce, méme si ’ECG semble stable (Figure 32). Ces changements
de potentiel montrent que le myocarde n’est pas un environnement stable et que des
enreglstrements différentiels effectués a la surface peuvent produlre des 51gnaux trés variés

qui, une fois ﬁltres peuvent ressembler a des PE.

Lors d’enregistrements, dans le SNCI, de nombreuses études ont démontré la

4 TUltA : 4; 25; 26; 52 . ’ ; :
présence d’activité neuronale cardiaque' 6521 Les résultats que nous avons obtenus
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montrent qué plusieurs artefacts pOurraiient étre causés par les grandes fluctuations
mécaniques et électriques du milieu. Certains artefacts se produisent de fagon synchronisée
avec la contraction cardiaque, ce qui rend facile leur classification. D’autres artefacts sve
produisent de fagon aléatoire ou sont modulés par les interventions extérieures. Dans les
- conditions d’enregistrement actuelles, nous avons éonclu que la majeure partie des PED
provenait d’artefacts, et nous n’avons pas encore trouvé de moyen efficace pour
différencier ées artefacts de I’activité neuronale. Ainsi, nous demeurons sceptiques face aux
relations -trouvées- entre une intervention cardiaque ou 'systémique ‘et 1’augmentation de
Tactivit¢ neuronale du SNCI. Le probleme se posé beaucoup moins pour les
enregistrements dans les ganglions extracardiaques ou lv’interférence électrique et
mécanique du ccﬁur est moins présente. Les sectioﬁs ci-dessous concernent donc

exclusivement les résultats obtenus dans les ganglions stellaires.

6.3 Rythmicité

De nombreuses études se sont penchées sur la rythmicité dans le -systéme

sympathiquem]

. A la Figure 40, Dactivit¢ neuronale oscille en phase avec le cycle
cardiaque et I’explication la plus simple serait une inhibition de ’activité sympathique par
les baforécepteurs. Des interventions pharmacologiques induisent aussi des changemeﬁts de
Iactivité neuronale et de la phase avec I'ECG et la pression. Ces phénoménes sont
facilement observables, mais leur cause est encore incertaine. L’implication des boucles de

contrdle locales est possible, mais n’a pas été démontrée.

‘Plusieurs signaux présentés montraient des variations de D’activit¢é dans les
ganglions stellaires selon la respiration ou selon desv cycles plus lents (ondes de Mayer).
Lorsque ces oscillations étaient présentes sur l’activité neuronale elles 1’étaient aussi sur
des variables hémodynamiques (temps de conduction AV et rythme cardiaque). Dans
d’autres cas, ces oscillations étaient seulement présentes sﬁr les variables hémodynamiques.
Les expériences effectuées n’ont donc pas permis de -déterminer I’origine de ces

oscillations. Ces ondes (présentes sur certains chiens et a des moments’ différents dans une



A

122

expérience), compliquent toutefois I’analyse des résultats en ajoutant une autre modulation

des signaux mesurés.

6.3.1 Analyse spectrale

L’analyse spectrale a péﬁnis d’étudier les oscillations de I’activité neuronale dans la
plage de fréquences de la respiration et des ondes de Mayer. Durant une période de contrdle
de 1000 s, la phase entre ’activité neuronale, la pression ou le rythme cardiaque changeait
d’au plus 50°. L’injection de substances pharmacblogiques modulait ’amplitude des
oscillations et influengait aussi la relation de phase de la cohérence. Puisque la phalée peut
se modifier en contrdle, il est important d’enregistrer sur une longue période aprés
I’injection de substances pharmacologiques pour s’assurer que le systéme est revénu a un
état stable. De cette fagon, on peut estimer s’il y a eu une dérive de la ligne de base durant
I’expérience. Cette méthode n’a pas pu. étre utilisée puisque. les substances
pharmacologiques étaient injectées a intervalles trés rapprochés dans nos expériences. Cela

est dil au fait que la cohérence (amplitude et phase) n’a jamais jusqu’ici €t€ considérée pour

~juger si le systeme était revenu a I’état contrle. De fagon typique, les chercheurs

considérent que le systéme est revenu a 1’état contrdle si la pression et le rythme cardiaque
sont revenus dans des intervalles observés en controle. L’¢état de la synchronisation pourrait

donc fournir une information supplémentaire.

