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Résumé

La dysfonction diaphragmatique induite par la ventilation mécanique (VIDD), entité
récemment décrite, s’ajoute aux effets secondaires déja connus de la ventilation
mécanique. La VIDD pourrait contribuer a des difficultés de sevrage ventilatoire et
deviendrait alors une cible pertinente de mesures de prévention. La stimulation
répétitive d’'un muscle restaure sa masse et sa fonction. Par son caractére non-
invasif, la stimulation magnétique cervicale répétitive des nerfs phrénigques (rCMS)
pourrait trouver une indication en réanimation comme outil de prévention de la VIDD.
L’objectif de cette étude est d’évaluer la tolérance de la rCMS chez le sujet sain et de

déterminer les parametres idéaux de stimulation.

7 volontaires sains (4 hommes, age 31-58 ans) ont participé a des sessions de
rCMS appliquée sous forme de trains de stimulation de 800ms (Magstim Rapid-Rate
dual PSU, Whitland Dyfed, Wales, UK). La fréquence de stimulation a été modulée
de 1 a 30 Hz et l'intensité de la stimulation de 50 a 100% de l'intensité maximale du
stimulateur magnétique. L'EMG diaphragmatique (Edi) a été recueilli au moyen
d’électrodes de surface. Les pressions cesophagiennes (Poeso) et gastriques
(Pgastr) ont été mesurées au moyen de deux sondes a ballonets introduites par le
nez. La pression transdiaphragmatique (Pdi) a été calculée comme la différence
Pgastr-Poeso. L’inconfort engendré par la rCMS a été évalué au moyen d’une

echelle visuelle analogique (EVA) graduée de 0 a 10.



La rCMS entraine une contraction involontaire soutenue du diaphragme. La Pdi
augmente en fonction de la fréquence et de lintensité de la stimulation au prix d’'une
augmentation de I'inconfort lié a la stimulation. Une rCMS & 15 Hz avec une intensité
de 65% de lintensité maximale de stimulation représente le meilleur compromis
entre la Pdi et I'inconfort lié a la stimulation et n’induit pas de fatigue du diaphragme.

La rCMS & une fréquence et une intensité limitées entraine une contraction
diaphragmatique soutenue et indépendante de la volonté du sujet au prix d’un
inconfort modéré. Ces données préliminaires autorisent la poursuite des recherches
visant au développement de cette technique pour la prévention de la VIDD chez

certains patients de réanimation traités par ventilation mécanique controlée.



PREMIERE PARTIE (Introduction)

La dysfonction diaphragmatique induite par la ventilation mécanique

La ventilation mécanique (VM), pierre angulaire du traitement de linsuffisance
respiratoire aigué, est l'un des traitements les plus souvent administrés en
réanimation (Wunsch, Linde-Zwirble et al. 2010). La VM est dite « contrélée »
guand les patients sont dépourvus de toute activité musculaire diaphragmatique ; la
totalité du travail respiratoire est alors assurée par le ventilateur. Par opposition, la
ventilation est dite « assistée » quand le patient déclenche son ventilateur et

participe dans une proportion variable a la genese de sa propre ventilation.

Bien que la VM diminue indiscutablement la mortalité par insuffisance respiratoire
aigué, elle est grevée de certaines complications bien étudiées dont les pneumonies
nosocomiales (2005), l'instabilité hémodynamique (Michard, Chemla et al. 1999) et

les baro/volo traumatismes (Dreyfuss and Saumon 1998).

Il a été récemment suggéré que la VM peut aussi avoir paradoxalement un effet
délétére sur la fonction et la structure du diaphragme (Vassilakopoulos and Petrof
2004). Aux complications déja décrites de la ventilation mécanique s’ajoute donc une
nouvelle entité : la dysfonction diaphragmatique induite par la ventilation mécanique
(ventilator-induced diaphragmatic dysfunction - VIDD). En effet, on sait que la VM
contrblée est susceptible de provoquer, rapidement aprés son instauration, une
dysfonction diaphragmatique liée a la non-utilisation de ce muscle. La réalité de la
VIDD est maintenant démontrée tant chez I'animal (Vassilakopoulos and Petrof

2004) que chez I'humain (Levine, Nguyen et al. 2008; Jaber, Petrof et al. 2011)



L’'objectif de cette breve introduction est de revoir les données scientifiques
démontrant I'existence et les mécanismes sous-jacents de la VIDD chez I'animal.
Nous discuterons aussi des études humaines récentes qui pour I'essentiel confirment
les données animales. Enfin, nous évoquerons quelques axes de recherche pour la
prévention de la VIDD dont la stimulation magnétique répétitive des nerfs

phréniques.

