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Al. Constituirea grupului de pacienti conform criteriilor de admitere in studiu

Pentru alcétuirea grupului de caini cu epilepsie care vor fi investigati ulterior pe
parcursul celorlalte etape au fost investigati 21 pacienti canini prezentati la consultatie sau
referati pentru investigatie In cadrul Clinicii Medicale a FMV lasi care au prezentat atacuri de
tip convulsiv epileptiform.

Criteriile de admitere in grupul de interes au fost reprezentate de: a) examen
neurologic normal interictal sau cu deficite postictale tranzitorii, b) profil hematologic si
biochimic seric normal (hepatic — ALT, PAL, Bilirubina directa indirecta, proteine totale,
albumina; renal — uree, creatinina; glicemie; Ca, Mg, P) sau cu modificari care nu au justificat
expresia clinicd; ¢) profil biochimic urinar normal; d) examen al lichidului cefalorahidian
negativ (< 5 celule rosii/pl, < 5 celule nucleate/pl, glicorahie 40-100 mg/dl, proteinorahie <
30 mg/dl); e) examen computer tomografic nativ si cu substantd de contrast negativ.

Din cei 21 de pacienti 3 au fost diagnosticati cu patologie tumorald cu localizare
cerebrala (1 primara, 2 metastatic), 5 cu encefalite (3 Carre, 2 encefalite nespecifice), 2 cu
epilepsie reactiva pe fond de insuficientd hepaticd si 2 cu epilepsie reactivd pe fond de
insuficienta renala. In grupul de studiu au fost inclusi 9 pacienti ce vor fi investigati ulterior.

A2. Alcatuirea modelului experimental. Identificarea metodologiei optime de examinare
electroencefalografica si a potentialelor evocate auditive (latente medii si lungi) la cainii
fara patologie neurologica

Identificarea metodologiei optime de inregistrare a potentialelor auditive cu unde medii

Spre deosebire de medicina omului, in practica curentd veterinard, inregistrarea
potentialelor auditive cu unde medii (MLR) nu este folosita, testul fiind efectuat de obicei de
catre centre de cercetare. Literatura de specialitate raporteazd diferite protocoale de lucru
pentru inregistrarea MLR cu ajutorul electrozilor tip ac cu implantare subcutanata. Studiul
nostru urmareste descrierea tehnicii de recoltare a MLR cu ajutorul electrozilor de suprafata si
analiza morfologiei undelor inregistrate.

Material si metodid

Studiul a fost realizat pe 6 cini fara patologie neurologica din rase diferite (4 metisi,
1 Fox terrier, 1 Husky) cu o medie de varstd de 4 £+ 1,5 ani. Céinii au fost anesteziati general
prin administrare inj.iv. de medetomidind 0,03 mg/kgc. Procedura de recoltare, comparare si
stocare a traseelor electrice a fost limitatd la maxim 60 de minute.

Traseele au fost inregistrare cu sistemul de electrodiagnostic Neuropack S, MEB
9400 K (Nihon Kohden) cu ajutorul programului MLR. Electrozii folositi au fost de suprafata
si au fost plasati dupa cum urmeaza: electrodul activ pe vertex, electrozii de referinta la baza
fiecarei urechi iar electrodul impamantare retrooccipital pe linia mediana. Aria pe care au fost
plasati electrozii a fost rasa, degresata si acoperitd cu pastd adeziva speciala.

Inainte de fiecare examinare a fost verificatda impedanta dintre electrozi (5€2).



Prin intermediul unor casti au fost aplicati in interiorul canalului auditiv extern
stimuli acustici in click alternativ cu o duratd de 0,1 ms. Pentru fiecare cdine au fost
inregistrate unde pentru stimularea monoauriculard cat si pentru stimularea biauriculara.
Intensitatea standard a stimulului a fost stabilitd la 80 dbSPL (0 dBnHL = 30). Au fost
recoltate si analizate spre comparatie si undele obtinute la o stimulare cu stimuli auditivi de 70
dbSPL si 60 dbSPL. In cazul stimularii monoauriculare, in urechea contralaterald a fost
administrat “zgomot alb” la o intensitate mai joasa cu 40 dbSPL. Fiecare unda stocata a fost
media a 1000 de unde.

