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Resumo e palavras-chave

A ressonancia magnética € uma técnica de imagem de particular interesse na
area da neurologia, permitindo a obtenc&o de dados biométricos, tais como o volume do
hipocampo, usado como marcador para a Doenca de Alzheimer (DA). Em cées, a
Sindrome de Disfuncdo Cognitiva (SDC) é uma doenca neurodegenerativa com
paralelismos com a DA. O diagndstico é feito através de inquérito realizado aos tutores,
nao existindo parametros biolégicos objetivos que possam ser medidos e que sejam
Uteis em ambiente clinico.

Esta dissertacdo pretende avaliar a possivel correlacdo entre o volume do
hipocampo e a SDC canina, com recurso a imagiologia por ressonancia magnética. A
hipétese é que, tal como nos doentes humanos, também nos cdes com a referida
sindrome existe reduc¢do do volume do hipocampo.

Foram realizadas ressonancias magnéticas ao encéfalo de 24 pacientes com
mais de 2 anos que se apresentaram na Faculdade de Medicina Veterinaria para
realizacdo de exame com anestesia, tendo 9 o diagndstico de SDC e 15 pertencendo
ao grupo de controlo. O volume do hipocampo foi medido com recurso a software de
segmentacao, tendo sido comparados os resultados dos dois grupos. Para normalizar
as diferengas entre ragcas de cées, foi determinado o racio hipocampo / encéfalo,
dividindo o volume do hipocampo pelo volume do encéfalo em cada caso.

O estudo revelou que existe uma diferenca estatisticamente significativa entre o
racio hipocampo / encéfalo e o diagnéstico de disfuncao cognitiva, tendo os pacientes
com SDC um racio inferior (1,14 %), em compara¢do com 0s animais sem SDC (1,68
%) (p < 0,001).

Palavras-chave: Imagiologia por ressonancia magnética; Sindrome de

Disfuncéo Cognitiva; cdo; Doenca de Alzheimer; hipocampo.



Abstract and Keywords

Magnetic resonance imaging is an imaging technique of particular interest in the
field of neurology, enabling the acquisition of biometric data such as hippocampal
volume, which is used as a biomarker for Alzheimer's disease. In canines, cognitive
dysfunction syndrome is a neurodegenerative disease with parallels to Alzheimer's
disease. Diagnosis is made through surveys conducted with caregivers, as there are no
objective biological parameters that can be measured and that are useful in a clinical
setting.

This dissertation aims to evaluate the possible correlation between hippocampal
volume and canine cognitive dysfunction syndrome, utilizing magnetic resonance
imaging. The hypothesis is that, as in human patients, there is also a reduction in
hippocampal volume in dogs with cognitive dysfunction syndrome.

Magnetic resonance imaging was conducted on the brains of 24 patients over
the age of 2 years who were presented at the Veterinary Medicine College for
examination under anesthesia. Of these, 9 were diagnosed with Cognitive Dysfunction
Syndrome and 15 were assigned to the control group. The hippocampal volume was
measured using segmentation software, and the results of the two groups were
compared. To normalize differences between dog breeds, the hippocampus-to-brain
ratio was determined by dividing the hippocampal volume by the brain volume in each
case.

The study revealed a statistically significant difference between the
hippocampus-to-brain ratio and the diagnosis of cognitive dysfunction, with patients with
cognitive dysfunction having a lower ratio (1.14%), compared to animals without the
syndrome (1.68%) (p < 0.001).

Keywords: Magnetic resonance imaging; Cognitive dysfunction; dog; Alzheimer’'s

disease; hippocampus.
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1 Introducéo

Aliando a minha paixdo por animais ao acesso privilegiado a um equipamento
de imagiologia por ressonancia magnética (IRM) e ao desejo continuo de adquirir e
aprimorar competéncias, tentei conceber uma dissertacdo que entrelagcasse o mundo

da tecnologia com o campo da medicina veterinaria.

Em caes, a sindrome de disfuncdo cognitiva (SDC) € uma doenca
neurodegenerativa com paralelismos com a Doenca de Alzheimer (DA). Em medicina
humana, existem diversos marcadores biol6gicos que podem ser usados para obter um
diagnostico médico, entre os quais o volume hipocampal, que pode ser medido com
recurso a IRM e software de analise de imagem. Em cées, o diagnéstico sé é possivel

através de um inquérito realizado aos tutores.

O presente estudo pretende avaliar uma possivel correlag@o entre o volume do

hipocampo e a SDC em cées.



1.1. Organizacao da dissertacéo

O presente trabalho estd estruturado em cinco capitulos. Inicialmente,
apresenta-se uma parte introdutdria que estabelece as bases para a investigacao.
Segue-se o capitulo 2, definindo o enquadramento teérico que sustenta o estudo. No
capitulo 3, a metodologia adotada € entdo descrita, permitindo a replicacdo e
compreensédo dos procedimentos utilizados. Posteriormente, a apresentacido e
discussdo de resultados, no capitulo 4, onde se procede a andlise descritiva e
guantitativa dos dados recolhidos, explorando as relacdes e padres emergentes. Por
fim, o capitulo 5, a conclusao sintetiza os principais achados e reflete sobre as suas

implicacdes e o alcance do estudo.

1.2. Estado da arte

Para melhor avaliar o estado da arte em relacéo a problematica da relacdo entre
0 volume do hipocampo e a SDC canina foi primeiro realizada uma pesquisa livre em
lingua inglesa nas bases de dados PubMed, Google Scholar e Radiological Society of
North America (RSNA), utlizando as palavras-chave “mri”, “hippocampal”’,
“hippocampus”, “dog” e “cognitive dysfunction”. Ndo foram considerados critérios de
exclusado relacionados com o ano de publicacdo dos estudos. Devido ao pequeno
numero de estudos com interesse para a tematica, foi também feita uma pesquisa
usando as mesmas bases de dados, mas com foco na doenca em humanos. Foi
realizada uma pesquisa livre na lingua inglesa “mri”, “hippocampal”, “hippocampus” e
“Alzheimer”. Foi feita uma sele¢do ndo exaustiva de artigos com base na metodologia
SANRA (Scale for the Assessment of Narrative Review Articles) (1), que permite uma
avaliacdo objetiva e sumaria dos estudos, tendo sido escolhidos alguns estudos com

uma pontuacao superior a 6 em 12, de acordo com a metodologia referida (Anexo 1).



1.2.1. Estudos em medicina humana

Apresentam-se de seguida os trés estudos considerados mais relevantes para a

tematica em questdo usando a metodologia SANRA.

e “Combination of MRI hippocampal volumetry and arterial spin labeling MR
perfusion at 3-Tesla improves the efficacy in discriminating Alzheimer's disease

from cognitively normal elderly adults” (2).

Neste estudo de 2014, foram submetidas 28 pessoas (13 adultos com DA e 15
pessoas no grupo de controlo, considerados cognitivamente normais) a exame de IRM
num equipamento de 3 Tesla. Foram adquiridas sequéncias 3D ponderadas em T1 Fast
Field Echo, e o volume dos hipocampos esquerdo e direito foram avaliados
manualmente com o software ANALYZE (AnalyzeDirect, Inc). Foram avaliados outros
parametros, como o fluxo sanguineo cerebral. Demonstrou-se que tanto o volume do
hipocampo como o fluxo cerebral em separado podem ser usados para auxiliar o
diagnostico de DA, mas que os melhores resultados sdo obtidos quando sao usados
ambos os parametros em conjunto. Usando apenas a volumetria do hipocampo existe

uma sensibilidade entre 80% e 90% na detecdo de DA.

e ‘“Integrating longitudinal information in hippocampal volume measurements for

the early detection of Alzheimer’s disease” (3).