Les modeéles animaux

Etudes Animales In Vivo

Les études animales démontrent que la ventilation contrélée, au cours de laquelle le
diaphragme n’a pas d’activité spontanée, se complique d’une altération des
propriétés contractiles de ce dernier. Cette altération survient précocement et se
poursuit tout au long de la période de ventilation mécanique (Anzueto, Peters et al.
1997; Radell, Remahl et al. 2002; Sassoon, Caiozzo et al. 2002; Capdevila, Lopez et
al. 2003). Ainsi, une ventilation mécanique de courte durée, entre 1 et 11 jours selon
'espéce étudiée, diminue de 40 a 50% la pression que produit le diaphragme en
réponse a une stimulation phrénique. Ensemble, ces études démontrent que
I'altération de la fonction du diaphragme n’est pas secondaire a des variations du
volume pulmonaire qui peuvent modifier la géométrie du diaphragme donc son
efficacité (Anzueto, Peters et al. 1997), ni a une conduction phrénique défaillante ou
a une atteinte de la jonction neuromusculaire (Radell, Remahl et al. 2002). En
revanche, le potentiel d’action composite du diaphragme est diminué, ce qui pourrait
suggérer une anomalie du couplage excitation-contraction des fibres

musculaires(Radell, Remahl et al. 2002).



Etudes Animales Ex Vivo

Plusieurs travaux réalisés ex vivo sur des bandelettes diaphragmatiques isolées
confirment les données obtenues in vivo. Apres trois jours de VM, il existe une
diminution de la force maximale d’environ 30 a 50% en condition isométrique (Le
Bourdelles, Viires et al. 1994; Powers, Shanely et al. 2002; Sassoon, Caiozzo et al.
2002). L’altération de contractilité est a la fois précoce et progressive en fonction de
la durée de la VM (Powers, Shanely et al. 2002). L’avantage des études ex vivo est
I'élimination de tous les facteurs extrinseques au diaphragme pouvant participer a
une diminution de sa fonction (propriétés mécaniques du thorax, de I'abdomen et
I'élongation des fibres musculaires). Il existe donc chez I'animal de nombreux
arguments en faveur d’une dysfonction diaphragmatique induite par la ventilation

meécanique, laquelle semble résulter d’anomalies intrinséques au diaphragme.

Mécanismes sous-jacents

Les mécanismes sous-jacents a la VIDD sont multiples et impliquent : une diminution
de la masse avec atrophie musculaire, un stress oxydatif, des lésions structurelles et
un remodelage des fibres musculaires.

Une diminution de la masse musculaire ou une atrophie des fibres musculaires ont
été observées dans la plupart des études qui se sont intéressées a cette mesure(Le
Bourdelles, Viires et al. 1994; Anzueto, Peters et al. 1997; Yang, Luo et al. 2002;
Bernard, Matecki et al. 2003). La principale hypothése susceptible de rendre compte
de cette atrophie est 'interruption de I'activité contractile du diaphragme secondaire a
linstauration d’une VM contrélée. Deux mécanismes peuvent alors contribuer a
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I'atrophie : une diminution de la synthése des protéines(Shanely, Zergeroglu et al.
2002; McClung, Van Gammeren et al. 2009) et une augmentation de la
protéolyse(Shanely, Zergeroglu et al. 2002; DeRuisseau, Kavazis et al. 2005; Maes,
Testelmans et al. 2007; McClung, Kavazis et al. 2007). A noter que la diminution de
la masse musculaire avec atrophie ne peut a elle seule rendre compte de l'altération
des propriétés contractiles du diaphragme. En effet, dans les études ex-vivo, la force
de la bandelette étudiée est diminuée alors méme qu’elle est normalisée pour sa
masse et sa surface.

Le stress oxydatif est probablement 'un des mécanismes les plus précoces de la
dysfonction diaphragmatique induite par la VM. Il peut étre mesuré par
'augmentation de concentration des produits dérivés de 'oxydation des protéines
dans le diaphragme et par 'augmentation de la peroxydation lipidique (Shanely,
Zergeroglu et al. 2002). Dés la 6°™ heure de VM, les lésions oxydatives
apparaissent chez le rat (Zergeroglu, McKenzie et al. 2003). Il en est de méme a la
72°™ heure de ventilation chez le porcelet (Jaber, Sebbane et al. 2005). A noter que
les lésions oxydatives intéresseraient préférentiellement des protéines impliquées
dans le couplage excitation-contraction, dans la régulation intracellulaire du calcium
ainsi que les protéines de l'appareil cellulaire contractile(Reid 2001; Zergeroglu,
McKenzie et al. 2003). On ne sait toujours pas précisément comment linactivité
complete du diaphragme pourrait déclenche un stress oxydatif. Seraient impliqués
une augmentation du taux de I'enzyme superoxide xanthine oxidase ou encore une
augmentation intracellulaire des éléments suivants : fer, calcium, cuivre, manganese.
On postule toutefois que cette inflammation est liée uniguement a la non-utilisation
du diaphragme et qu'elle est totalement indépendante d’une inflammation
systémique telle qu’on pourrait 'observer par exemple au cours d’'un choc septique

qui nécessiterait I'instauration d’'une ventilation mécanique.



