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1. INTRODUZIONE

Con il miglioramento dell’organizzazione dell’assistenza territoriale,
dei servizi d’emergenza-urgenza e del livello di assistenza nei reparti di
Terapia Intensiva la sopravvivenza di pz con danno cerebrale grave ¢
migliorata nel corso degli anni. E’ di conseguenza notevolmente aumentata
I’aspettativa da pare degli intensivisti e dei familiari in relazione alla
probabilita di sopravvivenza ed alla entita della disabilita residua. Nella
pratica corrente la prognosi ¢ basata principalmente sulla Glasgow Coma
Scale (GCS) all’ingresso che predice pero in modo affidabile solo una
prognosi negativa anche se con specificita e sensibilita non elevate.
Tecniche neurofisiologiche, sono state introdotte come ausilio alla
prognosi (EEG, Potenziali Evocati Somatosensoriali).

In particolare, 1’'uso delle componenti precoci (N20-P25) dei
potenziali evocati somatosensitivi (PES), come indice prognostico per il
recupero dello stato di coscienza nei pazienti in coma, ¢ ormai di
riconosciuta utilitd. Alcune metanalisi indicano 1’alto valore prognostico
negativo (morte o stato vegetativo) (100%) dell’assenza bilaterale del PES
corticale a breve latenza (N20) nel coma post —anossico (Bassetti et al.,
1996; Zandbergen et al., 1998; Rothstein, 2000; Zandbergen et al.,2000;
Claassen et al.,2001; Robinson et al.,2003). Il valore predittivo ¢ inferiore
(98,5% nella metanalisi di Bradley (2001), nel coma post-traumatico
(Sleigh et al., 1999; Bradley et al., 2001). La presenza del complesso

corticale precoce del PES (N20-P25), pero, ha un valore prognostico



positivo (VPP) (recupero dello stato di coscienza) generalmente piu basso.
Dai lavori presenti in letteratura emerge che nel coma post anossico
presenta un valore del 36% (Rothstein, 2000) mentre presenta un valore
decisamente piu alto nel coma post-traumatico (71,2% secondo Bradley -
2001-; 93,1% secondo Amantini et al., 2005); quest’ultimo valore,
comunque, rimane ben lontano dai valori trovati, nel caso di assenza del
PES corticale nella previsione prognostica negativa. Inoltre occorre notare
che, sia nel coma post-anossico sia in quello post-traumatico, la presenza
di un PES corticale anomalo si associa sempre ad una significativa
percentuale (circa il 22% per il post-anossico e circa il 70% per il post-

traumatico -Robinson et al.,2003-) di soggetti che recuperano lo stato di

coscienza (fig. 1.1).
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Fig.1.1: Percentuale dei soggetti che hanno recuperato lo stato di coscienza
suddivisi in base alla presenza, assenza o anormalita del complesso
corticale precoce del PES (N20-P25) nelle varie categorie eziologiche del

coma. PA:post-anossi-ischemico; EIC: emorragia intracranica; PT: post-



traumatico; Gruppo pediatrico comprende varie eziologie. (mod. da

Robinson et al. 2003).

Tutto cid non permette un univoco indirizzo prognostico sia in senso
positivo che negativo. Queste condizioni costituiscono, probabilmente,
alcune delle principali limitazioni dei PES, a breve latenza, nella prognosi
positiva riguardo al recupero dello stato di coscienza nel coma.

Nasce, quindi, la necessita di poter disporre di altri indici prognostici
che in modo isolato o meglio, associati a quelli gia disponibili, permettano
di aumentare 1’affidabilita nella prognosi di un outcome positivo per il
recupero dello stato di coscienza e fornire informazioni circa il grado di
disabilita residua. Un’indicazione prognostica favorevole ottenuta
precocemente, pud essere di ausilio sia nelle decisioni assistenziali in fase
acuta sia nel programmare un precoce intervento riabilitativo. Riguardo a
quest’ultimo elemento qualche indicazione sembra comunque venire dai
PES a breve latenza almeno secondo un recente lavoro di Robinson (2003).

Le componenti a latenza media dei PES costituiscono uno strumento
per la valutazione delle funzioni corticali (Zumsteg et al.,2002). Esse sono
costituite principalmente da una componente negativa con latenza attorno
ai 60 ms (N60) a maggior rappresentazione fronto-centrale, (massimo in
F3 -secondo il sistema internazionale 10/20-), prevalente sull’emisfero
controlaterale al lato stimolato (Goff et al.,1977; Kakigi e Shibasaki,1991;
Ferri et al.,1996); da un’altra componente negativa con latenza attorno ai
70 ms (N70) a maggior espressione sull’area temporale prevalentemente

dell’emisfero controlaterale al lato stimolato (Barba et al.,2002). Sebbene i



generatori di queste componenti non siano ancora del tutto identificati e
nonostante siano presenti lavori che ne attribuiscono 1’origine
esclusivamente all’area somasensitiva primaria (SI) (Allison et al.,1992;
Srisa-an et al.,1996) appare, tuttavia probabile che 1’origine di queste
componenti possa localizzarsi anche in altre aree corticali e
specificatamente SI e ’area motoria supplementare per N60 (Barba et
al.,2001; Mima et al.,1999; Barba et al.,2002) e 1’area somatosensitiva
secondaria (SII) per N70 (Barba et al.,2002). Quindi le componenti a
media latenza dei PES sembrano poter essere ’espressone di circuiti
corticali piu estesi rispetto alle componenti a breve latenza e come tali
potrebbero essere utilizzati come indice di funzione di aree corticali oltre la
corteccia somatosensitiva primaria. Alcuni autori hanno gia valutato
I’utilita di queste componenti nella prognosi del coma post anosssico
(Madl et al.,2000), in quello post-traumatico (Pfurtscheller et al.,1985;
Moulton et al.,1994), in quello metabolico o legato a cause infettive
(Eisenhuber et al.,1997). Tuttavia, I’uso delle componenti a media latenza
dei PES appare ancora controverso in primo luogo a causa della
considerevole variabilita inter-individuale, anche nei soggetti sani
(Yamada et al.,1985), ed, inoltre, per la mancanza, al meglio delle nostre
conoscenze, di lavori sistematici circa il pattern di recupero di queste
componenti negli stati caratterizzati da un’alterazione dello stato di
coscienza.

Ulteriori “indici” prognostici predittivi di un outcome favorevole (per
es. risveglio) sono quindi necessari anche da utilizzare in un approccio

multiparametrico. Nei pazienti con grave danno cerebrale in fase



transizionale (pz vigile ma non responsivo) si pone il problema di
evidenziare se siano preservate le funzioni corticali. Possono essere utili in
questo contesto i potenziali Evento-correlati? Le componenti degli ERP
sono considerate come il marker elettrofisiologico di processi percettivi e
di orientamento dell’attenzione.

La somministrazione di stimoli acustici in un paradigma ‘“odd-ball”
evoca infatti una serie di componenti a diversa latenza che possono essere
considerate come un marker elettrofisiologico dei diversi stadi di

elaborazione dello stimolo (Fig. 1.2).
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Fig. 1.2. Componenti evocate da uno stimolo acustico nella modalita odd-
ball presenti nelle risposte agli stimoli frequenti o standard (A), nelle

risposte agli stimoli devianti (B) e nelle risposte agli stimoli rari (C).
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Dal punto di vista Psicofisiologico si ritiene infatti che la N1 sia
espressione della estrazione e rappresentazione delle caratteristiche fisiche
dello stimolo (intensita, durata etc); la Mismatch Negativity (MMN) viene
considerata espressione della rappresentazione dello stimolo nella memoria
sensoriale (“traccia mnesica”). Infine la P3a ¢ indice dello switching
involontario dell’attenzione e la P3b dell’aggiornamento della memoria di
lavoro.

Esiste inoltre sia un razionale anatomico che neurofisiologico per
I’impiego degli ERP. Le strutture anatomiche che contribuiscono alla
genesi di una componente “Evento-Correlata” (per es P300) sono
molteplici (Halgren et al., 1998) e costituite prevalentemente da aree
associative (corteccia omotipica eteromodale). La presenza di queste
risposte presuppone una relativa integritd di un’estesa porzione di aree
corticali per lo piu associative ma anche delle aree primarie acustiche. Se le
capacita di recupero dipende dall’ estensione del danno cerebrale e dalla
severita della disfunzione, una risposta “evocata” che ¢ generata da un cosi
esteso numero di strutture sarebbe la metodica ideale per una applicazione
prognostica. Quindi i Potenziali Evento-Correlati forniscono informazioni
complementari alle altre metodiche neurofisiologiche sullo “stato
funzionale” del Sistema Nervoso Centrale rispetto al’EEG ed ai PES.
Appare, inoltre, evidente da un’analisi dei dati presenti in letteratura
(Yingling et al.,1990; O’Mahony et al.,1990; Kane et al.,1996; Guérit et
al.,1999; Fischer et al.,1999; Mazzini et al.,2001; Lew et al.,2003; Fischer

et al.,2004; Naccache et al.,2004; Luauté et al.,2005) che la presenza di

12



ERP si associa ad un’alta specificita (92,6% in base ad una nostra revisione
della letteratura) per il recupero dello stato di coscienza.