Les oscillations de la pression, du rythme cardiaque et de 1’activité neuronale sont

- trés variables d’une préparation a une autre: 11 est donc difficile de comparer les valeurs

obtenues sur différents chiens puisque, dans certains cas, 1’activité neuronale conservait un
comportement presque aléatoire. Peut-étre que cette variabilité est normale, considérant que

plusieurs niveaux de controle sont toujours en interaction et qu’il est possible d’enregistrer

+ différentes populations de neurones sur un méme ganglion.

L’analyse intra battement a permis d’analyser la phase de I’activité stellaire a

I’intérieur des battements. Cette phase est tres stable durant I’enregistrément contrdle. Pour

- certains, enregistrements, la modulation inter battement variait beaucoup avec le cycle
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respiratoire, pour d’autres beaucou‘p moins ou pas du tout. Lors de I’ajout de nicotine et
lorsque le rythrhe cardiaque subit de tres fo'rtes variations, uné approché par délai constant
s’est avérée plus appropriée qu’une approche par phase constante. Dans un enregistrement
régulier,' puisque la fréquence varie habituellement moins de 5% la méthode par phase

constante simplifie I’interprétation et peut étre utilisée.

Les périodes utilisées pour ’analyse spectrale ont toutes été de 200 s pour pouvoir |
comparer les expériences plus facilement. Cetté période devfait cependant étre ajustée en
fonction de I’activité neuronale. Ainsi, en comparant les taux de cohérence intra battement, -
~du Tableau VII, un taux de cohérénée significatif p < 0,05 peut étre atteint en 5 s
(expérience #30) ou en plus de 200 s (expérience #31) selon le taux de cohérence et le taux
de décharge. 11 faudrait' donc analyser préalablement le synchronisme d’une série de -
données en contrdle avant de déterminer Pintervalle sur lequel sera effectuée I’analyse. En
d’autres termes, nous suggérons que le protocole expérimental soit ajustable pour tenter de
pallier la variabilité¢ physiologique entre les sujets, le critére étant la nécessité de construire

une statistique significative pouf chaque sujet.

Nous avons utilis¢é le co-spectre pour observer la rythmicité entre 1’activité
neuronale et les variables hémodynamiques. Le taux de cohérence et la phase ont été
déterminés, pour plusieurs enregistrements. On peut observer un taux de cohérence trés -
'élevée ou pratiquement inexistante sé]on les expériences. La méthode des- données de
substitution est intéressante puisqu’elle permet de produire des tests statfstiques sans

contrainte a priori sur les distributions. .

Pour obtenir un bon CO-spéétre, les signaux doivent étre stationnaires sur une
période de temps assez longue (plusieurs minutes) pour obtenir un signal peu bruité, ce qu'i
n’était pas vraiment possible pour nos. enregistrements aigus. L’analyse par co-spectre
semble donc plus appropriée pour deé enre‘gistrements effectués de fagon chronique. De
plus, les interventions pharmacologiques sur le chien produisent un effet transitoire pour

lequel I’analyse.‘spectrale n’est pas trés appropriée. Dans ces périodes de transition, la
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19} permet d’étudier le coefficient de corrélation de

[54]

corrélation dans le domaine tempore

deux signaux, mais fait pérdre la possibilité de d’effectuer ’analyse fréquentielle

L’analyse spectrale semble dont plus justifiée pour des enregistrements chroniques.
Dans ce cas, des interventions tels I’application de o-chloralose ou la détérioration du -
modeéle avec le temps et les interventions ne viendraient pas compromettre I’analyse des

résultats.
6.4 Interventions physiques et pharmacologiques

6.4.1 Dénervation centrale du systéme sympathique

~ Lorsque le ganglion stellaire était totalement dénervé centralement (coupure des
nerfs ou épidurale), I’injection de nicotine a produit trés peli d’activité dans le ganglion
stellaire. Par cohtre, I’injection d’une forte dose de nicotine a produit une stimulation
importante du ganglion stellaire. La procédure n’a été effectuée qu’une seule fois puisque la
coupure des nerfs autour du ganglion stellaire 'é de fortes chances de déplacer les électrodes
et ne nous permet pas d’étre certains de la cause de la perte d’activité sympathique. Dans
les expériences récentes, de fortes doses de nicotine (500 1000 ug) injectées aprés une
épidurale provoquaient une augmentation de 1’activité des ganglions stellaires. La présence
de synchronisme avec le cceur dans ces enregistrements indiquerait ]"exis'ténce d’ﬁne
boucle locale de contrdle, fnais avec un faible gain. Cela souléve aussi la possibilité trés

intéressante d’une interaction entre le tonus et la signalisation.