Chincarini e a sua equipa (3) avaliaram 460 pacientes, incluindo pacientes sem
doenca clinica, com deficits cognitivos moderados e com DA. Foi realizada a volumetria
do hipocampo e também considerada a evolu¢édo da volumetria do hipocampo nestes
pacientes ao longo do tempo. Para tal foi feito um exame inicial, que foi repetido aos 12
e 24 meses. A investigagcdo concluiu que a velocidade de progresséo de declinio do
volume era progressivamente maior em pacientes sem doenca, com deficits cognitivos
moderados e com DA, respetivamente, podendo fornecer informagdo com interesse

clinico.



e “Hippocampal atrophy-based Alzheimer’s disease diagnosis via machine

learning methods” (4).

Com recurso a algoritmos de aprendizagem automatica, foram avaliadas
imagens de sequéncias ponderadas em T1 de IRM de 217 pacientes com SDC
moderada, 159 pacientes com DA e 109 pacientes com mais de 60 anos, mas sem
déficits cognitivos. Este estudo usou imagens da base de dados da Alzheimer’s
Disease Neuroimaging Initiative. Assim, foi possivel fazer a distincdo ndo sé entre
0s pacientes sem deficits e com DA, mas também entre os pacientes com déficits

cognitivos moderados e os pacientes com DA (Figura 1.1).
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Figura 1.1 - Volume do hipocampo direito em pacientes com Alzheimer (AD), doenca cognitiva ligeira
(MCI) e grupo de controlo (CN) (4).

1.2.2. Estudos em pacientes caninos

Em cées, a teméatica esta menos explorada e os estudos avaliados sdo em menor
numero. Apesar de haver estudos que relacionam o volume do hipocampo com a
prevaléncia de epilepsia (5) e de outros parametros como a adesao intertalamica em
tomografia computorizada (6) e IRM (7) e a SDC, existem poucos estudos que

relacionem o volume do hipocampo e a SDC.

Como estudos de maior interesse (e na realidade os Unicos a abordar o tema),

considerou-se:

e “Canine cognitive dysfunction patients have reduced total hippocampal volume
compared with aging control dogs: A comparative magnetic resonance imaging
study” (8).



O Unico estudo em que se avalia o volume do hipocampo em caes com SDC é
um estudo retrospetivo onde se comparou um grupo de controlo de 26 cdes sem
alteracdes neurolégicas e 16 pacientes com sinais de SDC. Foram usados dados
provenientes de 5 instituicbes, usando 6 equipamentos de ressonancia magnética de
alto campo. Devido a muito grande variabilidade na dimensdo dos encéfalos, pela
utilizacdo de pacientes com racas diferentes, foi feita uma normalizacdo do volume do
hipocampo em relacdo ao volume total do encéfalo (Figura 1.2). O estudo sugere que,
tal como em pacientes humanos, a atrofia do hipocampo é uma caracteristica da SDC.
Uma das limitacBes do estudo, transversal a quase todos os estudos em medicina

veterinaria é o facto de ter sido usada uma amostra pequena.
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Figura 1.2 - Volume do hipocampo em pacientes normais e com sindrome de disfung&o cognitiva (8).

e “Changes of magnetic resonance imaging on the brain in beagle dogs with aging”

9).

Este estudo de 2005 mediu quatro parametros radiomicos em cédes de raca
beagle, sem sinais de SDC ou de qualguer outra patologia do foro neuroldgico. Foi
medido o volume do ventriculo lateral, volume de hipocampo e avaliadas areas de
hipointensidade de sinal em sequéncias ponderadas em T2 a nivel do globus pallidus e
da substancia nigra. Foram usados 19 caes entre os 8 meses e 16 anos de idade,
criados em condigbes de laboratério semelhantes e controladas. Foi usado o mesmo
equipamento de 4.7 Tesla na realizagéo dos exames de IRM. O ponto forte deste estudo
em relacdo ao anterior é de ser prospetivo e haver maior homogeneidade dos
parametros do estudo, nhomeadamente em relacdo aos pacientes e ao equipamento

usado. E interessante realcar que neste estudo so se avaliaram animais considerados



saudaveis, o que de certa forma constitui um grupo de controlo para os estudos sobre
SDC. A conclusao mais importante é que, em pacientes sem sintomatologia, ndo existe

reducado do volume do hipocampo com o avancar da idade (Figura 1.3).
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Figura 1.3 - Relacado entre volume do hipocampo e idade, em pacientes sem altera¢des cognitivas (9).

No presente estado da arte é percetivel a assimetria entre a riqueza de estudos

com pacientes humanos e o nimero de estudos com pacientes caninos.

1.3. Justificacdo do estudo

A relagcdo entre o volume do hipocampo e alteragbes de cognicao,
nomeadamente em pessoas com DA, estd jA bem fundamentada em humanos,
havendo, como se viu, uma rigueza de estudos sobre o tema. Em pacientes caninos,
apesar de estarem estabelecidos paralelismos entre a SDC e a DA (10), existe apenas
uma publicacéo que tenta estabelecer a ligacdo entre o volume do hipocampo e a SDC.
Este estudo visa contribuir para colmatar esta lacuna, dando o seu pequeno contributo

para a ciéncia em geral.

A aquisicdo de um novo equipamento de IRM por parte do Hospital Escolar da
Faculdade de Medicina Veterinaria (Figura 1.4) e um interesse pronunciado na area da
neuroimagem sao o impulso para a realizacdo deste estudo em particular, que se baseia

em trés necessidades principais.



Primeiro, observa-se um aumento da populagao geriatrica canina — a esperanca
média de vida dos animais tem vindo a aumentar, observando-se um aumento da

incidéncia e prevaléncia de patologias do foro geriatrico.

Segundo, existe um aumento do interesse e da capacidade de investimento por

parte dos tutores, que tém maior disponibilidade para exames avancados de imagem.

Finalmente, existe ainda um aumento crescente na disponibilidade de
equipamentos de IRM para animais em Portugal. Apesar do uso de IRM em humanos
estar amplamente difundido, o nimero de equipamentos disponiveis em medicina

veterinaria é reduzido, mas em franca expansao.

Figura 1.4 - Ressonancia magnética a cranio de cdo. Imagem original deste estudo.

Em comparagédo com a publicagdo previamente revista , existe a vantagem deste
ser um estudo prospetivo com maior uniformizacdo de vérios parametros (como o
equipamento). Como maiores limitagdes do estudo, identifica-se uma pequena amostra
e um equipamento de baixo campo.

E igualmente importante assegurar a repetibilidade dos estudos. Ainda
recentemente, e sobre a DA, a revista Nature teve de rever a publicagdo do artigo “A
specific amyloid-B protein assembly in the brain impairs memory” (11), que serviu de
base a muitos protocolos de tratamento nas ultimas décadas, por surgirem davidas em

alguns resultados apresentados, num estudo ndo reproduzido desde entao.



1.4. Objetivo geral e objetivos especificos

O objetivo geral desta dissertacdo consiste em avaliar o volume do hipocampo

em cdes com e sem SDC. Os objetivos especificos sdo de:

1. Determinar o volume do hipocampo em caes com e sem diagnéstico de SDC.

2. Avaliar possiveis associac¢des entre o volume do hipocampo e o diagnéstico de
SDC.

3. Desenvolver protocolos e técnicas em RM open-field para medicdo do volume

do encéfalo.