Quindi, [I’insieme dei dati psicofisiologici, neuroanatomici,
neurofisiologici e quelli relativi all’analisi della specificita per un recupero
dello stato di coscienza, indicano chiaramente che gli ERP potrebbero
costituire uno strumento irrinunciabile nella determinazione della prognosi
precoce dello stato transizionale del coma.

Molti problemi hanno comunque limitato fino ad ora I'uso di questo
strumento nelle terapie intensive:

A. Problemi di tipo prettamente metodologico
B. Problemi dovuti alla bassa percentuale di evocabilita degli

ERP in generale, e nei pazienti in coma in particolare.

Tra le problematiche tipicamente metodologiche abbiamo:

1) collaborazione del paziente

2) tipo di stimolo

3) farmaci

4) morfologia della risposta

5) variabilita temporale (“Jitter”) delle singole risposte.

6) contesto di registrazione (terapia intensiva).

Collaborazione del paziente: visto il contesto clinico il paziente non

puo essere istruito sul protocollo. La possibilita di registrare ERP sia
durante alcuni stadi del sonno (Nielsen-Bohlman et al., 1991; Atienza et

al., 2002) che in modalita passiva (il soggetto deve ignorare gli stimoli)
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come accade sia per la MMN che per la P300 (Polich, 1989), costituisce il
razionale per I’uso degli ERP in un paziente non collaborante.

Tipo di stimolo: Gli stimoli piu facilmente utilizzabili sono quelli
acustici. Nella maggior parte dei lavori sono stati utilizzati stimoli acustici
tonali. Nella maggior parte dei principali lavori presenti in letteratura
(Reuter et al., 1989; Yingling et al.,1990; O’Mahony et al.,1990; Kane et
al.,1996; Guérit et al.,1999; Fischer a coll.,1999; Mazzini et al.,2001; Lew
et al.,2003; Fischer et al.,2004; Naccache et al.,2004; Luauté et al.,2005),
perd, questo tipo di stimoli perd sono associati ad una bassa percentuale di
evocabilita. Da una nostra recente revisione della letteratura (tab. 1.1)
emerge, infatti, che la percentuale di revocabilita degli ERP ¢ pari al
37,2%. Emerge quindi la necessita di cercare stimoli piu efficaci provando
sia con stimoli acustici a contenuto semantico significativo (parole / nome
di battesimo) o con elevato contenuto affettivo (parole e nome di battesimo
pronunciati da parenti) sia con stimoli di tipo diverso (es. elettrici, visivi
ecc.).

Farmaci- Problema rilevante ¢ la sedazione dei pz in coma a causa
della sensibilita ai farmaci delle componenti Evento-Correlate. Agonisti ed
antagonisti della Dopamina, Barbiturici, Benzodiazepine, sostanze
morfino-simili influenzano significativamente latenza ed ampiezza sia
della MMN (Simpson et al., 2002) che della P300 (Veselis et al., 2001).
Appare quindi preferibile che al momento della registrazione i suddetti
farmaci siano stati sospesi da un tempo sufficiente per la loro completa
metabolizzazione per ridurre 1’incidenza dei falsi negativi. Questo limita

quindi I’uso degli ERP nella fase acuta del coma.
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Morfologia della risposta: Altro aspetto da considerare ¢ quello
dell’interpretazione clinica delle risposte. A differenza dei potenziali
stimolo-correlati (PES) per i quali anche in un paziente in coma possiamo
considerare dei limiti di normalita per le latenze ed ampiezze delle
componenti per la valutazione clinica possiamo solo considerare una
valutazione qualitativa delle risposte. Alcuni autori propongono
semplicemente una distinzione in risposte presenti o assenti mentre altri
suggeriscono di aggiungere anche una categoria intermedia ovvero
presente ma patologica per morfologia o topografia. In genere 1 pattern di
risposta che si possono ottenere in un paradigma odd ball passivo sono
quelli rappresentati nella figura 1.3, ovvero: presenza delle componenti N1
e P3; presenza della sola componente N1, ed infine assenza di tutte le
componenti. Questo ultimo pattern ¢ frequente in pz con componenti

corticali del PES assenti
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P3

=
C

Fig. 1.3: Esempio di diversi pattern di risposte in pz in coma ottenute
mediante protocollo odd-ball passivo in modalita acustica: A) presenza di
N1 e P3; B) presenza della sola N1;C) assenza di tutte le componenti.

Scala: orizzontale: 100 ms; verticale:
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Variabilita Temporale delle singole risposte (Jitter): L’operazione di
media presuppone una relazione temporale costante fra stimolo e singola
risposta; una variabilita eccessiva di latenza delle componenti di interesse
puo determinare una marcata attenuazione del potenziale durante

I’operazione di media anche in caso di risposte visibili nel singolo trial

(Fig. 1.4).

Fig. 1.4: Singole risposte agli stimoli rari registrate in Cz. Si noti la
variabilita di latenza della componente P300. Scala: orizzontale: 100 ms;

verticale:
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L’uso di frequenze di campionamento elevate (> di 1024 Hz) durante
I’acquisizione potrebbe limitare questo fenomeno e quindi determinare una

minore riduzione dell’ampiezza degli ERP.

Problemi metodologici peculiari dovuti al contesto di registrazione
ed al tipo di paziente: tra questi abbiamo:

A. Montaggio: quello standard include la linea mediana anche se
considerando le componenti di interesse (MMN e P3a) Fz, Cz
e Pz potrebbero essere sufficienti. La referenza consigliata ¢
la bimastoidea o biauricolare.

B. Base dei tempi: in considerazione di un’attesa di reperto
patologico (aumento di latenza e di durata) ¢ consigliabile
usare almeno 500 msec per la MMN e 1 sec per la P300.

C. Costanti di tempo: In Terapia Intensiva la temperatura ¢
solitamente elevata con conseguente possibilita di
sudorazione eccessiva e la necessita di usare costanti di tempo
piu brevi. Perd le componenti degli ERP possono essere
disperse e quindi la costante di tempo dovrebbe essere piu
lunga che nei soggetti normali per evitare una attenuazione
delle risposte. E’ consigliabile utilizzare 1Hz per la MMN
0.5Hz per la P300.

D. Artefatti: quelli da movimento e da attivita muscolare sono
frequenti (movimenti involontari degli arti e facciali, ipertono
dei muscoli del collo, digrignamento dei denti) per cui i tempi

d’acquisizione si possono allungare.
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E. Numero di stimoli: per quanto detto sopra quindi il numero
di stimoli rari comunemente usati in laboratorio (es. 20 rari)
non sono sufficienti per ottenere delle medie non contaminate

da artefatti.

Il problema della bassa percentuale di evocabilita degli ERP in

terapia intensiva appare strettamente connessa, come gia in parte discusso,
al tipo di stimoli usati nell’evocare gli ERP. Come gia indicato, tutti i

principali lavori presenti in letteratura (tab. 1.1)

Tabella 1.1. Rassegna della letteratura relativa all’uso dei Potenziali

Evento-Correlati per la prognosi del risveglio

ALTORI [T s FZIOLOGIA t cargmrte ok

TC= Trauma Cranico; Al=Anossi-ischemico; ICH=Emorragia Intraparenchimale; ENC=

Encefalite; SAH=Emorragia Subaracnoidea; NV=Non Valutabile

indicano chiaramente che gli ERP pur avendo un alto valore predittivo
positivo per un recupero dello stato di coscienza (89,7%) presentano una

bassa sensibilita (37,2%) solo in parte spiegata da problemi metodologici.
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Questa bassa sensibilita limita ovviamente ['uso degli ERP per la
determinazione della prognosi del coma. Un aumento della sensibilita e
dell’ampiezza della P300 sembra poter essere ottenuto attraverso 1’uso di
stimoli con un contenuto semantico significativo per il soggetto come, ad
esempio, il nome di battesimo (Berlad et al.,1995). Alcuni lavori hanno in
effetti dimostrato la possibilita di aumentare la sensibilita della P300 nei
soggetti in coma (Mazzini et al.,2001; Lew et al.,2003). Tuttavia, una
nostra analisi sottolinea che le casistiche di pazienti presenti in questi
lavori, sono ancora limitate (siamo ancora nell’ordine di qualche decina di
pazienti) soprattutto se confrontate con quelle disponibili per i PES a breve
latenza. Inoltre i problemi aperti dall’uso di queste metodiche risultano
tuttora numerosi investendo sia aspetti tecnici (in alcuni lavori si utilizza il
nome proprio -Mazzini et al.,2001- mentre in altri si utilizzano parole
generiche seppur con un alto contenuto emotivo come la parola “mamma”
del lavoro di Lew e coll. -2003-) sia aspetti procedurali non essendo
disponibili, secondo le nostre conoscenze, protocolli standardizzati per
I’utilizzazione di questo tipo di stimoli nella registrazione degli ERP.