6.4.2 Epinéphrine, dobutamine, phenyléphrine '

Ces trois substances pharmacologiques ont été utilisées pour mbdu]er 1’état
cardiovasculaire. La phényléphrine agit principalement éur le systéme Vasculaire, la
dobutamine, principalement sur le systéme cardiaque alors que 1’épinéphrine influence les
deux systemes. Ces substances ont été 'utilis'ées au départ pour modifier des parametres

cardiaques et moduler de ce fait ’activit¢ des neurones afférents innervant les ganglions
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dans le thorax. Toutefois, en méme temps que I’innervation afférente, les changements
hémodynamiques sont aussi détectés par le SNC qui module I’activité des ganglions
thoraciques et cardiaques par les voies efférentes. Etént donné le temps d’action assez long
de ces substances pharmacologiques, il n’est pas possible de déterminer si une modulation
observée dans les ganglions provient d’une source afférente ou efférente. L’¢limination des
nerfs efférents innervant le ganglion aurait pu donner des informations a ce sujet, mais la
trop faible activité neuronale mesurée apres dénervation donne peu d’information si ce

n’est que les ganglions stellaires sont principalement activés par les voies efférentes.-

L’épinéphrine peut aussi produire de forts spasmes musculaires dans le thorax et
provoquer des artefacts de mouvement si bien que ’effet global de 1I’épinéphrine sur les
ganglions stellaires n’est pas certain.-L’épinéphrine ne semble donc pas une substance
adéquate pour moduler Iactivité des‘ganglions stellaires (tel que supposé dans les

expériences d’IRM-fonctionnelle). =~ -

6.4.3 Nicotine

La nicotine agit directement sur des terminaisons nerveuses, et ce, tant chez des
rééepteurs sympathiques qﬁe parasympathiques. L’augmentation de I’activité sympathique
a été mesuréé Sur les ganglions stellaires, tandis que I’augmentation de [I’activité
_ parasympathiqhe’ est déduite de la presence de bradycardies lorsque les nerfs vagues sont
- intacts. En augmentant Iactivité sympathique, lé synchronisme avec ’ECG et la pression
se trouve normalement augmenté. De faibles concentrations de nicotine ne semblent
toutefois pas avoir d’effet sur le systéme parasympathique[“). Une analyse plus poussée -
pourrait étre effectuée pour mesurer I’effet de la nicotine a différentes concentrations et
vérifier si on obtient des réponses différentes pour différentes populaﬁons neuronales. La
nicotine est aussi connue pour produire une internalisation des récepteurs, mais cet effet n’a

pas été étudié et devrait étre pris en compte lors de I’analyse de nos résultats.

La nicotine agissant directement- sur le systéme nerveux, elle produit une

augmentation de 1’activit¢ sympathique avant 1’apparition d’effets éardiaques ou
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systémiques. Cet aspect est avantageux par rapport aux drogues mentionnées
précédemment qui ne permettaient pas de savoir la cause du changement d’activité
~ neuronale des 'gahglions. La nicotine permet aussi d’augmenter I’activité des ganglions
sympathiques sans utiliser de stimulations électriques qui produisent souvent des artefacts

dans les enregistrements.

" Les injections ont toujours été effectuées dans la veine fémérale. Une injection dans

les artéres innervant directement les ganglions pefmettrait une action beaucoup plus rapide
et localisée en diminuant Ieffet que peut avoir la nicotine 'sur le SNC. Par ailleurs,
’utilisation simultanée d’un bloqueur muscarinique permettrait de mieux séparer ’action

sympathique et parasympathique.

6.5 Vision hiérarchique du contrdle cardiaque

On a observé que des stimulations électriques et mécaniques dans le thorax
produisent des activations neuronales dans les- ganglions thoraciques, et ce, sur des

ganglions dénervés centralement® 2%,

L’activité neuronale afférente pourrait aussi.
moduler I’activité neuronale d’une autre population de neurones (stimulation ou inhibition
d’un neurone.) Ce phénomene est présent dans les inter neurones du cerveau, mais a aussi = -

)% ™ 61 la stimulation de neurones

été mesuré dans les ganglions thoraciques (nodose
augmente 1’activité des neurones avoisinants. Ces observations supposent donc des boucles

de contrdle locales.