Des lésions structurelles des difféerentes organelles de la cellule musculaire du
diaphragme sont aussi impliquées dans le développement de la VIDD. De fait, des
anomalies structurelles microscopiques sont retrouvées apres 2 ou 3 jours de
ventilation mécanique chez le lapin: rupture des myofibrilles, augmentation du
nombre de vacuoles lipidiques dans le sarcoplasme et petites mitochondries
anormales(Sassoon, Caiozzo et al. 2002; Bernard, Matecki et al. 2003; Zhu, Sassoon
et al. 2005).

Enfin, la ventilation mécanique contrélée s’accompagne d’un remodelage des fibres
musculaires diaphragmatiques. Chez le rat, apres 18 heures de ventilation
mécanique contrélée, on note une atrophie des fibres de type | (lentes) et de type Il
(rapides), laquelle est toutefois plus marquée pour les fibres de type Il (Shanely,
Zergeroglu et al. 2002). L’expression de I'’ARN messager correspondant aux
différentes isoformes de la myosine est diminuée aprés 24 heures de ventilation
mécaniqgue (Racz, Gayan-Ramirez et al. 2003). Des données superposables sont
retrouvées chez le lapin (Bernard, Matecki et al. 2003). Parce que la force produite
par les fibres de type | est moindre que celle produite par les fibres de type Il(Geiger,
Cody et al. 2000), une modification du phénotype en faveur des fibres de type |
(lentes) pourrait participer a l'altération des propriétés contractiles du diaphragme

apres 24 ou 48 heures de VM contrblée.

Les études humaines

Les données humaines sont moins nombreuses mais confirment les données
animales.

Levine et al. ont comparé 14 biopsies de diaphragme chez des patients en mort
cérébrale apres 18 a 69 heures de VM contrélée a 8 biopsies de diaphragme de
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contrdle obtenues au cours d’'une chirurgie thoracique élective (Levine, Nguyen et al.
2008). L’examen histologique révéle l'existence d’'une atrophie diaphragmatique
précoce survenant déja aprées 18 heures de VM. En comparaison au groupe contréle,
on met en évidence une diminution du diamétre des fibres musculaire du
diaphragme supérieure & 50% chez les patients en mort cérébrale sous VM. Cette
atrophie musculaire n’implique pas le muscle grand pectoral ce qui indique qu’elle est
spécifique et consécutive a linstauration de la VM. Dans le méme papier, des
études biochimiques et d’expression génique suggérent que I'atrophie musculaire est
secondaire a une dégradation des protéines induite par un stress oxydatif. En effet,
on mesure une diminution de 23% de la concentration de glutathione dans les
diaphragmes des patients en mort cérébrale sous VM par rapport au groupe contréle.
L’augmentation de la protéolyse est quant a elle démontrée par une augmentation de
154% de I'expression de caspase-3. Enfin, comme la protéolyse musculaire implique
le systéme « ubiquitine-protéasome », Levine et al. démontrent aussi une
augmentation du RNA messager pour deux ubiquitine-ligases spécifiques (atrogin-1
et MuRF-1) de 200%, respectivement 590% dans le groupe mort cérébrale. En effet,
toute protéine doit étre activement marquée d’une ubiquitine pour étre prise en
charge par le protéasome pour sa dégradation. Sur ces bases, les auteurs concluent
gue 18 a 69 heures de non-utilisation du diaphragme au cours d’'une VM contrdlée
entrainent une atrophie diaphragmatique dont le mécanisme principal est une
augmentation du stress oxydatif.

Plus récemment, il a aussi été montré chez 'homme que la VM augmente
directement le catabolisme cellulaire par I'induction de phénomenes d’autophagie qui
s’additionnent aux autres voies de protéolyse décrites plus haut (Hussain, Mofarrahi
et al. 2010). L’autophagie est caractérisée par la formation de veésicules

(autophagosomes) capables d’englober les organelles cytoplasmiques et certaines
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protéines avant de fusionner avec un lysosome pour en dégrader le contenu. A
nouveau, il semble que les phénoménes d’autophagie soient spécifiques au
diaphragme et n’impliquent la musculature locomotrice que de maniére marginale.