Riassumendo, 1'uso degli ERP nella determinazione prognostica
dello stato transizionale del coma necessita di:

1) Disporre di sistemi hardware e software dedicati per la
registrazione degli ERP in grado di risolvere il maggior
numero delle problematiche metodologiche incontrate

2) Disporre di stimoli che permettano di aumentare la

percentuale di revocabilita degli ERP nei soggetti in coma.
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2. SCOPI DEL LAVORO

Scopi del presente lavoro sono stati quelli di:

1y

2)

3)

Messa a punto di un software di registrazione degli ERP che,
tenendo presenti le considerazioni fatte in precedenza, permetta
la registrazione del tracciato EEG, la registrazione di single trail
e soprattutto la possibilita di utilizzare una stimolazione
multimodale comprensiva anche di stimoli con un significato
semantico per il soggetto in esame (es. parole o nome di

battesimo).

Verificare in una nostra personale casistica la ricorrenza degli

ERP in un gruppo di soggetti in coma.

Verificare la possibilita di registrare ERP in risposta a stimoli
semanticamente significativi (parole/nomi) in soggetti sani allo
scopo di determinare la sequenza stimoli acustico piu efficace

ad evocare gli ERP.
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3. MATERIALI E METODI

Il lavoro si ¢ sviluppato in tre fasi:

A. Fase I (metodologica): Messa a punto del software di registrazione

ERP (lavoro eseguito in collaborazione e con il contributo del Ing
Bruni e del Ing Gualniera della ditta EBNeuro, Firenze).

B. Fase II: Verificare in una nostra personale casistica la percentuale
di ricorrenza degli ERP in soggetti in coma.

C. Fase III: Verificare la possibilita di registrare ERP in risposta a
stimoli semanticamente significativi (parole/nomi) in soggetti sani
allo scopo di determinare il tipo di stimolo acustico piu efficace ad

evocare gli stessi ERP.

3.1 FASE I=> Fase metodologica

Durante la fase metodologica, svolta in collaborazione del Ing. Bruni
e del Ing Gualniera (Ditta EBNeuro, Firenze), ¢ stato messo a punto di un
programma dedicato di registrazione di potenziali evocati evento correlati
(ERP) (concentrandosi sul paradigma oddball generalmente utilizzato per
la registrazione della P3 e della Mismatch negativity -MMN-) che permetta
I’utilizzazione di stimoli di diversa natura (multimodale) compresi quelli di
tipo acustico con significato semantico ben determinato (parole e/o nomi di
battesimo).

Sia durante la fase di elaborazione del software di acquisizione che
durante le successive fasi di registrazione ci siamo concentrati sulla

componente P300. Poiché dai lavori presenti in letteratura (tab. 1.1)

22



emerge che il valore predittivo favorevole per il recupero dello stato di
coscienza in caso di presenza ¢ praticamente sovrapponibile per la MMN e
la P300 (MMN, LR+ 4,32; P300 LR+ 4,03), la scelta ¢ stata condizionata
sia dalla maggior esperienza del nostro gruppo con questo tipo potenziale
sia per maggior rapidita del protocollo di stimolo con cui esso viene
evocata la P300 rispetto alla MMN. Occorre sottolineare, ovviamente,
I’importanza fondamentale del fattore tempo quando di debbano effettuare

registrazioni in terapia intensiva.

3.2 FASE II=> Verificare in una nostra casistica la percentuale di

ricorrenza degli ERP in soggetti in coma.

3.2.1 Soggetti reclutati

Abbiamo studiato soggetti in coma con varia eziologia afferenti alle
Unita di Terapia Intensiva dell’ Azienda Sanitaria Ospedaliera Universitaria

di Careggi, Firenze.

3.2.2 Potenziali evocati evento correlati (ERP)

3.2.2.1 Registrazione (fig. 3.1)

La registrazione ¢ stata effettuata, al letto del paziente, utilizzando
elettrodi ad ago infissi sullo scalpo in corrispondenza di Fz, Cz, Pz del
sistema internazionale 10/20 (Jasper, 1958) ciascuno con riferimento
bimastoideo (M1M2). L’EOG e stato ottenuto utilizzando una coppia di

elettrodi di superficie per la rilevazione dei movimenti oculari, collocati a
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Fig. 3.1: Dispositivo Di Registrazione Utilizzato Nello Studio
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livello del canto laterale superiore di un lato ed inferiore controlaterale.
L’elettrodo di terra ¢ stato posto in posizione frontale mediana. Le
impedenze degli elettrodi erano mantenute sotto i 5 kQ o, comunque, con
un valore omogeneo sui vari elettrodi. Il tempo d’analisi era di 1 secondo,
comprensivo di un tempo di preanalisi di 100 ms. E’ stato utilizzato un
filtro passa basso a 30 Hz e una costante di tempo di 0,3 sec. Per ridurre
I’eventuale artefatto dovuto alla corrente di rete ¢ stato usato un filtro taglia

banda a 50 Hz (filtro notch).

3.2.2.2 Stimolazione (fig. 3.2)

La stimolazione ¢ stata fatta secondo il paradigma “odd-ball” uditivo
con un rapporto fra stimoli target e non-target pari a 1/5, utilizzando
stimoli tonali (durata 50 msec; intensitd 120 dB per garantire la loro
efficacia). Il paradigma di stimolazione era costituito da stimoli target
(rari) costituiti da toni piu acuti (2000 Hz) e stimoli non-target (frequenti)
costituiti da toni piu bassi (1000 Hz). Al fine di minimizzare gli artefatti
ambientali abbiamo dovuto incrementale il numero di stimoli target (40)

pur mantenendo costante il rapporto con i non-target.
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Fig. 3.2: Modalita di stimolazione usate nelle varie fasi dello studio. A: Toni/Toni (Frequenti: 1000Hz; Rari: 2000 Hz); B: Parole
(Frequenti: parole; Rari: nome di battesimo); C: Toni/Nome (Frequenti: 1000Hz; Rari: Nome di battesimo)
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3.2.2.3 Analisi dei dati

Per ’analisi si ¢ limitata ad una semplice valutazione della presenza
o meno della componente P3 su uno dei 3 elettrodi di derivazione (FZ, CZ,
PZ). E’ quindi stata calcolata la percentuale di ricorrenza di tale

componente.

3.3 FASE III=> Verificare la possibilita di registrare ERP in risposta a

stimoli semanticamente significativi (parole/nomi) in soggetti sani allo

scopo di determinare il tipo di stimolo acustico piu efficace ad evocare gli

stessi

3.3.1 Soggetti reclutati

Soggetti volontari sani reclutati tra il personale della nostra unita
operativa. La registrazione ¢ stata fatta in una stanza tranquilla e silenziosa.
I soggetti erano comodamente seduti, vigili, ad occhi aperti e dovevano
fissare una mira posta davanti a loro al fine di ridurre la frequenza dei

movimenti oculari.

3.3.2 Potenziali evocati evento correlati (ERP)

3.3.2.1 Registrazione (fig. 3.1)
Per la registrazione ¢ stata utilizzata una cuffia EEG
precablata da 20 elettrodi (Ag/AgCl) posizionati secondo il sistema

internazionale 10/20 (Jasper, 1958). La valutazione degli ERP,
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comunque, ¢ stata effettuata sugli elettrodi Fz, Cz, Pz ciascuno con
riferimento biauricolare (A1A2). L’EOG e stato ottenuto utilizzando
una coppia di elettrodi per la rilevazione dei movimenti oculari,
collocati a livello del canto laterale superiore di un lato ed inferiore
controlaterale. L’elettrodo di terra ¢ stato posizionato nella cuffia, in
posizione frontale mediana. Le impedenze degli elettrodi erano
mantenute sotto i 5 kQ o, comunque, con un valore omogeneo sui
vari elettrodi. Il tempo d’analisi era di 1 secondo, comprensivo di un
tempo di preanalisi di 100 ms. E’ stato utilizzato un filtro passa
basso a 30 Hz e una costante di tempo a 0,3 sec. Per ridurre
I’eventuale artefatto dovuto alla corrente di rete ¢ stato usato un

filtro taglia banda a 50 Hz (filtro notch).