Sao objetivos secundarios o estabelecimento de outras possiveis associacdes
entre as variaveis em estudo e a familiarizacdo com a anatomia encefalica dos cdes, em
IRM.



2 Enquadramento tedrico

De forma a melhor enquadrar o estudo, apresenta-se uma descri¢do sucinta dos
conceitos centrais ao tema de investiga¢gdo, como sejam o fendbmeno e equipamento de

IRM, o hipocampo, a DA e a SDC canina.

2.1. Ressonéancia magnética

O fendmeno de ressonancia magnética nuclear foi descrito nos anos 30 por Isidor
Isaac Rabi (12), e nas décadas seguintes observou-se uma constante evolugdo do
conhecimento nesta area. Em 1955, Erik Odeblad e Gunnar Lindstrém publicaram os
primeiros trabalhos com células vivas e tecido animal, e no final dos anos 70 comec¢aram
a surgir os primeiros equipamentos de IRM com utilidade em contexto clinico. Com o
trabalho de Raymond Damadian (Figura 2.1), entre outros, nos anos 70 e 80 formaram-
se as bases do que seria a imagem por ressonancia magnética que hoje conhecemos.
Devido a conotagao negativa do termo “nuclear”, em particular nos anos 70, este caiu
em desuso, sendo atualizada a nomenclatura para ressonancia magnética (13). Em
2018, existiam 36 mil equipamentos de IRM em uso no mundo (14), sendo realizados

aproximadamente 30 milhdes de exames por ano.

Figura 2.1- Raymond Damadian no primeiro exame sem sucesso devido ao excesso de gordura do
paciente (15).



Os equipamentos de IRM empregam um magneto potente capaz de produzir um
campo magnético principal que forca os protées em estudo a alinharem-se com o
referido campo (Figura 2.2). Quando é aplicado um impulso de radiofrequéncia
especifico para os protdes a estimular, existe modificacdo do estado energético destes.
Quando o impulso de radiofrequéncia é desligado, e a medida que os atomos relaxam
e se realinham com o campo magnético principal, existe libertacdo da energia ganha
pelo impulso de radiofrequéncia. A maquina de IRM capta essa energia sob forma de
radiofrequéncia e pode identificar a localizagdo dos atomos, devido ao facto de estes
girarem com velocidades e fases diferentes num gradiente de campo magnético
aplicado, reconstruindo uma imagem dos tecidos em estudo. O tempo que leva para 0s
protdes a se realinharem com o campo magnético, bem como a quantidade de energia
libertada, muda em funcéo do ambiente e da natureza quimica das moléculas. E assim
possivel fazer a diferenciacdo entre varios tipos de tecidos com base nestas
propriedades magnéticas, podendo esta tecnologia ser usada para detetar patologia
(16).

Figura 2.2 - Alinhamento dos atomos ap6s aplicagdo de um campo magnético externo (17).
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Agentes de contraste geralmente a base de gadolinio podem também ser
administrados a um paciente por via endovenosa antes ou durante o exame de IRM para
aumentar o contraste entre determinados tecidos. Os equipamentos de IRM séo
particularmente adequados para imagens de partes ndo dsseas ou tecidos moles do
corpo (Figura 2.3) e tém como grande vantagem o facto de usarem radiacdo nao
ionizante, sendo menos prejudiciais para a salude do que equipamentos que usem

radiagdo X, ionizante, como os utilizados em radiografia e tomografia.
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Figura 2.3 - Exemplo de um corte de encéfalo em sequéncia ponderada em T2* (18).

Em medicina veterinaria, o uso deste tipo de tecnologia esta mais limitado devido
ao custo do exame, auséncia de sistema de saude publico para animais, a necessidade
de anestesiar 0s pacientes e ao pequeno numero de equipamentos disponiveis. Embora
cada vez seja mais frequente o recurso a estes exames, a sua frequéncia de utilizacéo

nao se aproxima dos registos praticados em medicina humana.
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2.2. Hipocampo

O hipocampo faz parte do sistema limbico, um grupo de estruturas responsavel
por respostas comportamentais e emocionais. O hipocampo desempenha um papel
fundamental na aprendizagem e na formacdo e armazenamento de memodrias,
localizando-se no sulco hipocampal, ventralmente ao corno temporal do ventriculo
lateral, assemelhando-se grosseiramente a um cavalo-marinho (Hippocampus
hippocampus) (Figura 2.4). E constituido por uma cabeca (posterior & amigdala), um

corpo e uma cauda (19).

Figura 2.4 - Imagens coronal, sagital e axial do hipocampo em ressonancia magnética (20).

2.2.1. Hipocampo humano

Em humanos, o hipocampo é mais facilmente visualizavel no plano coronal, com
uma angulacéo perpendicular ao eixo longo do corpo do hipocampo (Figura 2.5). As trés
porcdes do hipocampo podem ser identificadas com recurso a referéncias anatomicas

locais.

Figura 2.5 - Visualizag¢&o do hipocampo, sendo o plano coronal (linhas amarelas) o mais relevante (21).
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O volume do hipocampo esta associado a altera¢des da cognicéo e formacao de
novas memarias, ndo s6 em individuos sédos (22) mas também em pessoas com doenca
neurolégica como a DA. O volume do hipocampo pode ser usado ndo sé na detecéo

precoce de doencas cognitivas, como no seu estadiamento (23).

2.2.2. Hipocampo canino

De forma semelhante aos humanos, o hipocampo canino esta envolvido no
processamento de informacBes espaciais e na formac¢do de memdérias de longo prazo.
Estudos em cées tém mostrado que o hipocampo é extremamente ativo durante tarefas
gue envolvem navegacdo e reconhecimento de objetos ou pessoas. Além disso,
pesquisas indicam que o envelhecimento pode afetar o hipocampo dos caes,
potencialmente levando a declinios cognitivos semelhantes aos observados em

humanos com doencas neurodegenerativas (24).
Em cées, o hipocampo é melhor identificado em sequéncias no plano transverso

(Figura 2.6). Devido ao seu pequeno volume sdo necessarias sequéncias com boa

resolucdo espacial (3D).
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Figura 2.6 — Anatomia do encéfalo canino em RM. Imagem original deste estudo.
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O hipocampo tem uma localizagdo medial em relagdo aos ventriculos laterais, na
parte média do lobo temporal, apresentando um formato alongado semelhante ao de
um cavalo-marinho, como nos humanos. As diferencas no hipocampo entre humanos e
caes refletem adaptacdes evolutivas. A estrutura no ser humano é otimizada para o
processamento de memodrias complexas e abstratas, enquanto nos caes esta mais
direcionada para a aprendizagem ambiental e a sobrevivéncia, utilizando sentidos como

o olfato e a audi¢do para orientacao espacial e memodria.

Em geral, embora o hipocampo humano e canino partilhem estruturas
fundamentais, eles desenvolveram adaptacdes Unicas para atender as necessidades

especificas de memoria de cada espécie.