Artefactele aparute in timpul examinarii au fost numarate separat si rejectate automat
de catre program. Dacd numarul de unde rejectate a fost mai mare de 5% din numarul total al
undelor inregistrate atunci procedura a fost reluatd. Intervalul de selectie al undelor a fost
cuprins intre 20 si 1000 Hz.

Pentru fiecare traseu s-a urmarit marcarea Ny, Py, Na, P, si, unde a fost posibil a Ny,

Rezultate

Pentru toti subiectii luati n studiu au putut fi recoltate si stocate pentru marcare si
prelucrare traseele cu undele ce aratd raspunsul generat de structurile nucleare si aria corticala
auditiva la trecerea stimulului auditiv. (fig. 1)
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Valorlle 1atentelor MLP obtmute au fost: No = 4,83+0,53 ms, Pp=9,01 £0,1 ms, N, =
14,38 +£ 2,52 ms, P, = 26,2 + 1,12, N, = 42,93 + 3,96 si P, = 58,46 £ 11,07 ms. Analiza

statistica a detalor de mai sus a aratat ca existd un grad foarte ridicat de corelatie (r > 0,9; p <
0,05) intre perechile de unde cu aceeasi polaritate NoN, (0,97), NoNy (-0,982), N,Ny, (-0,99)
PoPy, (-0,99) si pentru perechile N,P, (-0,92), P,N} (0,91) si un grad inalt de corelatie (r = 0,7-
0,9 la p< 0,05) pentru PyP, (-0,74) si PPy, (0,78).

Identificarea metodologiei optime de inregistrarea a potentialelor auditive cu unde lungi
(slow vertex response)

Material si metodd
Studiul a fost realizat pe 5 caini fara patologie neurologica din rase diferite (4 metisi,
1 Husky) cu o medie de varsta de 4 £+ 0,5 ani. Procedurile de anesteziere, aparatul si montarea



electrozilor a fost identica cu cea folosita pentru MLR. Stimulii aplicati la o ratd de 0,5 cu
timp de platou de 50 ms in modul unda unica. Frecventa tonului a fost de 4 kHz. Fiecare unda
stocata a reprezentat media a 100 de stimulari.

Pentru fiecare unda s-a umadrit marcarea P, Ny, P, si N,

Rezultate

Traseul undelor la praguri diferite de intensitate si marcarea P, Nj, P, si N, sunt
prezentate in figura 2. Valorile medii obtinute pentru undele analizate la 80 dB au fost: P, =
75,33 £37,3 ms, N; = 131,5 £49,62 ms, P, =203,5 £ 23,25 ms si N, = 247 &+ 6,144 ms.
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Urmarind daca intre latentele obtinute prin stimularea cu 80 dBSPL existd o corelatie
statistica, la analiza datelor prin testul Pearson (p < 0,05), coeficientul de corelatie r a avut un
grad foarte ridicat de corelatie directd intre perechile P;N; (0,952) si P,N; (0,947) si un grad
ridicat pentru perechea PP, (0,825).

Consideram ca inregistrarea MLR si SVR cu electrozi de suprafata la céinii sanatosi
oferd o morfologie a undelor fidela cu tehnica ce foloseste electrozi tip ac cu implantare
subcutanatd. Aplicarea stimulilor a permis inregistrarea tuturor structurilor morfologice ale
undelor oferind date concrete despre trecerea stimulului acustic prin structurile nucleare
rostrale coliculilor caudali. Pentru MLR latentele obtinute sunt mai mici decat cele raportate
in literatura doar pentru NO si PO, fara a fi constatate diferente pentru restul undelor.
Réspunsurile generate pasajul cortical al stimulului acustic (indiferent daca vorbim de MLR
sau SVR) determina aparitia unui raspuns vizibil si interpretabil, bine diferentiat pe traseele
obtinute ulterior aplicarii unui stimul cu o intesitate de 80 dBSPL. Analiza morfologiei
undelor este de cele mai multe ori subiectiva sau chiar imposibild la intensitati mai mici de 80
de dBSPL undele avand amplitudinea mult scazuta pana la absenta flexiunilor pozitiv/negativ
pe traseul inregistrat.