3.3.2.2 Stimolazione (fig. 3.2)

La stimolazione ¢ stata fatta utilizzando il paradigma odd-ball uditivo
con un rapporto fra stimoli target e non-target pari a 1/5. Per ciascuna
registrazione sono stati somministrati 20 stimoli target. La stimolazione
comprendeva due protocolli sperimentali:

Nel primo abbiamo valutato I’effetto di 2 modalita di stimolazione
effettuate secondo la modalita classica di somministrazione del paradigma
oddball (attivo) in cui il soggetto deve contare gli stimoli target:

1) La prima modalita comprendeva il paradigma oddball con stimoli

tonali (toni: durata 50 msec. e intensita 60 dB sopra la soglia
soggettiva), con stimoli target (rari) costituiti da toni piu acuti

(2000 Hz) ed stimoli non-target (frequenti) costituiti da toni piu
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2)

bassi (1000 Hz); Gli stimoli erano erogati binauralmente con
intervallo interstimolo (ISI) variabile da 1500 msec. a 2500 msec.

La seconda il paradigma oddball con stimoli verbali costituiti
rispettivamente da stimoli target (rari) costituiti dal nome del
soggetto esaminato e da stimoli non-target (frequenti), costituiti da
una parola assonante al nome di battesimo del soggetto (es.
Paola/Tavola). gli stimoli erano erogati binauralmente con ISI

variabile da 2 sec a 3 sec.

Nel secondo abbiamo valutato ’effetto di 3 modalita di stimolazione

effettuate in modo passivo (il soggetto deve ignorare gli stimoli

somministrati) e ci0, al fine, di realizzare condizioni di registrazione piu

simili a quella della terapia intensiva:

Y

2)

3)

Paradigma oddball con stimoli tonali (toni: durata 50 msec. e
intensita di 60 dB sopra la soglia soggettiva) con stimoli target
(rari) costituiti da toni piu acuti (2000 Hz) ed stimoli non-target
(frequenti) costituiti da toni piu bassi (1000 Hz); gli stimoli erano
erogati biauralmente con intervallo interstimolo (ISI) variabile da
2000 msec. a 3000 msec.

Paradigma oddball con stimoli verbali costituiti rispettivamente da
stimoli target (rari) costituiti dal nome del soggetto esaminato e da
stimoli non-target (frequenti), costituiti da una parola assonante al
nome di battesimo del soggetto (es. Paola/Tavola); gli stimoli erano
erogati binauralmente con ISI variabile da 2 sec a 3 sec.

Paradigma oddball con stimoli verbali e tonali che comprendevano,

rispettivamente, stimoli target (rari) costituiti dal nome del soggetto
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esaminato e da stimoli non-target (frequenti) costituiti da toni a
1000 Hz (durata 50 msec. e intensita di 60 dB sopra la soglia
soggettiva); gli stimoli erano erogati binauralmente con ISI

variabile da 2 sec a 3 sec.

Ogni condizione di stimolazione ¢ stato somministrata, in modo

randomizzato, due volte.

3.3.2.3 Analisi dei dati

L’elaborazione dei segnali registrati con il processo di media
“avereging” ¢ stata effettuata off-line in modo automatico, al termine della
registrazione. Ove necessario ¢ stata eseguita un’ispezione dei singoli trials
ed una successiva media delle sole epoche non contaminate da artefatti

EOG nella finestra temporale di 50-500 msec.

Per il protocollo 1 di ciascuna componente (N1, P2 in risposta a
stimoli non-target e target; N2, P3a o P3b in risposta a stimoli target) ¢
stata valutata la latenza e I’ampiezza (determinata dalla linea di base al
picco del potenziale). Delle componenti N1 (in risposta a stimoli non target
e target) e P3a o P3b (in risposta a stimoli target) ¢ stata inoltre valutata
anche I’area sottesa tra la curva del potenziale stesso e la linea di base.

Per il protocollo 2 di ciascuna componente (N1 in risposta a stimoli
non-target e target; P3a o P3b in risposta a stimoli target) ¢ stata valutata
I’ampiezza (determinata dalla linea di base al picco del potenziale) e ’area

sottesa tra la curva del potenziale stesso e la linea di base.
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Ai dati relativi alle misure elettrofisiologiche ¢ stata applicata la
procedura di Analisi della Varianza per Misure Ripetute (MANOVA),
usando il programma STAT-VIEW
Per il protocollo 1, le ampiezze, le latenze e le aree delle singole
componenti (N1, P2, N2 e P3) sono state utilizzate come variabili
dipendenti nell’analisi statistica. Per il protocollo 2 sono state utilizzare
come variabili dipendenti le ampiezze e le aree delle componenti N1 e P3.

Come fattori intra-individuali sono stati valutati: 1) la modalita di

stimolazione (stimoli tonali e stimoli verbali), 2) la posizione degli
elettrodi di registrazione (elettrodo Fz,CzPz). E’ stata utilizzata la
soluzione univariata con la correzione di Greenhouse — Gleisser, quando
appropriato, per proteggersi dall’errore di tipo I dovuto alla non sfericita
dei dati (Jennings e Wood, 1976). Quelle variabili che presentavano valori
significativi di p (P < 0,05) sia per i fattori principali che nelle interazioni
erano sottoposti al test post-hoc di Scheffé usando un livello di o minore di

0,05.
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4. RISULTATI
4.1 FASE 1

Il programma di registrazione ERP ¢ stato sviluppato dal Ing. Bruni e
al Ing. Gualniera (Ditta EBN —Firenze-) con la nostra collaborazione per la
parte piu prettamente clinica.

Il software di acquisizione permette un campionamento ad almeno
1024 Hz necessario per ridurre il piu possibile il jitter temporale delle varie
componenti degli ERP (in modo particolare della N1 e della P3) ad ogni
singola acquisizione che potrebbe determinare, durante il processo di
media, una significativa riduzione dell’ampiezza delle componenti stesse
(fig. 1.3).

A differenza del tradizionale metodo di registrazione dei potenziali
evocati, il nostro programma permette la registrazione del tracciato EEG
grezzo durante la somministrazione degli stimoli che vengono identificati
sul tracciato elettroencefalografico mediante appositi marker dedicati. In
tal modo ¢ anche possibile valutare la risposta al single trail.

Il processo d’elaborazione (averaging) viene effettuato off-line, sia in
modo automatico che manuale. Cio permette la scelta sia il tempo d’analisi
che le condizioni di media in relazione sia al tipo di stimolo sia alle
condizioni di registrazione (es. attivita di fondo dell’EEG).

Il programma ¢ dotato di un sistema di stimolazione multimodale che
permette la possibilita di utilizzare, nella stessa sequenza di stimolazione,
di stimoli diversi (elettrici, acustici, visivi). In particolare per gli stimoli
acustici ¢ possibile utilizzare sia toni puri sia stimoli ottenuti registrando la

voce umana su file in formato audiowave. Per ciascun file audiowave
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(parola o nome) ¢ stato poi identificato e definito il punto di trigger
successivamente utilizzato per le fasi di registrazione e di elaborazione. E’
stato cosi costituito un archivio di suoni e parole dal quale attingere per
costruire le varie sequenze di stimolazione (fig.4.1). Con questo tipo
d’apparato appare possibile registrare le voci dei parenti dei soggetti in

esame da utilizzare, eventualmente, come stimoli durante le registrazioni.

33



SISTEMA DI REGISTRAZIONE E ARCHIVIAZIONE STIMOLI
SEMANTICAMENTE SIGNIFICATIVI

——

B File

REGISTRAZIONE
gl 5 5% VS PUNTO INSERIMENTO TRIGGER
FILE AUDIOWAVE 3 |
o——/»,\

Daws TUAS - v Togan S8 e

: b ¥g0s S
\

ACHIVIAZIONE
R —— [T T R

L Wi e

- -
S T —
o P il ARG
prau— 0 W Y [TV TR
L - 00 MY AN e
:\"__ I Y FRANAL
rfoe T WAy :::-\..-
P, Wews SO0 F W0 5 0 WY et
e 1008 AN AN

eme 2000 F W0 W8 WY FRANE mow

e 20N P W0 BE & WAY PR

Voas W0n AV :::—.‘-.."

-

AR

F AN

v o e T ons wav g & RN L
e TONI "I PAROLE NOMI iawien  FRASI
-
‘ =4 [} [pe— ol3 ] FRASIN wa v
L R - e | Bes e s e | TR

Fig. 4.1: Sistema di registrazione e archiviazione stimoli acustici a contenuto semantico. Si noti
la possibilita di crea archivi di stimoli composti oltre che da toni, parole e nomi anche da frasi

complete.
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4.2 FASE 2:

Sono stati reclutati 15 soggetti (1 donna, 14 uomini) etd media 57aa
(Range eta: 23— 81) (tab. 4.1) L’eziologia del coma comprendeva: anossi-
ischemico 6; traumatico 2; chirurgico 3; emorragico 3; metabolico 1. I 15
pazienti, al momento della registrazione presentavano una Glasgow Coma
Scale (GCS ) che andava da un minimo di 3 ad un massimo di 10. Nessun
paziente era in terapia con farmaci neurosedativi che comunque erano stati

sospesi da almeno 24 ore prima della registrazione.