Dans des expérience§ semblables a celles que nous avons effectuées, les boucles de
contrdle pourraient étre observées si le PE d’un neurone afférent pouvait déclencher, aprés
un délai de quelques ms, une activation ou une inhibition dans une autre population de
neurones (Figure 64). Une fois cette suite d’événements observée en contrdle, il faudrait
aussi I’observer apres dénervation centrale pour éliminer la possibilité que I’inhibition ou la

stimulation soit sous contrdle du SNC.

Dans les ganglions stellaires, la modulation de I’activité neuronale par des neurones

afférents expliquerait pourquoi 1’activité neuronale est mieux synchronisée avec I'ECG
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lcrsque Iactivité sympathique est élevée. Toutefois, il faut toujours déterminer si cette

modulation provient des neurones afférents ou directement du SNC.

Si les boucles locales agissent comme modulateur de I’activit¢é neuronale. (en
provenance du SNO), l’absence d’activité a la suite de la dénervation des gangllons
stellaires avec le SNC n’infirme pas la presence de boucles de contrdle locales de I’activité
cardiaque. Cela implique seulement que ce controle n’est pas visible lorsqu il n y a plus
d’activité neuronale en provenance du SNC. Dans ces conditions, il devient difficile de
prouver la présence de controle local et encore plus difficile de déterminer si ce contrdle est

important par rapport & celui exercé par le SNC.

La preuve d’un contrdle hiérarchique n’a pas encore été faite. En coupant‘
I’innervation du -SNC (par epidurale ou par dénervation des nerfs efférents des stellaires),
Iactivité neuronale mesurée dans les ganglions stellaires devient pratiquement inexistante
et il est tres difficile d’observer une modulation. Cela suggere que le contrdle hiérarchique -,

n’est pas présent ou qu’il est de faible amplitude.

‘Toutefois, plusieurs semaines aprés une transplantation cardiaque, le cceur devrait
avoir perdu toute innervation par le SNC, mais il recommence & étre synchronisé aux
variables hémodynamiques?”!. Est-ce que ce contrdle provient seuléement du contrdle
mécanique du cceur, d’une réinnervation cardiaque ou est-ce le résultat de traitement
d’information par le SNCI? La réponse n’est pas encore connue, mais elle pourrait étre
trcuvée par une analyse approfondie de I’activité neuronale du SNCI. Toutefois, puisque
notre protocole ne comportait pas d’enregistrement dans le SNCI, il n’a pas été possible de

répondre & cette question.

6.6 Expériences futures

+ Le dialogue entre les populations de neurones semble difficile a enregistrer. Vu le
nombre de neurones présents dans le ganglion, il est difficile d’observer un PE sur une
électrode et son effet mesuré quelques ms plus tard sur une autre électrode. La difficulté de

placer les électrodes avec une bonne précision rend cette analyse encore plus ardue. Les
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"expériences que nous envisageons pour le futur visent plutdt a vérifier si un contrdle local
est bien présent dans les systémes cardiaque et. thoracique. Elles vérifieront aussi
I’importance de ce contréle local et sa capacité a induire des problémes cardiaques tels la.

~ fibrillation.

6.6.1 Y a-t-il controle local sans innervation centrale?

Pour prouver la présence et I’importance des boucles de contrdle, nous avons déja
fait des.études en €liminant plusieurs boucles de. contrdle, que ce soit sur les nerfs vagues
6u entre le ganglion stellaire et la moelle. Ces résultats ont montré que, méme aprés
dénervation, il reste toujours un certain controle des variables cardiaqﬁes hémodynamiques,
mais de beaucoup plus faible amplitude. Il est difficile de déterminer si ce contrdle provient
d’un contréle neuronal ou mécanique cardiaque. Une expérience pourrait étre élaborée dans
laquelle un stimulus mécanique (occlusion d’une veine ou artére principale) est effectué a
plusieurs reprises avec un degré d’innervation de moins en moins important: 1) en
contrdle, 2) sans les nerfs vagues, 3) sans ’innervation de la moelle, 4) sans innervation
thoracique et 5) aprés dénervation partielle et totale des ganglions du SNCI. On aurait ainsi

une idée de la possibilité de controle du ceeur de chacun des niveaux.

Si les différents niveaux hiérarchiques (thorax et SNCI) ne contrdlent pas
directement le coeur mais ont plutdt un role de modulation de Dactivit¢é du SNC,
I’¢limination de l’innerQation du‘ SNC ne permettra pas de voir I’effet.des niveaux
inférieurs. Pour pallier ce probléme, on pourrait, aprés dénervation, appliquer une
stimulation électrique de type bruit blanc, et vérifier si l’amplitudé du bruit appliqué fait
apparaitre une synchronisation. Cependant, comme discuté dans la prochaine section, la

“stimulation électrique peut amener certains problémes.