2.3. Doenca de Alzheimer

A DA é uma doenca neurodegenerativa que se caracteriza pela deterioracéo
progressiva da memoria e cognicdo. Apesar de ja ser conhecida na antiguidade, e de
nao ser nova a associagao entre a idade e a diminuicao das capacidades cognitivas, s6
no século XX se comecaram a descrever lesdes encefélicas caracteristicas desta
doenca através do trabalho do Dr. Alois Alzheimer e do Dr. Emil Kraepelin (25). Em 1907
é publicado “Uber eine eigenartige erkankung der hirnrinde”, pelo Dr. Alzheimer, primeira
publicacao cientifica sobre este tema (26), onde se descrevia aquilo que atualmente se

chama de novelos neurofibrilares e placas amildides.

E normal haver algum grau de redugdo do volume encefalico com a idade, mas
em pessoas com DA existe uma diminuicdo generalizada do nimero de neurénios e de
ligacBes interneuronais. Existem varias alteracbes moleculares descritas, como a
deposicéo de placas de substancia amiloide apds quebra de uma proteina de maiores

dimensdes chamada proteina precursora da substancia amiloide.

Os sintomas da DA incluem perda de memoria, dificuldade na aprendizagem de
novas ideias, dificuldades na leitura e escrita e no processamento de conceitos
matematicos. Em Portugal, estima-se uma prevaléncia de entre 80 mil e 112 mil

pessoas com DA (27), representando cerca de 60 a 80% das deméncias diagnosticadas.
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2.4. Sindrome de disfun¢éo cognitiva em caes

A SDC em cées é uma sindrome neurolégica que afeta caes idosos, estimando-
se uma prevaléncia de cerca de 14% em animais com mais de 8 anos e de 60% em
cdes com mais de 15 anos (28). Caes com esta sindrome apresentam alteracdes como
desorientacao, interacdes alteradas com 0s tutores, com outros céaes, e com o0 ambiente.
Para além disso apresentam distdrbios do ciclo do sono, incontinéncia e modificagdes
nas suas atividades diarias e dificuldade em aprender comandos novos ou até esquecer

comandos previamente aprendidos e habitos de higiene (29).

Caes idosos demonstram graus variaveis de declinio com caracteristicas
neuropatoldgicas similares as registadas em pessoas com DA. As placas de deposi¢ao
amiloide (Figura 2.7) estdo descritas como para 0s congéneres humanos, e as
sequéncias de aminoacidos das proteinas precursoras de substancia amiloide tém uma
semelhanca de 98,3% com as sequéncias em humanos. A sindrome é considerada o
modelo canino da DA (30).

Figura 2.7- Deposicao de placas amiloides em cérebro canino (30).

O diagnéstico da SDC em caes apresenta alguns desafios, visto ndo ser possivel
interrogar o paciente, baseando-se na anamnese detalhada e na observacao dos sinais
comportamentais. Nao existem testes definitivos para a SDC, e o diagnéstico é
frequentemente de exclusao, ap6s eliminar outras causas médicas para os sintomas
observados, como doencas sistémicas ou alteracdes sensoriais relacionadas com a
idade (31).
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Para os tutores, € fundamental reconhecer os primeiros sinais de SDC e procurar
aconselhamento veterinario o mais cedo possivel. Intervencdes precoces podem nao
apenas retardar a progressao da SDC, mas também garantir que 0os cdes mantenham
uma boa qualidade de vida. Além disso, a educacao continua dos tutores sobre a saude
cognitiva canina pode prepara-los para os desafios que acompanham o envelhecimento

de seus companheiros de estimacéo (32).

O diagnostico é feito de forma indireta, através de um inquérito aos tutores,
constituido por uma série de 13 perguntas as quais € atribuida uma pontuacdo. Quando
a soma dos valores atribuidos a cada questao é igual ou superior a 50, considera-se
gue o animal tem SDC. Este questionério tem uma sensibilidade de 98% na detecéo da
SDC (33).
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3 Metodologia

3.1. Natureza do estudo

3.1.1. Tipo de estudo

Trata-se de um estudo prospetivo, do tipo descritivo-correlacional de paradigma
guantitativo.

3.1.2. Local de estudo

O presente estudo decorreu no Hospital Escolar da Faculdade de Medicina
Veterinaria da Universidade de Lisboa, na unidade de Imagiologia, apds autorizagcéo do
diretor clinico, Professor Doutor Antdnio Ferreira. Procedeu-se a recolha de dados no

intervalo temporal entre 1 de setembro de 2023 e 1 de dezembro de 2023.

3.1.3. Populagéo-alvo e amostra

A populacgéo-alvo é constituida por cdes com e sem diagndéstico de SDC que se
apresentem para exames com anestesia geral no Hospital Escolar da Faculdade de

Medicina Veterinaria de Lisbhoa.

Consideram-se como Critérios de Inclusao:

e Caes com idade superior a 2 anos, com critérios clinicos para a realizagcédo de
exames com anestesia.

e Tutores maiores de idade, com capacidade de fornecer consentimento
informado.

Consideram-se como Critérios de Exclusao:

e Suspeita de lesdes intracranianas (Figura 3.1).

e Pacientes com préteses intracranianas.
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Figura 3.1 - Paciente com hidrocefalia, excluido do estudo. Imagem original deste estudo.

A amostra foi selecionada de forma nao probabilistica do tipo acidental, tendo
sido usados maioritariamente animais com indicacdo médica para realizacdo de

tomografia imagioldgica nas instala¢des do hospital escolar.

Os pacientes foram classificados em dois grupos (sem / com SDC) de acordo

com a classificagcdo obtida no inquérito.

Adicionalmente, foram realizadas as medi¢cdes do volume do encéfalo usando
trés sequéncias distintas ponderadas em T2, tendo sido selecionados os animais de

forma nao probabilistica, do tipo acidental.

3.1.4. Variaveis do estudo
As variaveis atributivas constituem variaveis nao controlaveis, dado serem

caracteristicas inatas dos pacientes. Neste estudo as varidveis atributivas sdo: o0 sexo;

o volume do hipocampo; o peso; o volume do encéfalo; a pontuacdo no inquérito.
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3.1.5. Consideracg0es éticas

O projeto foi aprovado pelo Conselho de Mestrado e Conselho Cientifico da
Escola Superior de Tecnologias da Saude de Lisboa. Foi igualmente obtida a aprovacéo

do Conselho de Etica desta instituicio (Anexo 2).

Foi ainda obtida a aprovacdo da Comiss&o de Etica para a Investigacéo e Ensino

da Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade de Lisboa (Anexo 3).

A anonimidade dos dados dos doentes e dos seus tutores foi garantida por um
numero de identificacdo atribuido a cada animal que participou no estudo. Os dados
foram guardados durante o tempo de realizacdo do estudo numa base de dados

MySQL® gerida exclusivamente pelo investigador principal, num servidor préprio.

3.2. Procedimento de recolha de dados

Neste capitulo, descreve-se o equipamento de RM empregado neste estudo,
bem como as sequéncias de imagem utilizadas. Aborda-se também o processo de
preparacdo e posicionamento do paciente para a realizacdo do exame, assim como 0

guestionario aplicado ao responsavel pelo animal.

3.2.1. Inquérito

Antes da realizagcdo do exame de IRM foi feito um inquérito aos tutores
consistindo em 13 perguntas as quais foi atribuida uma cotagcédo (Apéndice 2). Este
guestionario foi traduzido do Canine Cognitive Dysfunction Rating Scale (34) e tem uma
sensibilidade de 98% na dete¢éo da SDC (33).