Tabella 4.1: Principali caratteristiche cliniche del gruppo di pazienti valutati

Pazienti Sesso Eta GCS'! Eziologia
A.F. M 66 5 Anossico
C.R. M 38 4 Post-chirurgico
C.C. M 62 4 Post-chirurgico
D. M. M 44 3 Anossico
G.F. M 51 10 Post-emorragico
G.V. M 81 5 Anossico
N.N. M 66 4 Anossico
N. M. M 55 4 Anossico
P.D. M 37 5 Post-chirurgico
Q.S. F 77 7 Metabolico
S. P. M 78 9 Post-emorragico
S. S. M 59 5 Anossico
T. G. M 71 8 Post-traumatico

R. G.B. M 50 6 Post-emorragico
P.M. M 23 7 Post-traumatico

' GCS al momento della registrazione

Tra i1 pazienti (tab. 4.2 ) esaminati la P3 era presente su almeno uno
degli elettrodi di derivazione in 6 soggetti mentre risultava assente nei
restanti 9. La percentuale di ricorrenza era pari al 40%. Tale reperto ¢
sostanzialmente in linea i dati presenti in letteratura che attestano tale

percentuale intorno al 37,2%. Andando ad analizzare i singoli soggetti
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abbiamo trovato che, tra i soggetti nei quali era possibile riconoscere la P3
su almeno un’elettrodo di derivazione, in 3 la P3 era riconoscibile su tutti
gli elettrodi di derivazione, in 1 era presente solo su FZ e CZ, in 2 era
presente solo su CZ e PZ.

I reperti strumentali di neurofisiopatologia (EEG, PES, ERP) e di

imaging di tre casi tipici sono illustrati nelle figg. 4.2, 4.3, 4.4.

Tabella 4.2: Reperti PES ed ERP nei singoli pazienti. PES Corticale su
entrambi emisferi: P= patologico; A= assente; N= normale. Fz, Cz, Pz:
canali di registrazione. N1: componente N100, P3: componente P300. In
grigio i pazienti con P3 assente; in bianco quelli con P3 presente.

Nome GCS PES ERP
N1 P3
Fz Cz Pz Fz Cz Pz

1 AF 5 PP SI SI SI NO NO NO
2 CR 4 AN SI SI SI SI SI NO
3 CC 4 PN SI SI SI NO SI SI
4 DM 3 NP SI SI SI NO NO NO
5 GF 10 PP SI SI SI NO NO NO
6 GV 5 PN SI SI SI NO NO NO
7 NN 4 NN NO SI SI NO NO NO
8§ NM 4 AN SI SI SI SI SI SI
9 PD 5 AP SI SI SI NO NO NO
10 QS 7 NA SI SI SI NO SI SI
11 SP 9 NN SI SI SI SI SI SI
12 SS 5 NP SI SI SI NO NO NO
13 TG 8 NN SI SI SI SI SI SI
14 RGB 6 NN SI SI SI NO NO NO
15 PM 7 NN SI SI SI NO NO NO

Considerando il valore della GCS possiamo dividere i soggetti
esaminati in due gruppi; uno con GCS > 8 comprendente 3 soggetti € uno
con GCS < 8 comprendente 12 soggetti. In ciascuno di questi gruppi

abbiamo:
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1) GCS>8 = in 2 soggetti la P3 era presente, in 1 era assente con una
percentuale di ricorrenza pari al 66,6%.

2) GCS<8 = in 4 soggetti la P3 era presente mentre era assente nei
restanti 8 soggetti; La percentuale di ricorrenza era pari al 33,3%
dato del tutto sovrapponibile a quelli presenti in letteratura.

Riassumendo la percentuale di ricorrenza della P3 nel nostro gruppo
di soggetti ¢ pari al 40% se consideriamo 1 pazienti con GCS > di 8 ma
diventa del 33,3 % (del tutto sovrapponibile ai dati presenti in letteratura)

se si considerano solo i pazienti con GCS <8.
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L’EEG (B) mostra un tracciato EEG costituito da attivita’ theta

monomorfa scarsamente variabile. Il PES ¢ assente sull’emisfero sinistro (C) a causa della lesione

ischemica del talamo sx. Sull’emisfero dx (D) risulta evidente il complesso N20-P25 che presenta

un’ampiezza ben conservata e solo un lieve aumento della latenza assoluta. Negli ERP (E) sia in

risposta agli stimoli frequenti che a quelli rari risulta presente con latenza conservata la componente

N1, in risposta agli stimoli rari ¢ presente la P300. La pz. eseguiva comandi verbali semplici 72 ore

dopo la registrazione degli ERP.
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Figura 4.3: Pz in coma (GCS=5) anossi-ischemico. L’EEG (4) ¢ diffusamente e gravemente
ipovoltato, areagente agli stimoli. Il PES evidenzia una conservazione del complesso corticale (N20-
P25) precoce su entrambi gli emisferi (B,C) con assenza delle successive componenti intracorticali.
Negli ERP (D) sia in risposta agli stimoli frequenti che agli stimoli rari € presente la componente
N1, mentre ¢ assente la P3 in risposta agli stimoli rari. Il pz a 2 mesi dalla registrazione ¢ in stato

vegetativo persistente.
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Figura 4.4: Pz in coma (GCS=8) post-traumatico. Nel’EEG (a) nelle derivazioni posteriori a tratti
si evidenzia una attivita ritmica a circa 8 c/sec. Il PES (b-c) ¢ conservato su entrambi gli emisferi.
Negli ERP (e) ¢ presente sia la N1 che la P3 in risposta agli stimoli rari. Il paziente ha ripreso

coscienza dopo una settimana dalla registrazione.
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4.3 FASE 3:

4.3.1 Protocollo 1 (paradigmi di stimolazione somministrati in modo

attivo):

Sono stati studiati 8 soggetti sani (6 F; 2 M) con un’eta media di 53
anni (range 40 -70 aa). Tutti i soggetti hanno terminato le registrazioni. Tra
gli 8 soggetti studiati, in uno, nessuna delle due serie ottenute permetteva
una valutazione attendibile. Nei restanti 7 abbiamo osservato (fig. 4.2):

A. 4 soggetti presentavano, in una serie, la P3, ottenuta con parole, piu
ampia di quella ottenuta con stimoli tonali; nell’altra serie accadeva
il contrario (50%)

B. 1 soggetto presentava, in entrambe le serie, la P3, ottenuta con le
parole, d’ampiezza maggiore rispetto a quella ottenuta con i toni
(12,5%)

C. 1 soggetto presentava, in entrambe le serie, la P3, ottenuta con le
parole, d’ampiezza minore rispetto a quella ottenuta con i toni
(12,5%).

D. 1 soggetto presentava, in una serie, nessuna differenza
dell’ampiezza tra la P3 ottenuta con stimoli tonali e quella ottenuta
con le parole; nell’altra serie la P3 ottenuta con le parole di
ampiezza maggiore (12,5%).

I valori medi, con il relativo valore della deviazione standard, della
latenza, ampiezza e area (solo per le componenti N1 e P3) sono mostrati,

rispettivamente, nelle tabelle 4.3, 4.4, 45 1, I e IV.
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Fig. 4.2: P300 ottenuta con un paradigma di tipo oddball utilizzando come
stimoli dei toni (linea rossa) e delle parole (linea blu). Si noti come nel
caso A I’ampiezza della P300 sia maggiore in risposta agli stimoli con
parole, nel caso B non si osserva alcuna significativa differenza, in C la

P300 appare di ampiezza maggiore in risposta agli stimoli tonali.
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Tabella 4.3:Valori medi e deviazioni standard (DS) di latenza (msec) dei potenziali

evocati cognitivi evocati utilizzando un paradigma oddball sia con stimoli tonali che con

parole.
COMPONENTI ELETTRODI LATENZA (msec)
TONI f TONI r PAROLA f NOME r
N1 Fz 105,5(15,6) 111,2(17,6) 99,2(16,1) 99,6(16,6)
Cz 108,4(13.,9) 115,2(19,7) 96,0(16.8) 99,0(16,7)
Pz 112,4(16,1) 119,3(20,6) 98,7(14,7) 100,5(20.8)
P2 Fz 200.4(25,7) 180,5(15,6) 202,0(20,2) 189.0(15.6)
Cz 201,7(27.9) 179,7(17,6) 198,9(22,5) 190,8(16,6)
Pz 196,5(27.4) 182,3(19,8) 199,1(18.0) 192,5(21,0)
N2 Fz 217.8(20,1) 233.3(28.5)
Cz 221,4(18.4) 230,5(25,3)
Pz 227,7(19.5) 230,5(24.8)
P3 Fz 365,2(44,6) 358,9(37.1)
Cz 364,6(43,0) 359,6(35.2)
Pz 369,8(36,7) 361,2(33,0)

f: frequenti; r: rari

Tabella 4.4: Valori medi e deviazioni standard (DS) dell’ampiezza (mV) dei potenziali

evocati cognitivi evocati utilizzando un paradigma oddball sia con stimoli tonali che con

parole.
COMPONENTI ELETTRODI AMPIEZZA (nV)