6.6.2 Stimulations sympathiques

Des expériences effectuéés avant le début de ce projet ont montré que les

stimulations électriques du ganglion stellaire produisent des artefacts électriques, qui



129
peuvent se confondre avec les signaux neuronaux. De plus, les stimulationé ¢lectriques
produisent souvent des contractions musculaires chez le chien et risquent de déplacer les
¢lectrodes. Les stimulations sympathiques de différents nerfs se dirigeant vers le coeur ou
dans les ganglions sympathicjues auraient permis d’activer de fagon répétée et controlée
© plusieurs populations de neurones. Le développement de cette technique permettrait dé

cibler beaucoup plus facilement des populations de neurones et mériterait d’étre

approfondie.

6.6.3 Stimulation de la moelle épiniére

L’élimination de I’innervation provenant du SNC semble avoir supprimé _presdue
toute I’activité des ganglions thoraciques, de méme que la presque totalité du contrble
cardiaque. Au lieu d’éliminer cette boucle de contrdle et de perdre pratiquement toﬁte
I’activité neuronale, on pourrait stimuler électriquement dans la moelle épiniére.AL’effet
serait similaire a la stimulation des efférents se rendant au ganglion stellaire, mais puisque
la stimulation se fait 4 une plus grande distance des ganglions stellaires, la possibilité

d’induire des artefacts musculaires serait moindre.

6.6.4 Stimulation d’un ganglion isolé

Pour avoir un contrdle sur toute I’information neuronale qui entre dans un ganglion
thoracique, il serait avantageux d’extraire le ganglion du chien. Cela n’est pas possible sans
provoquer la mort rapide du ganglion. Une expérience in-vivo ou toute I’irrigation
vasculaire est présente, mais ou I’innervation est entiérement bloquée pourrait €tre un
compromis acceptable. Les stimulations et les enregistrements électriques seraient effectués
dans le ganglion et dans les nerfs innervant le ganglion, ce qui permettrait d’avoir un
contrdle sur I’information entrant dans le ganglion et de constater I’importance du controle

local.
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6.6.5 Remodelage
Sous' influence de I’innervation du SNC, il est possible que le contrf)le' soit fait
presque exclusivement de fagon centrale et que les boucles de controle locales apparaissent
de facon graduelle lorsque le SNC n’effectue plus le travail adéquatement. Si c’est le cas, il
est normal que nous n’enregisfrions plus d’actiﬁté des ganglions stellaires a la‘suite d’une
perte d’influx nerveux du SNC. 1l faudrait éliminer I’innervation de ganglions stellaire par

le SNA plusieurs jours avant une expérience pour laisser le temps aux boucles de controle

thoraciques d’apparaitre.

Un modeéle de chien pourrait subir une dénervation (vagale ou entre le SNC et les
ganglions thoraciques) et étre mis en convalescence plusieurs jours. Apres cela, il serait
intéressant d’observer s’il y a un remodelage dé ’activité neuronale thoracique pour
.compenser la perte de contrdle provenant du V‘SNC, et si dés boucles de contrle sont

toujours présentes. .



Conclusion

Un systéme de mesure a été réalisé pour enregistrer 1’activité neuronale cardiaque
dans deux endroits précis, le ganglion stellaire et le PGAD. Les caracféristiques du systéme
sont suffisantes pour enregistrér I’activité neuronale -méme si le géin du systéme n’est pas
tout 4 fait constant aux hautes fréquences. L.’intérférence mesurée est négligeable dans les

conditions normales d’utilisation dans le thorax d’un chien.

Dans les ganglions stellaires, une grande activité neuronale a été mesurée. Elle était
modulée de fagon impoﬂahte selon différentes constantes de temps conformes avec
Iactivité cardiaque, la respiration de méme que des oscillations lentes (période ~30 s)

souvent associées aux ondes de Mayer.

Dans la fnesure_oﬁ le systéme est congu pour étudier le dialogue entre deux
populations de neurones du systéme cardiaque, nous avons observé a certaines occasions
I’activité neuronale de différentes populations .de neurones en contre phase. Cela laisse
entrevoir des populations neuronales dans un ganglion cardiaque ayant différentes

fonctions, mais aucun dialogue clair n’a encore été détecté. -

Dans les enregistrements effectués dans le PGAD, le nombre d’artefacts et leur
ressemblance avec des signaux neuronaux n’a pas permis d’isoler adéquatement une
activité neuronale sufﬁsanté pour faire I’étude des résultats. La présence d’artefacts variés
et leur modulation importante par des interventions systémiques montrent que le substrat
cardiaque est en chéngement constant. La technique pour isoler P’activité neuronale de ces
artefacts demande certaines améliorations avant de pouvoir mesurer adéqﬁatement les .

neurones du SNCI.