Prin analiza morfologiei si latentei MLR si SVR putem concluziona céd efectuarea
acestui examen la cdinii sdndtosi a demonstrat statusul functional normal ale segmentelor de
conducere si integrare ale sistemului auditiv. Undele MLR pot oferi informatii pertinente
asupra integritatii morfofunctionale ale comportamentului bioelectric al cortexului auditiv.
Prin urmare tehnica MLR poate fi folosit cu succes in interpretarea comportamentului
bioelectric al parenchimului cerebral la cainii epileptici crednd premizele depistarii unor
fenomene anteaccesuale clinice sau subclinice (faza de aurd ori atacuri partiale nonconvulsive



fara pierderea constientei) in care pot apare defecte de integrare ale informatiei auditive.
Totodata traseul SVR poate fi folosit generic in toate cazurile de encefalopatii (epileptice sau
nu) atata vreme cat el este rezultatul ,,curgerii” si integrarii impulsului auditiv in cortexul
cerebral nonauditiv.

Identificarea metodologiei optime de examinare electroencefalografica

Material si metodd

Studiul a fost realizat pe un lot de 5 céini de rasd comuna fara patologie neurologica.
Media de varsta a fost de 4 + 0,5 ani. Linistea examinatorie a fost asigurata prin constrangere
chimicd (inj.im. medetomidind 0,03 mg/kgc). Pacientii au fost asezati in decubit
sternoabdominal. Examenul a fost realizat cu ajutorul Softului EEG computerizat Nihon
Kohden. Parametrii de inregistrare au fost: impedanta < 10 Q, spectru de frecventa < 30 Hz,
high cut 60 Hz, sensibilitate 3. Electrozii folositi au fost de tip cupa si au fost aplicati pe
suprafata scalpului dupa tunderea, degresarea si aplicarea unei paste adezive speciale.

Initial pentru fiecare pacient a fost realizatd o EEG de ansamblu care a cuprins toate
zonele encefalice (inclusiv rinencefalul) prin realizarea de canale intre electrozi plasati pe
lobii prefrontali, frontali, temporali, parietali si occipitali. S-a urmarit realizarea de meridiane
longitudinale (stdnga, dreapta, central), transversale (rostral, central, aboral) precum si
combinatii intre acestea. Ulterior, pentru o inregistrare mai fideld a undelora fost restransa aria
de colectie a semnalului doar pe ariile frontale/parietale/centrale/occipitale.

Rezultate

Reprezentarea citorva trasee inregistrate este prezentati in figura 2.1. In general,
traseele inregistrate au caracterizat stadiu de somn cu tranzitii de la stadiul de miscare REM la
non REM. Prin analiza traseelor inregistrate putem considera cd anestezierea cdinelui cu
medetomidind poate fi consideratd o variantd viabild tinand cont cd nu au existat artefacte
musculare iar linigtea operatorie este asiguratd pentru cca 60 minute. De asemeni,
previzualizarea initiald de ansamblu este favorabila localizarii pe cand investigarea ulterioara
cu un numar mai mic de canale de inregistrare dar care sunt plasate pe o arie cerebrald
corespondenta mult mai specifica ofera posibilitatea de inregistrare mult mai fidela a traseelor
electrice din acel situs.




Figura 2.3. — Reprezentarea traseelor EEG obtinute. A/B — vedere de ansamblu in 38/18 canale. C —
traseu EEG cu 8 canale ale meridianelor transversale cerebrale. D — Traseu EEG 4 canale
longitudinale (stanga, dreapta)

A3. Identificarea metodologiei optime de apreciere a volumului cerebral la caine prin
imagistica computer tomografica. Compararea datelor obtinute cu masuratori
necropsice. Stabilirea relatiei de corespondenta intre imaginile CT si masuratorile
necropsice

Material §i metoda

Aprecierea volumului cerebral prin examenul CT

Au fost investigati 8 céini care nu prezentau simptomatologie neurologica cu afectare
cerebrala. Cainii au fost adulti cu o medie de varsta (4,25 + 2,18 ani) de rase diferite: Bichon
(3), Husky (2), Cocker (2), Ciobanesc German (1).