TONI f TONI r PAROLA f NOME r

N1 Fz 9,7(2.8) 9.8 (4,3) 8,8 (3,2) 8,3 (3,9)

Cz 7.9 (2.3) 8,5 (3.4) 8,7 (2,9) 8,3(3,0)

Pz 3,6 (1,0) 4,6 (2,8) 42 (1,9) 52(2,5)

P2 Fz 4,0 (2,1) 23 (4.5) 4.6 (2,2) 2,7 (2,6)

Cz 4,0 (2,0) 1,8 (3.4) 4,1 (1,3) 22(2.5)

Pz 2,5(1,3) 2,2(2,6) 23(12) 2,1(22)

N2 Fz 24 (3.3) 1,6 3.1)

Cz 323,01 2,03,1)

Pz 2,0 (2,0) 1,1(22)

P3 Fz 73(3.4) 6,6 (4,2)

Cz 8.3 (2.7) 8,3 (4.8)

Pz 92(2,9) 8.4 (4,4)

f: frequenti; r: rari

Tabella 4.5: Valori medi e deviazioni standard (DS) dell’area (uV?) delle componenti N1 e
P3b dei potenziali evocati cognitivi registrati utilizzando un paradigma oddball sia con

stimoli tonali che con parole.

COMPONENTI ELETTRODI AREA (uV?)
TONI f TONI r PAROLA f NOME r
N1 Fz 459,0(207,4) 572,6(217,1) 433,8(313,9) 483,2(315,5)
Cz 381,3(183,8) 501,9(214,4) 403,7(280,0) 498,3(307,8)
Pz 167,1(112,5) 209,5(133,7) 196,6(174,5) 289,1(195,9)
P3 Fz 475,4(275,5) 645,9(433,7)
Cz 650,1(443,2) 816,1(576,9)
Pz 699,9(380,4) 812,5(574,9)

f: frequenti; r: rari
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L’analisi statistica eseguita non ha evidenziato alcuna differenza
significativa dell’ampiezza e dell’area delle varie componenti, in
particolare della P3b, evocate con stimoli tonali o con le parole (tab. 4.6).
Solo il fattore principale elettrodo metteva in evidenza, come aspettato,
delle differenze statisticamente significative sia per I’ampiezza che per

I’area nelle componenti N1, P2, P3.

Tabella 4.6: Valori di F ottenuti con MANOVA con fattori intraindividuali:
MODALITA’ (M)(due livelli: toni, parole), STIMOLO(S) (due livelli: frequenti, rari
—solo per N1 e P2-) ELETTRODI (E) (tre livelli: Fz,Cz;Pz).

AMPIEZZA

COMPONENTI

N1 P2 N2 P3

Fattori principali

MODALITA’ 0,03 0.16 1,23 0,23

STIMOLO 0,52 9,51**

ELETTRODO 79,5%** 6,09%* 2,70 9,31***

Interazione 2 livelli

MxS 0,42 0,00

MxE 4,96* 1,48 0,11 0,32

SxE 4,32% 17,5%%*

Interazione a 3 livelli

MxSxE 0,80 0,47

AREA

COMPONENTI

N1 P3b

Fattori principali

MODALITA’ 0,001 0,91

STIMOLO 3,59

ELETTRODO 66,20%** 7,51%*

Interazione 2 livelli

MxS 0,12

MxE 5,36* 0,21

SxE 0,76

Interazione a 3 livelli

MxSxE 2,30

*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001

Per quanto riguarda la latenza (tab. 4.7), si ¢ osservata una differenza
statisticamente significativa per la componente N1 ottenuta con stimoli

tonali e quella ottenuta con le parole. In particolare la latenza della N1
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ottenuta con stimoli tonali presentava una latenza maggiore rispetto a

quella ottenuta con le parole.

Tabella 4.7: Valori di F ottenuti con MANOVA con fattori intraindividuali:
MODALITA’ (M)(due livelli: toni, parole), STIMOLO(S) (due livelli: frequenti, rari —

solo per N1 e P2-) ELETTRODI (E) (tre livelli: Fz,Cz;Pz).

LATENZA
COMPONENTI
N1 P2 N2 P3
Fattori principali

MODALITA’ 6,08* 0,74 1,31 0,25

STIMOLO 2,39 5,63*
ELETTRODO 10,2%** 0,007 2,76 1,03

Interazione 2 livelli

MxS 0,57 1,27
MxE 8,34** 1,84 5,74%* 0,24

SxE 1,33 1,39

Interazione a 3 livelli
MxSxE 0,07 1,87

*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001

4.3.2 Protocollo 2 (paradigmi di stimolazione somministrati in modo

passivo).

Sono stati studiati 9 soggetti sani (5 F; 4 M) con un’eta media di 30,1
anni (range 25 -42 aa). Tutti i soggetti hanno terminato le registrazioni. Tra
i nove soggetti studiati:

A. 5 presentavano una P3 evocata in risposta ai toni maggiore rispetto
a quella in risposta al nome proprio (55,5%)

B. 2 non presentavano significative differenze dell’ampiezza e
dell’area tra la P3 evocata in risposta ai toni e quella in risposta al
nome proprio (22,2%)

C. 2 presentavano una P3 evocata in risposta al nome proprio

maggiore rispetto a quella in risposta ai toni (22,2,%)
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I valori medi, con il relativo valore della deviazione standard,
dell’ampiezza e area (solo per le componenti N1 e P3) sono mostrati,

rispettivamente, nelle tabelle 4.8 ¢ 4.9.

Tabella 4.8: Valori medi e deviazioni standard (DS) dell’ampiezza (uV) dei potenziali
evocati cognitivi evocati utilizzando un paradigma oddball sia con stimoli tonali che con

parole.TT: toni-toni; PN:parola-nome; TN: toni-nome

COMPON ELETT

ENTI RODI AMPIEZZA (nV)
TT PN TN

TONIf  TONIr  PAROLAf NOMEr TONIf NOME r

N1 FZ 94(3.1) 9239 5.3 (3,0) 4641 88(3.6) 5.4 (4,6)

cz 7123 1423) 4.8 (3,0) 47364 1335 5.9 (34)

PZ 38(13) 39017 3,0 (2,0) 3130 4120 3.7(2.6)

P3 FZ 2,0 3,0) 1,7 (2,4) 22(18)

cz 2.9 (2,7) 1,9(2,7) 1.8(2,7)

PZ 4,0 (2,4) 2,5 (2,5) 1,7 (2.8)

f: frequenti; r: rari

Tabella 4.9: Valori medi e deviazioni standard (DS) dell’area (uV?) dei potenziali evocati
cognitivi evocati utilizzando un paradigma oddball sia con stimoli tonali che con parole.

TT: toni-toni; PN:parola-nome; TN: toni-nome.

COMPON  ELETT

2
ENTI RODI AREA (uV7)
T PN TN
TONIf TONIr PAROLA NOMEr TONI f NOME r
£
NI £z 278,9 499,5 150,7 189,3 355,3 420,6
(179,0) (228,8) (88,4) (121,7) (164,3) (369.2)
cz 306,5 407,1 137,1 181,0 298,0 342,7
(169,7) (133,8) (90.,9) (124,2) (17L,1) (226.5)
o7 329,7 2219 187,4 131,8 297.6 198,4
(193,3) (103,5) (134,6) (113,0) (151,2) (107,0)
344.9 250,8 440,9
P3 Fz (187,6) (172,3) (2452)
cz 3272 3115 386,8
(255,2) (204,3) (354,5)
o7 3245 318,7 378.4
(172,3) (182,1) (243,5)

f: frequenti; r: rari

L’analisi statistica (tab. 4.10) non ha evidenziato alcuna differenza
significativa dell’ampiezza e dell’area della componente P3 evocata con
stimoli tonali o con le parole. Solo il fattore principale elettrodo metteva in

evidenza, come aspettato, delle differenze significative per I’ampiezza.
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Per la componente N1 ¢ stata evidenziata una significativa differenza
sia per I’ampiezza che I’area secondo la modalita utilizzata; in particolare
in riposta agli stimoli tonali I’ampiezza e 1’area della N1 erano maggiori
rispetto a quelle ottenute in risposta alle parole. Come per la componente
P3 anche in questo caso il fattore principale elettrodo metteva in evidenza,
come aspettato, delle differenze significative per ’ampiezza e, in questo

caso, anche per I’area.