Deux méthodes basées sur I’augmentation ‘du flux sanguin local associée a
’activation des neurones ont aussi été utilisées pour observer I’activité neuronale
- cardiaque, soit I’IRM-fonctionnelle et la méthode par flux optique. Malheureusement, le
mouvement, les artefacts €lectriques et 1la faible quanﬁté de neurones (comparée a celle du

cortex pour lequel ces méthodes ont d’abord été congues) rendent difficiles la mesure et le
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traitement des résultats obtenus. Par ailleurs, & I’activation de neurones sympathiques peut
produire des chéngements hémodynamiques systémiques qui viennent compliquer la
compréhension des changements hémodynamiques locaux sur lesquels ces techniques sont

basées.

Dans la vision hiérarchique du systéme nerveux cardiaque, les ganglions servent de -

.lieu d’intégration de I’information. Dans le thorax; des techniques permettant d’interrompre
I’activité nerveuse de facon temporaire et répétitive (des cryosondes par exemple)

pourraient étre utilisées pour moduler I’activité de certains nerfs innervant les ganglions et

voir I’effet sur les popu]atlons de neurones. En aglssant de la sorte, une étude beaucoup

p]us systématique pourralt étre effectuce grace a:leffet tempora1re de I’intervention.
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AnneXe 1. Format edf-bdf

http://www.biosemi.com/fag/file_format.htm

For example: "2048" (ASCII)

Length in ' '
bytes BDF Header: EDF Header: Description
8 bytes Byte 1: "255" (non | Byte 1: "0" Identification code
ascii) (ASCIl :
Bytes 2-8 :
"BIOSEMI" Bytes 2-8 : "
(ASCIl) "(ASCII) :
80 bytes User text input (ASCII) . -| Local subject identification
80 bytes User text input (ASCII) Local recording identification
8 bytes dd.mm.yy (ASCIl) -Startdate of recording
1 8 bytes hh.mm.ss (ASCII) . Starttime of recording
8 bytes (ASCI ‘Number of bytes in header record
, "BIOSEMI"
44 bytes "24BIT" (ASCII) (ASCIl - Version of data format.
o Number of data records "-1" if
8 bytes (ASCII) unknown . ,
8 bytes e.g.: "1" (ASCIl Duration of a data record, in seconds
: ' Number of channels (N) in data
4 bytes e.g.: "257" or "128" (ASCII) record
N x 16 bytes | e.g.: "Fp1", "Fpz", "Fp2", etc (ASCII) |Labels of the channeis
e.g.: "active electrode", "respiration
N x 80 bytes belt" (ASCII) Transducer type
N x 8 bytes e.g.: "uV", "Ohm" (ASCII) Physical dimension of channels
|e.g.:"-262144" e.g.: "-32768" Physical minimum in units of physical
N x 8 bytes | (ASCIl) (ASCII dimension
e.g.: "262143" e.g.: "32767" Physical maximum in units of physical
N x 8 bytes [ (ASCII) (ASCIN dimension ,
e.g.: "-8388608" - |e.g.: "-32768"
N x 8 bytes | (ASCII) (ASCII) Digital minimum
e.g.: "8388607" e.g.. "32767"
N x 8 bytes | (ASCII) (ASCIl) Digital maximum
S e.g.: "HP:DC; e.g.: "HP:0,16;
N x 80 bytes |LP:410" LP:500" Prefiltering ‘
N x 8 bytes Number of samples in each data

record .

(Sample-rate if Duration of data
record = "1") ' A

N x 32 bytes

(ASCII)

Reserved




Annexe 2. Cohnecteur du headstage

INTERCONNECTS
1,27 Grid
Single and Double Row

Series 850, 851
852, 853

\Number of Pins
X1.271+038

» Series 850 single and double row
interconnects have 1,27 pin
spacing and permit board stacking
as low as 6,3. .

« Pin headers have 0,41dia. pins.
(MM# 4006-0 see page 166 for delails).