A cada pergunta é atribuida uma ponderacdo, e somando os valores, é
considerado o diagnostico de SDC em pacientes com um score igual ou superior a 50.
Para além da informacéo fornecida aos tutores, foi também fornecido um link para um

website com informacao relativa a SDC canina (www.tomografia.vet). Nao foi obtida
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informagcdo sobre a medicacdo em curso, tendo sido excluidos os pacientes com
suspeita de ter uma lesado intracraniana. Uma das limitacfes desta metodologia reside
no facto de se depender sempre da avaliagdo nem sempre objetiva dos proprios tutores,
nao havendo até agora marcadores bioldgicos que permitam chegar ao diagndstico de
SDC.

ApG6s a avaliacdo e selecdo dos participantes com base nos critérios
estabelecidos para inclusdo e exclusdo neste estudo, obteve-se o consentimento
informado, voluntario e devidamente esclarecido dos individuos para a sua participacao

na pesquisa (Apéndice 1).

3.2.2. Equipamento de imagiologia por ressonancia magnética

Os exames foram todos realizados hum equipamento Hitachi Aperto Lucent
(Fujiflm Healthcare), com uma intensidade de campo de 0.4 Tesla. Sendo um
equipamento projetado para pacientes humanos, foi necessario usar uma antena de
joelho (Figura 3.2), por ser a que mais se adaptava as dimensdes dos cranios dos

pacientes.

Figura 3.2 - Bobina de joelho usada nos exames de encéfalo. Imagem original deste estudo.

O equipamento Hitachi Aperto Lucent estd equipado com gradientes de campo
magnético de magnitude 25 mT/m com uma rapidez de variacdo de 55 T/m/s e tem um

design de pilar inico que permite uma visao completa ao redor do paciente. Além disso,
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a mesa possui um movimento lateral de £150 mm, facilitando o posicionamento do

paciente e otimizando o exame de IRM.

Foram realizados exames de ressonancia magnética com avalia¢do do volume
do encéfalo, numa sequéncia ponderada em T2 e do hipocampo, numa sequéncia 3D

ponderada em T1.

Foram também realizados exames de ressonancia magnética com avaliacdo do
volume do encéfalo em trés sequéncias ponderadas em T2. O objetivo deste estudo foi
de verificar a possibilidade de realizacdo de sequéncias rapidas para determinacdo do

volume do encéfalo.

3.2.3. Preparacéo e posicionamento do paciente

Todos os animais realizaram o exame de IRM sob anestesia geral. O protocolo
anestésico foi selecionado tendo em consideracao as particularidades do paciente, apés
avaliacdo pelo protocolo da Associacdo Americana de Anestesiologistas (ASA), para
determinar risco do paciente (35). Foi realizado um painel de analises sanguineas,
incluindo hemograma e painel basico de bioquimicas consistindo nos valores de ureia,
creatinina, fosfatase alcalina, alanina aminotransferase, aspartato aminotransferase,

glucose, célcio e proteinas totais.

3.2.3.1. Sedacéo

Os pacientes foram pré-medicados com midazolam (0,2 mg/kg) (Dormazolam®
5 mg/mL, Dechra) e butorfanol (0,2 mg/kg) (Torphadine® 1 mg/ml). A inducgéo
anestésica foi feita com propofol (4 mg/kg) (Lipuro® 10 mg/mL). A manutencdo da
anestesia foi realizada com recurso a anestesia volatii com isoflurano (IsoFlo®),
fornecida por um aparelho de anestesia Mindray (China) Wato Ex-20 (Figura 3.3) ap6s
entubacé@o com tubo endotraqueal de Magill. Em nenhum caso foi necessario recorrer a

ventilagdo mecanica.
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Figura 3.3 - Aparelho de anestesia Mindray Wato Ex-20. Imagem original deste estudo.

3.2.3.2. Posicionamento

Os pacientes foram posicionados em decubito esternal sobre a mesa de exame,
e foi colocada a bobine de joelho em volta do cranio. Os membros toracicos e pélvicos
foram estendidos caudalmente (Figura 3.4).

Figura 3.4 - Posicionamento do paciente em decubito esternal. Imagem original deste estudo
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Em dois pacientes foi necesséria a remocao do microchip para realizagdo do
estudo (Figura 3.5). Embora o artefacto causado pelo microchip ndo interfira diretamente
com as sequéncias usadas no presente estudo, os dois pacientes foram sujeitos a IRM

para diagndstico de hérnia de disco cervical.

Figura 3.5 - Foto de artefacto causado pelo microchip antes(imagem esquerda) e apds remocgao (imagem

direita). Imagens originais deste estudo.

3.2.4. Aquisicdo de imagens

3.2.4.1. Hipocampo

Foi usada uma sequéncia 3D ponderada em T1 (Tabela 3.1). Esta sequéncia foi
escolhida devido a elevada resolu¢do de contraste. As imagens ponderadas em T1
proporcionam excelente contraste entre os diferentes tecidos moles. Isso faz com que o
hipocampo, que é uma estrutura de substancia cinzenta, se destaque claramente em
relacdo a substancia branca circundante e ao liquido cefalorraquidiano, facilitando a
delimitacdo precisa para a medicdo do volume. Devido ao pequeno volume do
hipocampo, foi necesséria a escolha de uma sequéncia que permitisse igualmente uma
elevada resolucdo espacial. Finalmente, as sequéncias ponderadas em T1 sé&o
frequentemente usadas para estudos volumétricos porque fornecem valores de
intensidade consistentes que sdo adequados para varias analises quantitativas, como

medic¢des de volume usando software de segmentacgéo.

23



Tabela 3.1 - Parametros da sequéncia 3D ponderada em T1. Dados originais deste estudo.

Parametro Sequéncia 3D ponderada em T1
Tempo 5m46 s

Plano de Corte Transverso 3D
Campo-de-Viséo (FOV) 200 mm x 200 mm
Tempo de Repeticdo (TR) 30 ms

Tempo de Eco (TE) 10 ms

Angulo de nutacéo (FA) 40°

Espessura 1.5 mm
Sequéncia RSSG
Frequéncia 256

Fase 192

Matriz de Reconstrucéao 512

Numero de Excitacdes (NSA) 2

Half Scan Off

3.2.4.2. Encéfalo

Tendo em consideracdo o grande intervalo nas dimensfes dos pacientes, foi
necessario fazer a medicéo do volume do encéfalo para calcular o racio entre o volume
do hipocampo e o volume do encéfalo. Foi usada uma sequéncia ponderada em T2
(sequéncia standard) que faz parte do protocolo de exames de encéfalo usado na

instituicao.

Para além do estudo principal, foi também realizado um estudo acessorio, onde
se mediu o volume do encéfalo em duas sequéncias rapidas ponderadas em T2, para
além da sequéncia standard. O objetivo deste segundo estudo foi de tentar desenvolver
sequéncias mais rapidas para a avaliagdo do volume total do encéfalo, embora com

prejuizo na qualidade da imagem (Figura 3.6).
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Figura 3.6 - T2 Standard (direita) e rapida (esquerda). Imagens originais deste estudo.

Para obter sequéncias mais rapidas foram alterados parametros das sequéncias

(Tabela 3.2) com consequente perda de sinal e de resolucao espacial.

Tabela 3.2 - Parametros de sequéncias ponderadas em T2. Dados originais deste estudo.