Tabella 4.10 — Valori di F ottenuti con MANOVA con fattori intraindividuali:
MODALITA’ (M)(due livelli: toni, parole), STIMOLO(S) (due livelli: frequenti, rari
—solo per N1-) ELETTRODI (E) (tre livelli: Fz,Cz;Pz).

AMPIEZZA
COMPONENTI
N1 P3
Fattori principali
MODALITA’ 6,58** 0,85
STIMOLO 1,84
ELETTRODO 83,03*** 5.77**
Interazione 2 livelli
MxS 2,21
MxE 11,57*%* 4,71%*
SxE 12,79%***
Interazione a 3 livelli
MxSxE 2,82%
AREA
COMPONENTI
N1 P3
Fattori principali
MODALITA’ 16,54*** 1,79
STIMOLO 1,12
ELETTRODO 10,81%*** 0,02
Interazione 2 livelli
MxS 0,78
MxE 3,66%* 1,20
SxE 15,97***
Interazione a 3 livelli
MxSxE 1,76

*p <0.05; ¥**p <0.01; ***p <0.001
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S. DISCUSSIONE

5.1 Fase 1

Il lavoro svolto durante la prima fase dello studio ha permesso lo
sviluppo di un programma dedicato per la registrazione dei potenziali
evocati evento correlati. La necessita e 1 vantaggi di disporre di un
software dedicato appaiono chiari viste le numerose problematiche
metodologiche che si incontrano nella registrazione degli ERP in generale
ed in ambito di terapia intensiva in particolare. Gli elementi innovativi che
ci preme sottolineare sono costituiti da:

> Possibilita di registrare contemporaneamente agli ERP il
tracciato EEG

> Possibilita di eseguire le operazioni di elaborazione off-line
in modo sia automatico che manuale potendo modificare, secondo le
esigenze dell’analisi, i parametri di acquisizione.

> Possibilita di eseguire campionamenti ad elevata frequenza di
campionamento almeno 1024 Hz

> Possibilita di utilizzare una stimolazione multimodale
comprensiva di stimoli verbali a contenuto semantico significativo e
affettivo.

Il primo elemento da sottolineare ¢ la possibilita, da parte del
software, di visualizzare e registrare, durante la somministrazione del
protocollo di stimolazione, il tracciato EEG. Infatti, visto il contesto
clinico, il paziente non puo venire istruito sul protocollo. Per quanto lavori

presenti in letteratura abbiano dimostrato la possibilita di evocare la P300
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sia in modalita passiva (Polich, 1989) che durante alcuni stadi del sonno
(Nielsen-Bohlman et al., 1991; Perrin et al., 1999; Atienza et al., 2002)
questi studi sono stati condotti in soggetti volontari sani. Questi risultati se
da un lato costituiscono il razionale per ’'uso degli ERP in terapia intensiva
non devo comunque far dimenticare le diverse condizioni in cui si trovano
1 pazienti durante la fase transizionale del coma. La possibilita di conoscere
il tracciato EEG del soggetto durante 1’acquisizione degli ERP
costituirebbe quindi un indiscutibile vantaggio. La presenza di un tracciato
EEG bifasico o D’alternanza di fasi sonno, seppur irregolari, infatti,
potrebbero essere associate una diversa risposta agli stimoli somministrati
in rapporto alla fase EEG in cui si verifica. Questa variabilita di risposta
potrebbe alterare in modo significativo la qualita delle registrazioni.
Sempre in questo contesto, indiscutibili vantaggi possono essere
ottenuti attraverso la possibilita di eseguire le operazioni di elaborazione
off-line in modo sia automatico che manuale potendo modificare, secondo
le esigenze dell’analisi, i parametri di acquisizione. L’elaborazione off-line
manuale permette di eliminare tutti gli eventuali artefatti sia ambientali (da
apparati elettromedicali) che legati al paziente (EOG, sudorazione) che
spesso possono compromettere le registrazioni in terapia intensiva. Questo
tipo di analisi inoltre permette, attraverso un riallineamento temporale della
componenti piu precoci degli ERP (N1), di eliminare o comunque di
ridurre il fenomeno del jitter che costituisce uno dei principali fattori di

riduzione dell’ampiezza degli ERP dopo il processo di media.
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La riduzione di questo fenomeno (jitter) viene comunque ridotta
anche grazie alla possibilita di utilizzare durante la fase di acquisizione alte
frequenze di campionamento (> di 1024) del segnale.

Per quanto riguarda gli stimoli usati quelli piu facilmente utilizzabili
sono quelli acustici. Nella maggior parte dei lavori sono stati utilizzati
stimoli tonali. La non evocabilita della P300 anche i soggetti di controllo in
stato di veglia e, come vedremo, la bassa percentuale di evocabilita nei pz.
in coma ha spinto vari autori all’utilizzo di stimoli con un maggiore
significato “semantico” come per esempio le note musicali (Jones et al.,
2000) o stimoli verbali (sillabe, parole, nome di battesimo del soggetto). In
alcuni studi, ’alternanza di toni (stimoli frequenti) al nome di battesimo
del soggetto ha permesso di ottenere P300 piu ampie. La possibilita di
disporre di un sistema di stimolazione multimodale comprensivo di stimoli
quali parole e nomi costituisce, quindi, un elemento fondamentale.

L’uso di software dedicati ci sembra irrinunciabile all’uso degli ERP

in terapia intensiva, nei pazienti durante la fase transizionale del coma.

5.2 Fase 11 e 111

I dati emersi dal nostro studio se da un lato confermano i dati
presenti in letteratura (Yingling et al.,1990; O’Mahony et al.,1990; Kane et
al.,1996; Guérit et al.,1999; Fischer a coll.,1999; Mazzini et al.,2001; Lew
et al.,2003; Fischer et al.,2004; Naccache et al.,2004; Luauté et al.,2005)
per quanto riguarda la percentuale di ricorrenza degli ERP nei soggetti in

coma (Fase II) dall’altro non sembrano concordare con altri lavori presenti
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in letteratura (Berald et al.,1995; Perrin et al.,1999; Mazzini et al.,2001)
riguardo ad una maggior efficacia di stimoli semanticamente significativi
nell’evocare la P3 nei soggetti volontari sani (Fase III).

Da una nostra analisi della letteratura (tab. 1.1) emerge infatti una
percentuale di evocabilita degli ERP nei pazienti in coma a pari al 37,2%,
non lontano dal valore riscontrato nel nostro gruppo di pazienti (40%).

La bassa sensibilita ha costituito uno dei principali ostacoli all’uso
degli ERP in terapia intesiva poiché per quanto la presenza degli ERP si
associ ad un’alta percentuale di risvegli (specificita pari a 92,6%), la loro
assenza non riveste un significato prognostico certo.

Vari fattori sembrano poter essere responsabili della bassa
percentuale di evocabilita degli ERP riportata in letteratura anche se
occorre ricordare, prima d’ogni altra cosa, che a differenza di altri tipi di
potenziale (es. i1 PES), una certa percentuale di soggetti normali puo avere
delle componenti a lunga latenza difficilmente registrabili o addirittura
assenti.

Fattori quali le fluttuazioni dello stato di vigilanza dei pazienti in fase
“transizionale” o fattori piu prettamente metodologici quali 1’operazione di
media, possono influenzare la evocabilita degli ERP. L’uso di software
dedicati, come gia dibattuto nella parte dedicata alla fase metodologica,
potrebbe ridurre I’influenza di questi fattori.

Un altro elemento di fondamentale importanza ¢ dato
dall’eterogeneita fra i diversi studi sia riguardo 1’eziologia del coma, il
periodo di osservazione, il tipo di componente valutata. I due lavori (Kane

et al.,1999; Lew et al.,2003) che mostrano una sensibilita piu alta rispetto
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alla media (pari rispettivamente al 41,5% e al 54,4%) presentano una
casistica omogenea riguardo all’eziologia del coma (sono tutti post-
traumatici) e al valore di GCS (<8). Cio sembrerebbe suggerire la necessita
di casistiche piu selezionate almeno riguardo all’eziologia. In realta, altri
lavori (Reuter et al.,1989; Signorino e coll.1995 e 1997) pur presentando
una casistica costituita da soli pazienti post traumatici con una GCS < 8§,
mostrano una sensibilita sovrapponibile (il lavoro di Signorino e coll. ha
una sensibilita pari al 36%) o nettamente inferiore (il lavoro di Reuter et
al., presenta una sensibilita pari a 11,4%) a quella della maggior parte dei
lavori.

Riguardo al tipo di ERP studiato la variabilita fra i vari lavori, pur
essendo presente, risulta un po’ piu limitata rispetto all’eziologia infatti
due sono i potenziali usati: la MMN e la P300.