Examenul CT a fost realizat cu cainii pozitionati sternoabdominal, sub anestezie
generala indusd cu medetomidind 0,03 mg/kgc administrat inj. im. Imaginile CT au fost
stocate si prelucrate dupd administrarea substantei de contrast in doza de 480 mg iod/kg cu o
viteza de maxim 2 ml/s (Ohlerth S.,2007). Pentru fiecare caine a fost selectatd sectiunea
corespondentd ariei encefalice supragelare unde atat diencefalul cat si creierul in intreg au
avut diametrul cel mai mare. Atat pentru diencefal cat si pentru creier au fost masurate
manual cu ajutorul cursorului electronic si a softului Efilm indltimea (I), latimea (L)
exprimate in cm si aria (A) exprimata in cm’. Fiecare masurétoare a fost efectuatd de 3 ori.

Figura 3.1. - Bichon, mascul, 2 ani.
Captura CT encefal transversal supragelar
dupa administrarea substantei de contrast.
Pe imagine sunt trasate liniile de masurare.
AB — 1naltimea creierului (IC) (cm)
AC-inaltimea diencefalului (ID) (cm)
DE- latimea diencefalului (LD) (cm)
FG — latimea creierului, (LC) (cm)

a —aria diencefalului (AD) (cm?),

b — aria cerebrali (AC) (cm?).




Aprecierea volumului cerebral prin masurdtori necropsice

Masuratorile au fost realizate pe creierul a 6 cdini de rase diferite: Peckinez (2),
Doberman (1), Caniche (1), Fox terrier (1), Cocker (1) cu o medie de varsta de 2,83 + 1,46
ani. Cainii eutanasiati au suferit de o patologie non-neurologica fatd de care proprietarii au
declinat continuarea tratamentului sau nu a existat alternativa terapeutica. Cainii au fost
eutanasiati cu solutie T61® iar creierul a fost prelevat imediat si plasat in solutie de
formaldehida 10%. Sectionarea creierului a fost efectuatd dupa 24 de ore. Sectiunea a fost
realizatd la nivel supragelar, cu punct de reper insertia hipofizard. Masuratorile au fost
realizate manual iar pentru calculul ariei s-a folosit formula 4 = 7z x I x L unde I este indltimea
si L latimea.

Analiza statistica

Analiza statistica a datelor din grupul CT si din grupul Necropsic au fost efectuate
separat. Indiferent de grup pentru fiecare pacient au fost interpretare masuratorile directe (ID,
IC, LD, LC, AD, AC). Ulterior au fost calculate si analizate rapoartele ID/IC, LD/LC si
AD/AC. Pentru testarea omogenitatii valorile individuale au fost comparate prin intermediul
testului t cu prag de semnificatie statistica p < 0,05. Valorile obtinute au fost ulterior
exprimate atat medie (AV) cu standard deviatie (SEDV) si medie cu coeficient de incredere
(Cf. Inc) cu prag de semnificatie de 0,05. Testarea ipotezei precum ca o relatie de corelatie
semnificativd existd Intre valorile formatiunilor masurate a fost determinat coeficientul de
corelatie r Pearson. Gradul de semnificatie urmarit a fost de r [1 0,7 si p 7 0,05.

Rezultate

Analiza statistica intre dimensiunile obtinute individual pentru fiecare caine au ardtat
un grad Tnalt de omogenitate a rezultatelor neinregistrandu-se diferente semnificative statistic
(p>0,05) intre indivizi. Indiferent de pacientul studiat (rasa Bichon sau Ciobanesc German)
rezultatele s-au grupat intim in jurul valorii medii, lotul avand un grad ridicat de omogenitate
(vezi Tabel 1). Valorile tuturor masuratorilor efectuate (atat prin examen CT cat si prin cel
necropsic) sunt prezentate in tabelul 1.

Tabel 1 — prezentarea comparativa a valorilor medii a masuratorilor cerebrale obtinute prin
examen computer tomografic si examen necropsic. Valoriile medii sunt prezentate cu standard
deviatie (SDEV) si cu coeficientul de incredere (Cf Inc.)

Computer tomografie Necropsie
M £ SDEV M = Cfinc. M £+ SDEV M + Cfinc.