Parametro Sequéncia Sequéncia Rapida Sequéncia Ultra-
Standard Rapida

Tempo 216s 56s 26s

Plano de Corte Transverso 2D FSE Transverso 2D FSE Transverso 2D FSE

FOV 220 mm x 220 mm 220 mm x 220 mm 220 mm x 220mm

TR 5000 ms 5000 ms 5000 ms

TE 100 ms 120 ms 90 ms

FA 90° 90° 90°

Espessura 5mm 5mm 5mm

Intervalo entre cortes | 5 mm 5mm 5mm

Frequéncia 256 256 256

Fase 224 224 128

Matriz 512 512 512

NSA 2 1 1

Half Scan Off On On

Fator turbo 10 11 15

Inter Echo Time 20 ms 20 ms 15 ms
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Os principais parametros otimizados foram:

Fase: Aresolucdo espacial de uma imagem de RM depende do campo-de-visao
(FOV) e do tamanho da matriz. O tamanho da matriz corresponde ao nimero de etapas
de codificagéo de frequéncia numa dire¢do e o numero de etapas de codificagéo de fase
noutra direcdo no plano de imagem. Supondo que todos o0s outros parametros
permanecam constantes, a diminuicdo do nimero de codifica¢cdes de fase permite uma
reducdo marcada no tempo de exame, em prejuizo da resolucéo espacial. Esta reducao
do tamanho da matriz € acompanhada de um aumento ligeiro a nivel da relacdo sinal-
ruido (SNR).

Number of Signal Averages (NSA): Este parametro refere-se a quantidade de
vezes que um determinado conjunto de dados é adquirido durante um exame. Este
parametro é crucial para equilibrar a relacéo entre tempo de aquisicdo e qualidade da
imagem. A escolha de um NSA de 1 em vez de 2 permite uma reducéo para metade do

tempo de exame com um prejuizo de cerca de 40% (V2 - 1) do sinal.

Tempo de Eco, Fator turbo, e Inter Eco Time: O fator turbo (Figura 3.7) é
outro parametro que influencia diretamente a velocidade de aquisi¢cdo das imagens. Ao
aumentar o fator turbo, é possivel acelerar o processo de formacdo da imagem ao
recolher varios ecos de sinal apds um Unico impulso de excitacao. Isso € particularmente
atil para reduzir o tempo do exame. Na sequéncia ultra-rpida, foram usados 15 ecos

por cada excitagdo, tendo sido reduzido o tempo entre ecos.

ETL=8
A
f \
90° 180° 180° 180° 180° 180 180° 180° 180° 90° 180°
—L—&AV—W%LMWL.—//— bl
LS Cy —>
TEon ESP

K TR >

Figura 3.7 - Fator turbo (36).

Half scan / Simetria conjugada: As sequéncias de simetria conjugada de fase
utilizam os dados da metade superior do espaco k para fazer uma estimativa dos dados

na metade inferior do espaco k. E assim possivel adquirir dados com uma reducédo do
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tempo de exame de cerca de 40%. Para imagens de simetria conjugada, a SNR €&
reduzida por um fator de (1 - V%), ou 30% menos do que uma sequéncia comparavel

usando o numero total de passos de codificacéo de fase.

Ao optimizar estes parametros foi possivel reduzir o tempo de exame, passando
de 3 min e 36 s na sequéncia standard para 56 s na sequéncia rapida e 26 s na

sequéncia ultra-rapida, com prejuizo da qualidade do sinal e resolucao espacial.

3.2.5. Calculo do volume do hipocampo e do encéfalo

Para fazer o célculo dos volumes do hipocampo e do encéfalo, foi utlizado o
software open source 3D Slicer v5.4.0. O programa usa um processo chamado de
segmentacao, que consiste na sele¢céo da estrutura de interesse nos diferentes cortes
obtidos no exame de IRM, sendo construido um modelo 3D a partir desta sele¢cdo. O
3D Slicer calcula o volume deste modelo 3D integrando o volume de cada voxel dentro

da area segmentada.

Foi calculado o volume do hipocampo dos pacientes (Figura 3.8) e do encéfalo

(Figura 3.9), calculando a area da regido-de-interesse em cada um dos cortes do estudo.

IR: 25.15655mm &' 1

A:-15.6743mm = Y # O ; 5 LI: 0.1852mm

B: 5: 3DT1 AX
T
A B c D E F G H |
1 Segment Number of ... Volume ... Volume [cm... Numberof... Volume... Volume [cm... Minimum [1] Maximum |
2 Hipocampo 13549 1550.56 1565056 13549 1550.56 1.55056 47 446

Figura 3.8 - Calculo do volume do hipocampo. Imagem original deste estudo.
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A: -17.4529mm = Y & O3 LI: -6.0033mm

B: 4: T2 AX B: 4: T2 AX

T
A B C D E F G

1 Segment Number of voxels [voxels] Volume [mm3] (1) Volume [cm3] (1) Surface area [nm2] Volume [mm3] (2) Volume [cm3] (2)

2 Encéfalo 10637 83101.6 83.1016 10542 82558.5 82.5585

Figura 3.9 - Célculo do volume do encéfalo. Imagem original deste estudo.

Para além deste estudo, foi medido o volume do encéfalo usando as trés
aquisicdes ponderadas em T2 (standard, rapida e ultra-rapida) nos 20 pacientes. O
volume do encéfalo foi assim medido, integrando as sucessivas areas do encéfalo em
cada corte. A delimitacdo do encéfalo é mais dificil em certas regibes, como a nivel do
bulbo olfativo, sendo a diferenga na qualidade das imagens obtidas evidente (Figura
3.10). Os resultados da demarcacdo do encéfalo sdo mais heterogéneos nesta zona
(Figura 3.11).

Figura 3.10 - As trés sequéncias a nivel do bulbo olfativo, de esquerda para a direita em sequéncia

standard, rapida e ultra-rapida. Imagem original deste estudo.
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2 AX 6mm

Figura 3.11 - Medic¢éo do volume do encéfalo a nivel do bulbo, com a sele¢do da &rea de interesse em

vermelho (sequéncia standard), verde (rapida) e azul (ultra-rapida). Imagem original deste estudo.

Ja a nivel da fossa craniana média, apesar de existir uma diferenca clara na
gualidade do sinal (Figura 3.12), a delimitagdo das margens do encéfalo é mais

consistente (Figura 3.13).

Figura 3.12 - As trés sequéncias a nivel da fossa craniana média, de esquerda para a direita em

sequéncia standard, rapida e ultra-rapida. Imagens originais deste estudo.
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Figura 3.13 - Segmentagéo do encefalo, com a selecéo da area de interesse em vermelho (sequéncia

standard), verde (rapida) e azul (ultra-rapida). Imagem original deste estudo.

Depois de se selecionarem as areas de interesse, o software calcula o volume
da selecdo, usando os metadados presentes no ficheiro Digital Imaging and

Communications in Medicine referentes ao volume do voxel.

Para realizar o tratamento estatistico dos dados adquiridos, foi utilizado o
software Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) © versao 29. Foi também
usado o software Excel da Microsoft versdo 16.80. Foi considerado um nivel de

significancia de 5% neste estudo.
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4 Resultados: apresentacao e discussao

4.1. Avaliacao do volume do hipocampo

A primeira parte do estudo teve como objetivo medir o volume do hipocampo de

pacientes com e sem SDC, e encontrar possiveis associa¢des entre estes parametros.
4.2. Andlise descritiva

A amostra do estudo é de 24 pacientes, incluindo 15 animais saudaveis (62,5%)

e 9 (37,5%) pacientes com diagnostico de SDC .

Tabela 4.1 - Populacao do estudo. Dados originais deste estudo.