Enfin, aux modifications biochimiques et structurelles induites par la VM correspond
aussi une atteinte fonctionnelle du diaphragme humain. La pression générée contre
des voies aériennes occluses apres une stimulation magnétique cervicale des nerfs
phréniqgues diminue progressivement aprés [linitiation d’'une VM controlée en
réanimation avec une réduction moyenne de 32% apres 6 jours de ventilation, cette
diminution étant étroitement corrélée a la durée de la ventilation (Jaber, Petrof et al.

2011).

Tant chez l'animal que chez I'homme, nous avons aujourd’hui suffisamment
d’arguments pour démontrer la réalité de la VIDD que ce soit d’'un point de vue

biochimique, structurel ou fonctionnel.

Stratégies de prévention de la VIDD

De maniére unanime, les études animales ont montré que préserver une activité
inspiratoire spontanée contribue a prévenir la VIDD (Sassoon, Zhu et al. 2004;
Gayan-Ramirez, Testelmans et al. 2005; Futier, Constantin et al. 2008; Jung,
Constantin et al. 2010). Dans la pratique quotidienne, les cliniciens appliquent déja
ce principe quand ils le peuvent: recours a la ventilation spontanée en aide
inspiratoire chez les patients intubés et utilisation croissante de ventilation non
invasive. Néanmoins, ces modes de ventilation mécanigue ne peuvent étre utilisés
dans certaines situations, soit en raison de l'inconfort du patient soit parce qu’'une
sédation trop lourde s’avére nécessaire. C’est précisément dans ces situations
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qu’une stimulation magnétique intermittente des nerfs phréniques, de par sa nature
non traumatique et indolore (Similowski, Fleury et al. 1989), pourrait trouver une
application prometteuse(Pavlovic and Wendt 2003). En effet, la stimulation répétitive
d’'un muscle restaure sa masse et sa fonction, elle peut étre utilisée quand I'état
clinique d’un patient ne permet pas une réhabilitation active (Vivodtzev, Pepin et al.
2006; Roig and Reid 2009). Elle est applicable en situation aigué en réanimation
(Gerovasili, Stefanidis et al. 2009) ainsi que chez des patients atteints de
polyneuromyopathie des soins intensifs (Routsi, Gerovasili et al. 2010). A ce jour, la
stimulation répétitive n’a été étudiée principalement qu’au niveau des muscles
locomoteurs. Une seule étude chez le sujet sain montre que la stimulation
magnétique répétitive des nerfs phréniques permet une contraction suffisante du
diaphragme pour produire un volume courant sans toutefois fournir des informations
détaillées sur les propriétés contractiles du diaphragme dans ces conditions (Sander,

Dieck et al. 2010).

Position du probléme et objectif de notre travail

La VIDD pourrait contribuer aux difficultés de sevrage de la ventilation mécanique. Le
maintien d’'une activité musculaire spontanée du diaphragme prévient en partie la
VIDD. Néanmoins, ceci n’est pas toujours possible chez des patients en réanimation.
Eu a sa nature non traumatique et indolore, la stimulation magnétique cervicale
répétitive des nerfs phrénique (rCMS) pourrait trouver ici une application
thérapeutique. L’objectif de notre travail a été d’évaluer la faisabilité et la tolérance
de cette thérapeutique chez le sujet sain en ventilation spontanée et en ventilation

mécanigue non invasive et de déterminer les parametres idéaux de stimulation. |l
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s’agit d’'une étape préliminaire indispensable a la réalisation de futures études visant

la prévention de VIDD chez des patients ventilés en réanimation.

Ce travail original est présenté dans la deuxiéme partie de la these sous la forme du

manuscrit en anglais, tel qu’il a été accepté pour publication.
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Abstract

Electrical stimulation can enhance muscle function. We applied repetitive cervical
magnetic phrenic stimulation (rCMS) to induce diaphragm contractions in 7 healthy
subjects (800 ms trains; transdiaphragmatic pressure (Pdi) measurements ; tolerance
ratings). Each rCMS train produced a sustained diaphragm contraction. 65% of the
maximal available output at 15 Hz proved the best compromise between Pdi and
discomfort, with non-fatiguing contractions. rCMS appears feasible and should be

investigated for diaphragm conditioning in appropriate clinical populations.

20



Introduction

Neuromuscular electrical stimulation can enhance muscle function, prevent muscle
atrophy, and contribute to cardiopulmonary conditioning (Sheffler and Chae 2007). It
can be used as an alternative to exercise in patients suffering from cardiac or
respiratory conditions too severe to allow active rehabilitation (Vivodtzev, Pepin et al.
2006; Roig and Reid 2009; Bustamante, Lopez de Santa Maria et al. 2010; Sbruzzi,
Ribeiro et al. 2010). Neuromuscular electrical stimulation could also be useful in
critically ill patients (Gerovasili, Stefanidis et al. 2009) including those with critical
illness related polyneuromyopathy (Routsi, Gerovasili et al. 2010). To date,
neuromuscular electrical stimulation has mainly been applied to locomotor muscles,
and occasionnally to the abdominal muscles (Alon, McCombe et al. 1987) to improve
their expiratory action (Lin, Hsiao et al. 2001).