I primi studi nei quali ¢ stata registrata la MMN hanno utilizzato una
differenza di frequenza dei toni (1600 Hz devianti, 800 Hz standards)
(Kane et al., 1993,1996). Altri autori invece (Fischer et al.,1999; 2000)
hanno registrato la MMN evocata da cambiamenti di durata (toni di
800Hz: devianti 30ms; standard 75ms). Il valore predittivo aumentava
tenendo conto della presenza della N100. Jones e coll. (2000) hanno
dimostrato la presenza di MMN in risposta a modifiche dei pattern
melodici ed armonici in pz in coma ma lo studio ¢ stato condotto in
numero limitato di soggetti per affermare 1’utilita degli stimuli usati ai fini
prognostici. Le caratteristiche dello stimolo deviante (frequenza, intensita,
durata) potrebbero determinare una differenza nel valore predittivo della

presenza della MMN ma non esistono attualmente lavori che abbiano
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confrontato le diverse modalita. La possibilita di registrare una P300 in una
certa percentuale di soggetti in coma era stata evidenziata fino dal 1989
(Reuter et al., 1989). Gli stimoli frequentemente utilizzati sono toni di 50-
100 ms di durata ed intensita di 70-90dB (SPL o nHL) con diverso
contenuto frequenziale (stimolo raro 2000, stimulo frequente 1000 Hz).
Sono stati utilizzati pit raramente una combinazione di click e flash
utilizzati sia come stimoli rari che frequenti (Kane et al., 1993; Jones et al.,
2000). La P300 ¢ stata evocata anche nella modalita somestesica mediante
stimolazione elettrica del n. Ulnare (Grapperon et al., 2004).

Comunque, se valutiamo i risultati degli studi, seppure i pz studiati
con MMN siano circa il doppio di quelli studiati con P300, appare chiaro
che la sensibilita risulta sostanzialmente simile fra gli studi che hanno
utilizzato la P300 (Reuter et al.,1989; Yingling et al.,1990; Gott et al.,1991
e 1993; Signorino et al.,1995 e 1997; Mutschel et al.,1996; Guérit et
al.,1999;; Mazzini et al.,2001; Lew et al.,2003) —con un valore che varia tra
un valore minimo del 9,4% dello studio di Guerit et al., 1999 e un valore
massimo del 54,4 dello studio di Lew et al.,2003)- e quelli che hanno usato
la MMN (Kane et al.,1996; Fischer a coll.,1999; Fischer et al.,2004;
Naccache et al.,2004; Luauté et al.,2005) — con un valore minimo del
25,4% del lavoro di Fischer et all.,1999 e 2004 e un valore massimo del
41,5% del lavoro di Kane e coll.1996). In quest’ambito ¢ possibile, inoltre,
osservare che il valore predittivo favorevole per il recupero dello stato di
coscienza in caso di presenza ¢ praticamente sovrapponibile (MMN, LR+
4,32; P300 LR+ 4,03) tra i due tipi di ERP. In caso di assenza non si ha

alcun valore prognostico. Quindi anche la variabilita nell’uso dei due
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diversi tipi di potenziali utilizzati non sembra poter spiegare la bassa
sensibilita.

Al fine di aumentare la sensibilitda degli ERP alcuni autori hanno
pensato di utilizzare stimoli diversi dai generici toni normalmente
utilizzati. In particolare hanno pensato di utilizzare stimoli acustici con un
contenuto semantico significativo per il paziente in esame rappresentati da
parole o dal nome di battesimo. Secondo precedenti studi, infatti, il nome
proprio del paziente costituisce uno stimolo in grado di aumentare in modo
significativo la ricorrenza e ’ampiezza del potenziale cognitivo P3. Robert
L. Falmer e Charles D.Yingling (1997), hanno evidenziato come durante il
loro esperimento tutti i soggetti hanno generato una componente P3 in
risposta al loro nome di battesimo e la stessa cosa non accadeva
somministrando altri nomi propri. Farwell e Dochin (1991) hanno
dimostrato hanno dimostrato la possibilita di aumentare I’ampiezza del
potenziale P300 quando venivano presentati stimoli semanticamente
significativi anche se il paradigma di stimolazione era eseguito in una
modalita di stimolazione passiva. Gia in passato pero era nota 1’efficacia
del “nome proprio” come stimolo a significato semantico utilizzando sia
stimoli uditivi (Morai, 1959) che visivi (Wolford e Morrison,1980;
Matsuda et al.,1990). Tali dati sembravano suggerire che il nome proprio
presentava una rilevanza innata per ciascun individuo (Berlad et al., 1995)
e percido una maggiore valenza affettivo- relazionale. Nello stesso lavoro
Berlad e coll. (1995) hanno dimostrato una significativa influenza dello
stimolo “nome” nell’ottenere il potenziale P300. Quest’ultimo era, infatti,

significativamente pit ampio se ottenuto con stimoli contenenti il nome
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proprio del soggetto in esame rispetto a quello ottenuto con stimoli che
utilizzavano parole semanticamente e affettivamente non significative per
il soggetto. Nel 1999 Perrin e coll hanno dimostrato la possibilita di
registrare dei potenziali cognitivi (P300) ottenuti utilizzando stimoli
semantici significativi (nome) durante sia lo stadio 2 del sonno NREM che
durate il sonno REM. In particolare Perrin ha osservato che con un
paradigma passivo, utilizzando come stimolo il nome proprio, pud essere
registrata una P300 ben evidente oltre che durante la veglia, anche durante
il sonno sia nello stadio S2 NREM che in REM. Tale studio, nonostante le
evidenti differenze tra lo stato di sonno e il coma, ha comunque aperto la
strada alla possibilita di utilizzare paradigmi odd-ball con stimoli semantici
significativi (nome) nello studio, a fine prognostici, degli ERP in pazienti
in stato di coma. Piu recentemente, alcuni autori hanno confermato la
possibilita di aumentare la sensibilita della P300 utilizzando stimoli a
significato semantico definito sia in soggetti sani (Lew et al.,1999; Saltuari
et al.,2005) nei soggetti in coma (Mazzini et al.,2001; Lew et al.,2003;
Fischer et al.,2004).

In effetti la somministrazione di parole che abbiano un significato
emotivo, rispetto a semplici suoni asettici puo favorire la ricostruzione di
una reazione di attaccamento per ottenere con piu probabilita un
ricongiungimento al mondo circostante, tuttavia problemi aperti dall’uso di
queste metodiche risultano tuttora numerosi.

Possiamo ricondurre la scarsa significativita dei nostri risultati,
ottenuti nei soggetti volontari sani, innanzitutto a problemi di tipo

tecnico(poiché in alcuni lavori si utilizza il nome proprio mentre in altri si
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utilizzano parole generiche seppur con un alto contenuto emotivo come la
parola “mamma”). La principale critica mossa al metodo da noi utilizzato,
¢ quella di aver cercato di evocare nei soggetti la P300 attraverso la
somministrazione del “proprio nome” registrato da un tecnico di
laboratorio, che non aveva nessun legame affettivo con il soggetto in
esame.

Probabilmente, la stimolazione acustica attraverso la registrazione
della voce di un familiare avrebbe sicuramente aumentato la probabilita di
comparsa del potenziale P3. Possiamo inoltre, ricondurre la difficolta di
evocare la P300 nei soggetti ai protocolli di tale metodo, per I’intensita e la
durata della stimolazione e per il “rumore di fondo” di cui sono saturi
poiché producono affaticamento ed assuefazione e riducono la capacita di
selezionare 1 vari stimoli, compromettendo la possibilita di elaborazione e
di risposta. E’ confermato che poiché il sistema nervoso si abitua a cio che
¢ ripetitivo, la stimolazione se stereotipata e continuata, induce un
fenomeno di abituazione e lo stimolo costante, ripetitivo perde significato e
finisce per essere ignorato.

Non vanno dimenticate, inoltre, le limitazioni procurate dalla
modalita di stimolazione oddball passiva. Studi suggeriscono che il
paradigma passivo utilizzato per elicitare la P300 e per valutare i pazienti
in coma ¢ meno efficace della procedura attiva (O’Mahomi et al.,1990).
Questi risultati sono stati confermati di recente dal lavoro di Hoefner et
al.(2005) nel quale si evidenzia che le risposte piu ampie sono prodotte con

il paradigma attivo in cui si utilizza perd il nome, il paradigma nome-
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passivo produce una risposta piu larga rispetto al classico paradigma
oddball tono attivo.

Quindi in base ai nostri dati, non essendo ancora disponibili, secondo
le nostre conoscenze, protocolli standardizzati per 1’utilizzazione degli
ERP nella prognosi dello stato transizionale del coma in modo particolare
circa I’uso di stimoli semantici, riteniamo corretto suggerire I’uso di questo
tipo di stimoli solo nel caso in cui la registrazione con i comuni stimoli
acustici tonali abbia dato esito negativo.

Inoltre secondo la nostra esperienza 1’uso di software dedicati e un
adeguato periodo di training adeguato sono imprescindibili per

’utilizzazione di questi potenziali in terapia intensiva.
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