« MM# 4890-0 and 0467 receptacles
use M-M#11 Hi-Rel, 3-finger beryl-
lium copper contacts rated at 3amps.
(#11 contact accapts pin diameters

dimeizm
A

——=-

o kw from 0,38 - 0,51)
Fig. 1 + Insulators are high lemp. thermo-
;"lulf';fzz";f’cgg’ plastic, suitable for all soldering
I— A operations.
Ordering Information
o Single Row 2,21 Profile Pin Header
DA, .
Fig. 1 " 850-XX-0_ _-10-001000
Specify # of pins L. o150
Double Row 1,91 Profile Pin Header
R | Fig. 2 852-XX-_ __-10-001000 ’
Specity # of pins  L—— 002-100

RoHS XX= Plating Code
FIRAE See Below

a7

-
N
|

)

0,40 DA,

L
=7

ez

Fig. 5

- ko SPECIFY PLATING CODE XX= 105 90 400
Fig. 3 - Pin Plating —c(To— 0.25cm Au | 5,08)m SnPb |  5.08um Sn
[Wumbesof ins '._ Single Row 4.09 Profile Socket
— TI Fig. 3 851-XX-0_ _-10-001000
SR Specity # of pins 01-50
T ‘bl m Double Row 4,09 Profile Socket
— : Fig. 4 853-XX-_ _ _-10-001000
~ b "Z;_ig -j 127 Specify # of pins L~ o002-100
Single Row 4,7 Profile Socket
J"’Bf— ] ‘QTS?T'ﬂ‘?[iz"’ Fig. 5 851-XX-0_ _-10-002000
o AT Specify # of pins L 0177

poy
Lrer
_Fin HS ",

XX= Plating Code
) l See Below

SPEGIFY PLATING CODE XxX=| 13 93 29 43¢ | 440
Sleeve (PIn} @)J:):: 0.25um Au £.00pm &P | 5.08m SuPt |- 568ur0 S | 5.08un 8n
Contact (Clip) o= 0.78um Au 0.76m Au | 5.08:m SiPt ©.76um Au [ 5,0 Sn

www.mill-max.com

70

®516-922-6000

I



Anneké 3. Electrode

TO SPECIFY FHC METAL MICROELECTRODES:

CATALOSE | JE= 1234567890 nin...
N N

Metai maro-electrode Base Electrode  Finishing Optons ~ Modifier(s)

1 watera 2 Lengh Range: 3 shenk Diameter

W: Tungsten Totat Electode Length wilbe S

S: sg‘rgu.;m Stee! range nuaimum (+- Snm\ri 8 g,])g_f Zg'&“m

P: Platounvindium tenvination addon unless length E 51

80% ¢ 15 specified in step 9 E oot 25m

X Spocal!Specty | GI@BITR G 010/ 250um
L =71nmw0 155mm H 0207/ 500pm
V= 146mm to 285mm X: Speaal / Specdy

5 Microelectrode Profile: 6 Insulation Options:

3ty Profies E: Epaxyite Insulation
S Standard Profle ¢ == M. Maxdips' Epoxylte
G. Glass, mmersed tip (PYIr or W, anly)
Standard Insitation Length: 15mm from tp
V Shoa Convex See Shank Modtcaton Note *
%’.. S Glass, exposed tip (P, oniy)
Standard Insulation Length 15mm from tip
C: Short Concave See Stk Modhcalion Note
N. No insulaton
7T Aficroes N
T. Shont Thinned X' Specal/ Specfy
B0% Shank da
L: Long Thinned
Sew. P T ont ——
ot gvalabie mih
X Special I Specily
'S)hank Modiﬁca(rieczjnsz e
ease provide required specficatians .
for any shank modificatons g‘?"% "nﬁ;u":um
Notg”, ru' Fass wsatared o @ &wrk o of &3 hans Eni

Modhcabons #3, 8,
between 5 and 20mem. Pulyroede length well be total lerglh minus the extenson and tevrmination.

N None, sundard

1: Cu etecrode 10 a speafied length +- 2mm. (speaify eiectrode length in mmi
NOTE: If pin termination is speafied m 10. total electrode length wil be
specihend length + pm addizon. (see UEWMGBSESN 1M 65mm exaniple below)

Pounded s Bt Taper. Moly 250.5C2 Termest
fosataish  2205C2 Tesmcaton

Epoxyire msulated; Z = 5 Meg-chms
Tungsten mecroalectroda, 0010 dia, 65 nm -I
Total Length 73 mm