Reconditioning the diaphragm or preserving it from atrophy could be relevant in
various clinical contexts. In particular, this concern could rapidly emerge in critically ill
patients receiving mechanical ventilation (MV). Indeed, MV is the cornerstone of the
treatment of acute respiratory failure, but it is associated with structural and functional
diaphragmatic damages proceeding from disuse and inflammation (Levine, Nguyen
et al. 2008; Petrof, Jaber et al. 2010; Jaber, Petrof et al. 2011). Respiratory muscle
weakness can also stem from critical illness polyneuromyopathy and make weaning
from MV difficult (De Jonghe, Bastuji-Garin et al. 2007; Hermans, Agten et al. 2010).

Preserving spontaneous respiratory activity during MV could help spare the
diaphragm (Sassoon, Zhu et al. 2004; Futier, Constantin et al. 2008; Jung,
Constantin et al. 2010). However, this may not always be possible or sufficient, and
neurostimulation could also be proposed (Pavlovic and Wendt 2003). Direct

electrostimulation of the diaphragm is not feasible. Transcutaneous electrical
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stimulation of the phrenic nerves in the neck is too painful. Because magnetic
stimulation of the phrenic nerves is painless (Similowski, Fleury et al. 1989; American
Thoracic Society/European Respiratory Society Statement 2002), repetitive magnetic
stimulation could offer an alternative choice. Its feasibility has recently been
demonstrated in a study conducted in normal volunteers (Sander, Dieck et al. 2010)
that showed that diaphragm contractions strong and sustained enough to produce
ventilation could be induced. This study did not, however, provide detailed
physiological information on the diaphragmatic contractions induced. Yet for phrenic
nerve stimulation to become a useful neurostimulation tool for diaphragm
conditioning, it is absolutely crucial that it does not induce diaphragm fatigue and the
corresponding muscle damage.

We therefore designed the present study to test the hypothesis that repetitive
cervical magnetic stimulation of the phrenic nerves (rCMS) could be achieved
tolerably under non-fatiguing conditions and to determine the corresponding optimal
stimulation parameters. This was done in normal volunteers during spontaneous
breathing and during non-invasive ventilation (NIV). We also assessed the issue of

phrenic stimulation induced upper airway collapse (Series, Demoule et al. 1999).

Materials and Methods

Subjects
Seven healthy subjects (5 men, 2 women, age 29-56, 170-192 cm, 57-90 kg, BMI
21.9+2.9 kg/m?) gave their written informed consent to participate, after external

approval (Comité de Protection des Personnes lle-de-France 6, Paris, France).
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Measurements
Esophageal (Pes) and gastric (Pga) pressures were measured with balloon catheters
(C76080U, Marquat, France) connected to £ 100 cm H,O linear differential pressure
transducers (Validyne, Northridge, CA, USA). Transdiaphragmatic pressure (Pdi) was
determined by subtraction of Pes from Pga. Airflow was measured using a heated
pneumotachograph (3700A series, 0-160 |.min™, Hans Rudolf, Kansas City, MO,
USA), connected to a linear + 5 cm H,O differential pressure transducer (same
supplier).

Surface recordings of the diaphragm electromyogram (EMG) were obtained using
surface silver cup electrodes placed bilaterally in the sixth and seventh intercostals
spaces on the midclavicular line (Verin, Straus et al. 2002) and connected to a
Neuropack® electromyograph (Nihon Kohden, Tokyo, Japan).

The tolerance of rCMS was evaluated with a 10 cm visual analogue scale (VAS)
(from “no discomfort to “intolerable discomfort”). This was done immediately after
each train of repetitive cervical magnetic stimulation (see below).

Repetitive Cervical Magnetic Stimulation (rCMS)

Bilateral phrenic nerve stimulation was achieved using the cervical magnetic
stimulation approach (Similowski, Fleury et al. 1989). A circular 90 mm coil centred
over the spinous process of the seventh cervical vertebra (Figure 1) (Magstim Rapid
Rate-Dual PSU stimulator, Dyfed, Wales, UK) with a maximum power output of 3.5
Tesla. The subjects were studied comfortably seated in an examination chair, in a
semi-recumbent position, with the abdomen unbound. All measurements were
repeated three times in each subject and averaged before obtaining the inter-
subjects means and standard errors.

Step 1—recruitment curves. We used single pulse CMS of increasing intensity to

construct EMG and twitch Pdi (Pdi,t) recruitment curves under isovolume conditions,
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namely with the airway closed. Stimulations were administered at the end of relaxed
expirations.