Sindrome de SDC
N3o (N = 15) Sim (N = 9)
Sexo Sexo
Fémea (N = 6) Macho (N = 9) Fémea (N = 3) Macho (N = 6)

Desvio- Desvio- Desvio- Desvio-

Média padrdo Média padrdo Média padrédo Média padrédo
Pontuagao Inquérito 34,3 0,5 38,0 4.7 56,7 10,7 56,7 5,0
V. do Hipocampo (cm?) 1,2 0,4 1,6 0,5 1,2 0,2 1,0 0,2
V. do Encéfalo (cm?3) 79,9 27,9 89,0 22,8 97,7 24,0 92,0 14,3
Hipocampo / Encéfalo (%) 1,6 0,1 1,8 0,2 1,2 0,1 1,1 0,1
Peso (Kg) 16,2 13,6 17,5 12,8 25,0 20,7 16,4 8,0
Idade (meses) 112,3 56,1 141,4 38,4 130,7 14,8 137,5 27,3

A andlise de estatisticas descritivas presente na Tabela 4.1 mostra que o maior
peso médio de 25,0 £ 20,7 kg foi observado entre cdes fémeas com SDC. Observa-se
gue o maior volume médio de hipocampo de 1,6 + 0,5 cm® foi observado em cées
machos sem SDC. Além disso, notamos que o maior volume médio de encéfalo de 97,7
+ 24,0 cm? foi observado em cédes fémeas com SDC. O maior racio entre o volume do
hipocampo e do encéfalo foi de 1,8 + 0,2 %, observado entre cdes machos sem SDC.

Por fim, podemos observar que a idade mais elevada de 141,4 + 38,4 meses foi
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observada entre cdes machos sem SDC. Num estudo prévio foi identificada a idade

como fator de risco para o desenvolvimento de SDC (37), ndo tendo sido encontrada

relacdo entre 0 sexo e a doenca. Em relacdo ao Unico estudo sobre volume do

hipocampo e SDC, este também considerou que havia diminuicdo do volume do

hipocampo em cdes com SDC em comparacao com cdes sem SDC (8).

Tabela 4.2 - Populacdo amostrada. Dados originais deste estudo.

Intervalo
Minimo Méaximo Média Desvio-padrao Mediana interquartil
Peso (KQg) 2,8 48,9 17,8 12,5 14,1 20,9
Volume do Hipocampo (cm?) 0,6 2,4 1,3 0,4 1,2 0,6
Volume do Encéfalo (cm?) 54,2 125,1 88,6 21,9 96,0 38,7
Hipocampo / Encéfalo (%) 0,9 2,1 15 0,3 1,5 0,5
Pontuacao Inquérito 34 69 44,1 11,1 38,0 19
Idade (meses) 24 187 131,8 39,0 133,0 47

Em relagdo a populacéo amostrada (Tabela 4.2), verificamos que houve uma grande amplitude
no peso dos pacientes (entre 2,8 Kg e 48,9 Kg), no volume dos encéfalos (entre 51,2 cm3e 125,1 cm?3) e

na idade destes (entre 2 e 15,6 anos), traduzindo as diferengas de racas dos animais incluidos no estudo

Apéndice 3).

(

4.2.1. Sindrome de disfunc¢do cognitiva

Os resultados do inquérito permitiram-nos classificar os animais em dois grupos.

62% dos individuos ndo apresentavam SDC, correspondendo a 15 pacientes e 38%

foram classificados como tendo SDC, o que corresponde a 9 pacientes (Figura 4.1).
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= Normal (0 a 49) - 15
pacientes

= Disfungdo cognitiva
(50 ou +) - 9 pacientes

Figura 4.1 - Pontuag&o no inquérito. Dados originais deste estudo.

A pontuacao obtida no inquérito ndo apresenta distribuicdo normal (Tabela 4.3).

Tabela 4.3 - Testes de normalidade. Pontuagao no inquérito. Dados originais deste estudo.

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Estatistica gl Sig. Estatistica gl Sig.
Pontuacéo ,249 24 <,001 ,838 24 ,001

a. Correlagéo de Significancia de Lilliefors

4.2.2. Sexo

Os cées do sexo masculino representam 62,5% (15/24) da populagéo geral e
66,7% (6/9) dos individuos com SDC (Figura 4.2).

20
15
10

15
9 9
6 6
- L]
Populagdo Geral Cdes Com Disfungdo Cades Sem Disfungdo
Cognitiva Cognitiva

B Macho ™ Fémea

Figura 4.2 - Distribuicdo por sexo. Dados originais deste estudo.
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Foi realizado um teste de Chi2 de Pearson que demonstrou que 0Ss grupos com

e sem SDC néo sao significativamente diferentes no que se refere a distribuicdo de sexo

(Tabela 4.4).

Tabela 4.4 - Relacéo entre sexo e diagnéstico de sindrome de disfuncéo cognitiva. Dados originais deste

estudo.
Significancia
Assintética Sig exata (2
Valor df (Bilateral) lados) Sig exata (1 lado)
Qui-quadrado de Pearson , 1072 1 744
Correcéo de continuidade® ,000 1 1,000
Razéo de verossimilhanca ,107 1 ,743
Teste Exato de Fisher 1,000 547
Associagéo Linear por Linear , 102 1 , 749
N de Casos Validos 24
4.2.3. ldade

A idade média dos pacientes do estudo foi de 11 anos, tendo os cdes com SDC
uma média de idades ligeiramente superior (11,3 anos) a dos cdes sem SDC (10,8 anos)
(Figura 4.3). A mediana das idades foi de 11,1 anos para os pacientes do estudo, 11,2
para aqueles com SDC e de 11 anos para os que ndo tinham SDC. A idade variou entre

um valor minimo de 2 anos e um valor maximo de 15,6 anos.

20
15
0 ——

Nao Sim

Idade (Anos)

Disfungao Canina

Figura 4.3 — Idade dos pacientes com e sem sindrome de disfuncéo cognitiva. Dados Originais deste

estudo.
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A variavel “idade” apresenta uma distribuicdo normal (Tabela 4.5).

Tabela 4.5 - Testes de normalidade. Idade. Dados originais deste estudo.

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Estatistica gl Sig. Estatistica gl Sig.
Idade ,139 9 ,200" ,964 9 ,837

*_ Este € um limite inferior da significancia verdadeira.

a. Correlagado de Significancia de Lilliefors

Foi também realizado um teste U de Mann-Whitney (Tabela 4.6) que nos indicou
gue ndo existe diferenca estatisticamente significativa na distribuicdo de idades entre os

animais com e sem SDC.

Tabela 4.6 - Relagao entre idade e diagnoéstico de sindrome de disfuncéo cognitiva. Dados originais deste

estudo.

Idade
U de Mann-Whitney 65,000
Wilcoxon W 110,000
VA -,149
Significancia Sig. (2 ,881
extremidades)
Sig exata [2*(Sig. de 1 ,907°

extremidade)]

4.2.4. Peso
Tendo em consideracéo as diversas ragas presentes no estudo, era expectavel

ter uma amplitude elevada no peso destes. Os pacientes apresentaram um intervalo de

pesos compreendido entre 2,8 Kg e 48,9 Kg, com uma mediana de 13,8 Kg (Figura 4.4).
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0,0

Peso (Kg)

Figura 4.4 - Distribuicdo dos pesos na populacéo estudada. Dados originais deste estudo.

A variavel “peso” apresenta uma distribuicdo normal (Tabela 4.7).