. Heatshrink over Temunatian, Specrly erther dimension shown below n dagran

Shnink 15mm or Specify

3: Shank Enlmw with Pohimide and Stainfess Sicel Tubing Specy dimensions shown belox
1 duagy ulxng szes are icicated on the chart unless athenvise speciied

4 Shank Enl with Potymide Tubing Only  Specily dmensions shown below in diagram wi
exception of SS Tune length. Tubxng sizes are indicated on the chast urfess otherwse speuﬁad

mﬁm Polymsde Tube Exposu‘ re Sk Drameter
= n, Specfy Length Omm, or v Final Diome:er
tpecdy " weih ond R
’ - spect Staness Stesl Tung
R S
Ar Stainiess Steel Tubing w:é:; 213:,‘ &;c;
Micro- Insulazed from Elecirode el

electrode  Specty Length

» 5 Shank Excension up 10 150mm), specfy dumensons showniin digran: below,
Tulung sizes are indicated on the chavt unless ctherwise specified
6: Shank Excension from 16 Imm 1o 3060mm, specify d mensions in digram below,
. Tubmg sizes are indicaied on the chast unless otherwise specified

Exposure l_
10mm, or
. spec

QYT

Potvimide Tube
Specity length

Srank Orameter

vs_Tulwng used and
Sgpamida dameter
X 31gat 13
004°430gas D16°

* C: Chronic terminaiion,

L: Fb‘atmg termnaton,

Modifier Note:
Any X's or numbers in the ca1alog #
indicate that modifiers are required. *

———

. e ~
Final Taper Angle: . 7 Slandad -\
Tre last 120 microns T // Tip \

A Extra B 250 . |

B. Rounded Extra Bunt N \ <lngaon /

C Standasd Burd (1) T
D: Rounded Biunl 25J;m

~

-

J. Standard Uraine (&} L

Nt Fyie and Utia e
topent (G, K 0w

K: Reunded Uttra.fne 1015‘;>—

R

4 \ daattp s
~ -,

D

el ~
E Siandand Wedum (2} T = 7 ¢ Rounded
F.RowdedMedun 2
G Slandard Fine (3) L~ N
H: Rounded Fine R —— Y

/ Tp \

~3 micron /
N\ daatp o
~ -

~—

avaiae vt Ginsasd Tngaer: 120um
X: Specal ! Specty .
7lm dance: 8 Tip
' pe i Conditioning:
Measured at 1000Hz )
A5k 100k © I IMOH-2M 0 N None, Standard
8 300k 500h 0 2 2MOH-4M ¢ =
C. B0k 01.2M 2 3.3M Ov/-6M © P: Platinum Stack after
D.2MO4M & 4 4MDH-8M o setting mpedance
ESMO7M 28 55MOH-1M Q
F:BMO IOM & 6 BMOH-IM 2 T: Platrwm Black wath
GIMQIEM O 7 TMOH-IM © a final impedance
H1BMA20M @ 8 8M 1M © specied
J LMD O 9 IMBH-IM D . :
K2MQEM & 0 10M .M O X, Special / Specfy
LgMQ12M 2 X Special/
N:No Zap (High} . Specify

vk § ’\iwndu Tigdng i the defdt
16 o'y avaitable Standard extension fulass i tabon) 13 1vom  Qtirer lengihs Ry be speaifed

1 O Termination Options:

Spedial terninalicns avalobie Lpon reques!, see Mameumaraoh)

Neede Data sheet b addtonal odtions, specrfy X
G No pin Insulation not sirpped

E: No Pin, Insuiation stripped 5mm
G No Pin. Insulation stnpped 10mm ‘

Xnm
H: No Fin, Insulation shipped 1Znwm
J: No P, Insulation stripped 20mm
M Male 220PC2 sz PIN ADDITICN
(Sandard) 2.4 mm-ey ;\2‘“ ;::?’:dd
F: Fema'e 220502 <] length of the
A Mo Mewsk @R[ T PN ADDITION:
dm F_‘_ o _‘ Mcrotek pms
_-I — ~6mm Add 6 <o the*
B: Female Mcrotek  sz00 [~ Com =] fangth of the
elect-ode

see diagrany.

see dagrany

X Specla] (not ksted)

B e Vﬁmﬁ;ﬂ

38ga insulated copper lead,

05" 129ga7 016
OCT 126gas 024”
01001 23 ga7 050

stnpped and tinned x S0um
" K3-738 March 22, 2006 DRAFT

11



Annexe 4. Multiélectrode

32-Channel Probes

Product Information

Helical Linear

Electrade array hength=tmm Eleclrode amay ngth=3mm
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