Step 2—pressure-frequency relationships. We built isovolume pressure-
frequency relationships for Pes, Pga, and Pdi using 800 ms trains of rCMS at 1, 5,
10, 15, 20, 25, and 30Hz, at different intensities (50%, 65%, 80%, and 100% of
maximal output), also with the airway closed and at the end of relaxed expirations.

Step 3—upper airway collapse. We assessed the effects of 800ms trains of 15
Hz rCMS at 65% and 85% of the maximal stimulator output (two combinations
producing the highest Pdi values with a VAS discomfort rating below 3) on upper
airway patency by delivering rCMS to open-glottis subjects breathing through a
mouthpiece.

Step 4—interaction with mechanical ventilation. Finally, we superimposed rCMS
—same two combinations as above— upon positive pressure ventilation delivered
through a face mask (Performatrak, Respironics, Murrysville, PA) by a Servo-i
ventilator (Maquet SA, Solna, Sweden ; 10 cmH,O inspiratory pressure support, 2
cmH,0 PEEP, 21% FiOy,).

During steps 2 to 4 above, the fused nature of the induced diaphragm
contractions was determined from visual inspection of the Pdi curve. Fusion was
considered present when no visible pressure drop was seen between two stimuli.

Maximal transdiaphragmatic pressure

Maximal values of volitional Pdi (Pdi,max) were measured using combined
Mueller-expulsive manoeuvres (Laporta and Grassino 1985). The corresponding data
are available in only 5 of the 7 subjects for technical reasons.

Statistical Analysis

It was performed using Prism4® (GraphPad, San Diego, CA, USA). All data

distributions being normal (Shapiro-Wilk test) the results are described as mean *
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standard error, and parametric statistical tests are used. Recruitment curves were
compared using a one-way analysis of variance for repeated measures followed,
when appropriate, by Tukey's post-hoc test. Pressure-frequency curves and on
tolerance were assessed using a two-way analysis of variance for repeated
measures (stimulation intensity as the within group factor and subject or frequency as
the between group factor) followed by Tukey’s post-hoc test when appropriate. The
effects of rCMS on tidal volume during positive pressure ventilation were studied with
a one-way analysis of variance. Differences were considered significant when the

probability P of a type | error was < 0.05.

Results

Recruitment curves
Recruitment curves showed that single pulse CMS could produce supramaximal
responses in most cases. CMS performed with the maximum output of the stimulator
produced diaphragm twitches of expected amplitude (Pdi,t 25.7 £ 1.8 cm H,0) and
bilateral compound muscle action potentials of normal latencies (5.54 £ 0.18 ms on
the right, 5.41 + 0.15 ms on the left). Of note, Pdi,max values were also within the
normal range in the 5 subjects in whom they were available (100.4 £ 5.9 cm H,0),
hence an average Pdi,t/Pdi,max of 25.8 + 1.2 %.

Pressure-frequency relationships
At any given stimulation intensity, increasing stimulation frequency increased Pdi.
There was no significant difference between 1 Hz and 5 Hz, but all the stimulation
frequencies above 5 Hz produced Pdi values significantly greater than the 1 Hz
value. Beyond 5 Hz, the magnitude of the effects of increasing stimulation frequency

was all the more marked that stimulation intensity was high. Thus, with a stimulation
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of 50% of the maximal stimulator output, two frequency steps were needed to
observe a significant difference, while with a stimulation of 100% of the maximal
stimulator output significant differences were present between each frequency steps
(except 20 vs 25 Hz).
Of note diaphragm contractions became fused or quasi-so at a stimulation frequency
of 15 Hz (Figure 2), irrespective of stimulation intensity. This was observed in all the
subjects.
At any given stimulation frequency, the Pdi response to rCMS increased with
stimulation intensity (Figure 3A).

Tolerance
At a given stimulation intensity, the VAS ratings of discomfort increased with rCMS
frequency (Figure 3B), with paired comparisons between frequencies being
significant in most of the cases. Similarly, at a given rCMS frequency, increasing
stimulation intensity significantly increased discomfort (Figure 3 B). Both the
perceived intensity of the diaphragmatic contractions and the costimulation of other
muscles were reported as sources of discomfort by the subjects.

Upper airway collapse
In all the subjects, rCMS applied with the mouth open and after instructing the
subjects to try to keep their glottis open whilst generally relaxing, failed to reliably
generate inspiratory airflow (Figure 4). This occurred in spite of the production of
inspiratory pressures comparable to those obtained during the closed airway
experiments. This was interpreted as resulting from upper airway collapse, as
evidenced by the absence of appreciable airflow, despite the generation of

substantial negative intrathoracic pressures.
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Interaction with mechanical ventilation
In contrast, when superimposed on positive pressure ventilation, rCMS significantly
increased tidal volume (from 635 + 50 ml at baseline to 880 + 59 ml for 15 Hz - 65%
rCMS and 883 = 75 ml for 15 Hz - 80% rCMS, P<0.05). The tolerance of the
stimulation was similar to the "baseline" tolerance when rCMS was superimposed on

positive pressure ventilation.