ID 1,362+ 0,176 1,362 +0,122 1,4 +0,081 1,4 +£0,08
LD 2,337 40,213 2,337+0,147 2,05+0,191  2,05+0,187
AD 2,762 +0,377 2,762 +£0,261 2,24+0,194 2,24+0,190
IC 3,8+0,407 3,8£0,28  3,32+0,170 3,32 +£0,167
LC 4,56 + 0,287 4,56 + 0,199 4,72 £0,25 4,72 £0,244
AC 15,662 £2,01 15,662 + 1,394 12,51 £0,838 12,51 +0,821
ID/IC 0,353+£0,025 0,353+0,017 0,42 +0,035 0,42 +0,0,34
LD/LC 0,508 + 0,058 0,508 +£ 0,04 0,432 +0,051 0,432 +0,0,50
AD/AC  0,172+0,03 0,172+0,02 0,179 40,025 0,179 +0,025

Analiza statisticd a datelor de mai sus a ardtat faptul ca nu existd diferente statistic
semnificative intre mediile obtinute pe fiecare grup (p = 0,217). Pentru majoritatea



parametrilor valoarea necropsica a fost de reguld mai mare decat cea inregistrata prin CT.
Aceasta poate fi pusa pe faptul ca la examenul CT structurile osoase par mai groase decat in
realitate In conditiile in care sunt analizate in fereastrd pentru creier. Dimensiunea reald a
formatiunilor osoase este cel mai bine vizualizata in fereastra de os, dar aceasta nu permite
vizualizarea parenchimului cerebral. Totodata, faptul ca la examenul CT am obtinut o medie a
IC mai mare decat cea obtinuta necropsic (3,8 £ 0,28 cm fatd de 3,32 + 0,167 cm), in mod
firesc agteptarile fiind inverse, se explica prin aceea ca odata cu pregatirea encefalului pentru
studiul necropsic, conditionarea sa cu formldehida 10% determind o deshidratare moderata al
parenchimului cerebral. Scoaterea encefalului din cutia craniand determind, de asemeni, o
modificare usoara a morfologiei prin pierderea suportului osos.

Tabel 2 - Coeficientii de corelare Pearson a masuratorilor cerebrale realizate prin
computer tomografie (orizontal) si necropsic (vertical). Se considera r > 0,7 grad de corelatie
ridicatd, semnificativa si r > 0,9 grad de corelatie foarte puernic, intens semnificativ.

r ID LD AD IC LC AC | ID/IC | LD/LC | AD/AC
ID - 0,572 | 0,36 0,85 | 0,783 | 0,361 | 0,477 | 0,078 -03
LD -0,426 - 0,48 | 0,213 | 0,072 | 0,373 | 0,676 | 0,832 0,094
AD 0,230 | 0,781 - 0,176 | 0,195 | 0,168 | 0,415 | 0,316 0,712

IC -0,239 | -0,662 | -0,884 = 0,927 | 0,802 | -0,041 | -0,319 | -0,442

LC -0,326 | -0,034 | -0,275 | 0,683 = 0,876 | -0,055 | -0,490 | -0,449
AC -0,443 | -0,289 | -0,626 | 0,899 | 0,916 - 0,222 | -0,162 0,636
ID/IC | 0,802 | 0,097 | 0,663 | -0,767 | -0,674 | -0,862 - 0,636 0,189
LD/LC | -0,239 | 0,866 | 0,773 | -0,885 | -0,526 | -0,687 | 0,383 - 0,336

AD/AC | 0,348 | 0,624 | 0,917 | -0,989 | -0,634 | -0,885 | 0,823 | 0,823 =

Totusi, chiar daca la examenul necropsic corelatiile intre valorile structurilor masurate
sunt mult mai multe decat in cazul examenului CT se remarca faptul ca pentru ID la examenul
CT exista o corelatie directa si ridicatd cu IC si LC.

Privind aceste date, putem concluziona ca simpla masurare a ID pe imaginea CT poate
oferi indicii pertinente asupra valorilor IC si LC. Prin urmare determinarea ID, chiar singular,
ofera date certe si deosebit de valoroase in aprecierea instaldrii si evolutiei atrofiei cerebrale
globale (apreciat dificil si subiectiv prin examen direct al imaginii CT).