Discussion

This study corroborates the feasibility of repetitive magnetic stimulation of the phrenic
nerves and provides indications regarding a safe and tolerable way to set stimulation
parameters for diaphragm conditioning.
Feasibility and tolerance —comparison with available data

Phrenic pacing studies in quadriplegic patients have demonstrated that
neurostimulation is an efficient way of conditioning the human diaphragm (Glenn,
Hogan et al. 1984 ; Nochomovitz, Hopkins et al. 1984; DiMarco, Onders et al. 2005),
but the surgical placement of electrodes is irrealistic for temporary stimulation. In
contrast, the painless and non invasive nature of magnetic stimulation makes it an
adequate candidate. Early preliminary data and more recent ones have hinted at
feasibility (Geddes, Mouchawar et al. 1991; Sander, Dieck et al. 2010). In these two
studies (Geddes, Mouchawar et al. 1991; Sander, Dieck et al. 2010), the phrenic
nerves were stimulated at the base of the neck with two separate coils of wire
powered by two stimulators. Here we show that diaphragm contractions can also be
produced with a single stimulator and a single coil, following the principles of cervical

magnetic stimulation (Similowski, Fleury et al. 1989). Because the available studies
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do not provide detailed information on the intensity-frequency-pressure relationships,
the bilateral anterior and the cervical approach cannot currently be compared.
We also show that repetitive cervical magnetic stimulation is tolerable, at least by
motivated, normal volunteers (see below, Limitations). Of note, phrenic stimulation at
the base of the neck may not involve all the phrenic fibres in the presence of an
accessory phrenic nerve(Verin, Marie et al. 2010), while cervical magnetic stimulation
should (Similowski, Mehiri et al. 1997).

Upper airway collapse.
When the subjects were studied with their glottis open, we observed that rCMS failed
to generate inspiratory airflow (Figure 4). We attribute this to complete or near
complete upper airway collapse (Series, Demoule et al. 1999). This results from the
lack of the upper airway dilator muscle pre-contraction that normally precedes
diaphragmatic contractions (Hyland, Hutcheon et al. 1981). This is an important issue
regarding the possibility of diaphragm conditioning with magnetic stimulation in
patients breathing naturally. It should, however, not be a problem in intubated or
tracheotomised patients. Of note, upper airway collapse did not occur during non-
invasive ventilation. In this setting, magnetic stimulation actually increased tidal
volume significantly, and did not obviously disrupt subject-ventilator synchrony. This
bodes well for future clinical applications. Sander et al. (Sander, Dieck et al. 2010)
apparently did not observe upper airway collapse and were able to produce
sustained ventilation in response to repetitive phrenic stimulation. The explanations
for the discrepancy between their study and ours could result from differences in
neck position affecting upper airway dynamics (Verin, Series et al. 2002) or from the
hyperventilation preconditioning used by Sander et al. (Sander, Dieck et al. 2010).

Stimulation settings and physiological characteristics of the diaphragm
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Relatively few published data describe the pressure - frequency characteristics of the
human diaphragm. Paired stimuli studies (Yan, Gauthier et al. 1993) and sustained
stimulation studies (Babcock, Pegelow et al. 1995) indicate that transdiaphragmatic
pressure reaches a plateau for stimulation frequencies of 20-25Hz. The values
recorded in our subjects with 25Hz rCMS at 100% of the maximum stimulator output
were thus likely not far from the maximal obtainable values. As a result, producing
the submaximal diaphragm contractions that are likely suitable for diaphragm
conditioning should not be a problem.

To conduct neurorehabilitation with electrical stimulation, it is recommended to use
the minimum stimulus frequency that generates a fused muscle response (Sheffler
and Chae 2007), and to modulate force generation through stimulus amplitude or
pulse duration. In our subjects, fused responses were consistently observed with a
stimulation frequency of 15Hz (Figure 2). Keeping the procedure tolerable implied
that intensities above 80% of maximal output not be used (and ideally not above
65%). This fits with the stimulation paradigm used by Lin et al. (Lin, Hsiao et al. 2001)
to condition the abdominal muscle of quadriplegic patients with magnetic stimulation
of the thoracic roots (Lin, Hsiao et al. 2001). The 15Hz-65% combination used in our
subjects produced Pdi values of about 20 cm H,0, far above the Pdi levels normally
produced during spontaneous breathing and therefore quite likely to suffice for
diaphragm conditioning (by analogy with diaphragm pacing data in tetraplegics,
seeNochomovitz, Hopkins et al. 1984; see alsoAyas, McCool et al. 1999).
Importantly, this corresponds to about 20% of the maximal Pdi,max values measured
in 5 of our subjects. With an inspiratory time of 800 ms that would represent 20% of
the respiratory period for a breathing frequency of 15 per minute, this corresponds to
a pressure time product of the diaphragm of 0.04, way below the 0.20 fatigue

threshold (Bellemare and Grassino 1982).
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Limitations

This is a small-sized pilot study, conducted in a population of motivated volunteers.
Therefore, tolerance in patients will have to be evaluated specifically. It must also be
acknowledged that cervical magnetic stimulation induces a lot of muscle
costimulation and may be somewhat awkward to use in supine patients because of
the need to insert and properly position the stimulating coil between the patient and
the bed. The use of an anterior approach (Polkey, Duguet et al. 2000) could alleviate
these limitations.

Also, we did not directy address the issue of non-fatiguing contractions by generating
diaphragm contractions for several hours. This would have required the use of a
cooled circular stimulating coil that is not commercially available currently. The very
low values of the Pdi pressure time product that we observed however make fatigue

most unlikely to occur.

Perspectives

Being feasible, in a tolerable manner, with settings that do not carry the risk of
inducing diaphragm fatigue, rCMS now has to be tested in the clinical field. It would
however not be reasonable to simply extrapolate our results to do that, and one of
the first questions to address in a clinical trial will be how to choose stimulation
settings in any given patient.

In certain categories of mechanically ventilated patients (e.g. those receiving
prolonged mechanical ventilation without spontaneous respiratory activity), rCMS
could be assessed as a method to prevent ventilator-induced diaphragm dysfunction.
Another interesting intensive care population of interest would be patients having
suffered from ICU-acquired polyneuromyopathy, with the aim of accelerating weaning

from mechanical ventilation. Of note, low frequency neuromuscular stimulation
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promotes the development of fatigue-resistant, oxygen-dependent type | muscle
fibres (Sheffler and Chae 2007). This has been shown to occur in the immature
(Marzocchi, Brouillette et al. 1990) and mature (Acker, Mannion et al. 1987,
Peterson, Nochomovitz et al. 1994) canine diaphragm. In humans, there is indirect
evidence for such a shift. Indeed, during the reconditioning of the disused diaphragm
in quadriplegic patients with implanted phrenic stimulators, the progressive increase
in contractility is accompagnied by a shift of the fusion-inducing stimulation frequency
(Nochomovitz, Hopkins et al. 1984). This phenomenon would be particularly
interesting regarding weaning from mechanical ventilation where muscle endurance
is likely among the key success factors. Other categories of patients could also be

considered, e.g. patients with neuralgic amyotrophy involving the phrenic nerves.
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Figure 1
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Figure Legends

Figure 1. Experimental setup (left) and 90mm “doughnut” coil used for repetitive

cervical magnetic stimulation (right).

Figure 2. Esophageal (Pes), gastric (Pga), and transdiaphragmatic (Pdi) pressure in
response to varying stimulation frequency during repetitive cervical magnetic
stimulation of the phrenic nerves delivered under the form of 800 ms trains and at the
maximal output of the stimulator (subject # 2). Surface recordings of the
diaphragmatic electromyogram on the right (rEMGdi) and left (IEMGdi) sides are also
shown (top two traces). The vertical lines that disrupt the EMG recordings correspond
to stimulation artefacts. Fusion of diaphragmatic contractions is apparent at 15 Hz. In
this particular subject, increasing stimulation frequency to 25 or 30 Hz did not

increase Pdi.

Figure 3. Effects of varying stimulation intensity and frequency during repetitive
cervical magnetic stimulation of the phrenic nerves on A) transdiaphragmatic
pressure (Pdi) and B) discomfort assessed using a 10 cm visual analogical scale
(VAS). Values are mean + SEM. The symbols *, § and 1 denote a significant
difference (p<0.05) versus 80%, 65%, and 50%, respectively, of maximal stimulation

intensity (Imax).
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Figure 4. Esophageal (Pes), gastric (Pga), transdiaphragmatic (Pdi), airway opening
(Paw) pressure and flow in response to 800 ms train of repetitive magnetic phrenic
nerve stimulation delivered at 15 Hz with an intensity of 80% of maximal stimulator
output (subject # 3). Surface recordings of the diaphragmatic electromyogram on the
right (rEMGdi) and left (IEMGdi) sides are also shown (top two traces). The vertical
lines that disrupt the EMG recordings correspond to stimulation artefacts. Upper
airway closure is evidenced by the absence of flow (bottom trace) despite the

negative intrathoracic pressure generated by diaphragm contractions.
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