Tabela 4.7 - Testes de normalidade. Peso. Dados originais deste estudo.

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Estatistica gl Sig. Estatistica gl Sig.
Peso ,150 24 ,175 ,925 24 ,074

a. Correlagéo de Significancia de Lilliefors

4.2.5. Volume do Hipocampo

O volume do hipocampo variou entre o valor minimo de 0,60 cm® e o valor
maximo de 2,45 cm® com um valor médio de 1,30 cm® e uma mediana de 1,19 cm?.
Devido a grande variedade no tamanho dos animais, o volume do hipocampo foi dividido
pelo volume do encéfalo, e multiplicado por 100. O racio médio entre o volume do
hipocampo e o volume do encéfalo foi de 1,48 % entre a populagéo geral, com um valor
minimo de 0,9% e um valor maximo de 2,1%. Em animais com SDC o racio médio foi
de 1,14%, e em animais sem sinais de SDC foi de 1,68% (Figura 4.5).
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0.5
0
Populagdo Geral Animais Com Animais Sem
NS Disfungdo Cognitiva Disfungdo Cognitiva

Figura 4.5 - Média do racio volume do hipocampo / volume do encéfalo. Dados originais deste estudo.

A variavel “volume do hipocampo” tem distribuicdo normal (Tabela 4.8).

Tabela 4.8 - Testes de normalidade. Volume do hipocampo. Dados originais deste estudo.

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Estatistica al Sig. Estatistica gl Sig.
Hipocampo / Encéfalo ,121 24 ,200" ,970 24 ,663

*. Este € um limite inferior da significancia verdadeira.

a. Correlagéo de Significancia de Lilliefors

4.2.6. Volume do encéfalo

O volume do encéfalo situou-se entre o valor minimo de 54,2 cm?® até ao valor
maximo de 125,1 cm?3, com um valor médio de 88,6 cm®. Devido a grande variacdo nas
dimens@es dos pacientes, foi dividido o volume do encéfalo pelo peso. O racio entre o
volume do encéfalo e o peso variou entre o valor minimo de 2,49 cm® / Kg e o valor
maximo de 19,36 cm?®/ Kg, com um valor médio de 7,61 cm?®/ Kg, e apresentando uma
distribuicdo normal (Tabela 4.9). Nos pacientes com SDC a média foi de 6,36 cm®/ Kg

enguanto nos pacientes sem SDC a média foi de 8,3 cm?®/ Kg.
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Tabela 4.9 - Testes de Normalidade. Réacio entre volume do encéfalo e peso. Dados originais deste

estudo.
Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
Estatistica gl Sig. Estatistica gl Sig.
Volume do Encéfalo ,163 24 , 101 ,935 24 ,127

a. Correlagéo de Significancia de Lilliefors
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4.3. Analise correlacional

Com os dados obtidos no estudo foi feita uma analise correlacional para

encontrar possiveis associacdes entre as variaveis em estudo.

4.3.1. Relagéo entre o volume do hipocampo e a idade

Hip6tese nula: N&o existe relagcdo entre o volume do hipocampo e a idade.

Hipo6tese alternativa: Existe uma relacédo entre o volume do hipocampo e a idade.
Para testar a hipétese, foi realizado um teste de correlacdo de Pearson (Tabela

4.10) que testa a relagdo entre duas variaveis numéricas com distribuicdo normal. O

volume do hipocampo foi dividido pelo volume do encéfalo.

Tabela 4.10 - Relagao entre o volume do hipocampo e a idade. Dados originais deste estudo.

Hipocampo /
Encéfalo Idade

Hipocampo / Encéfalo Correlagéo de Pearson 1 -,049

Sig. (2 extremidades) ,820

N 24 24
Idade Correlacéo de Pearson -,049 1

Sig. (2 extremidades) ,820

N 24 24

N&o foi encontrada correlacdo estatisticamente significativa entre o volume do
hipocampo e a idade. O valor do coeficiente de correlacdo de -0,049 indica que existe
uma associagdo negativa negligenciavel entre o hipocampo e a idade. Num estudo
prévio (38), foi encontrada uma diminui¢&o ligeira do racio entre o volume do hipocampo
e o0 encéfalo quando se comparam céaes jovens (6 meses a 3.9 anos) e cédes idosos /
sénior (mais de 8 anos), embora essa diminuicdo ndo esteja presente quando a
comparacgdao se faz entre cées idosos e cées seniores (Figura 4.6).
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Percent Hippocampal Volume
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Figura 4.6 - Volume médio do hipocampo como propor¢éo do volume total do cérebro em cachorros e

cdes jovens, de meia-idade, idosos e séniores (38).

A partir do gréfico de dispersao (Figura 4.7), podemos observar que os pontos

apresentam uma discreta tendéncia de descida, ndo sendo esta, no entanto,

significativa, o que também fornece evidéncias de que ndo existe uma associacao linear

entre o racio hipocampo / encéfalo e a idade.

Hipocampo / Encéfalo

2.25

2.00

175

1.50

1.25

1.00

R? Linear = 0.002

=] = y= 1.53—4.035—4'!:'— = a e
=]
@
. °
(=] =] e =]

50 100 150 200

Idade (meses)

Figura 4.7 - Relagéo entre o racio hipocampo / encéfalo e a idade. Dados originais deste estudo.
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4.3.2. Relagéo entre sindrome de disfuncao cognitiva e a idade

Hipotese Nula: Ndo ha diferenca na idade entre cdes com SDC e céaes sem SDC.

Hipd6tese Alternativa: H&4 uma diferenca na idade entre cdes com SDC e cées sem
SDC.

Para testar a hipotese, € necessario realizar um teste t para amostras
independentes (Tabela 4.11), pois a SDC é uma variavel categoérica com duas
categorias (sim e nao), e pretendemos verificar a diferenca das médias na idade entre

0s caes com SDC ou néo.

Tabela 4.11 - Relagéo entre a idade e sindrome de disfuncéo cognitiva. Dados originais deste estudo.

Teste t para amostras independentes

Teste de Levene Teste t para Igualdade de Médias
SignificAncia
p p Diferenca
F Sig. t df unilateral bilateral de médias
Idade Variancias iguais 3,035 0,095 0,323 22 0,375 0,750 5,422
assumidas
Variancias iguais 0,379 21,484 0,354 0,709 5,422

ndo assumidas

Antes de realizar um teste t para amostras independentes, temaos de realizar o
teste para igualdade de variancias como uma verificagdo de pressuposto. Aqui, o valor-
p do teste de Levene para igualdade de variancias é 0,095 (p > 0,05), indicando que n&o
ha uma diferenca significativa entre a variancia da idade para esses dois grupos. Assim,

podemos assumir a igualdade de variancias.

O valor-p do teste t para amostras independentes quando as variancias iguais
sdo assumidas é de 0,750 (p > 0,05). Como o valor-p é maior que 0,05, ao nivel de
significancia de 5%, ndo temos evidéncias suficientes para rejeitar a hipotese nula, o
gue significa que ndo ha uma diferenca estatisticamente significativa entre as idades

dos caes com e sem SDC.
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Figura 4.8 - Média de Idade por sindrome de disfuncao cognitiva. Dados originais deste estudo.

Analisando o gréafico de barras (Figura 4.8), também podemos constatar que nao

ha uma diferenca clara observada entre a idade média dos caes com ou sem SDC.

4.3.3. Relacéao entre o volume do hipocampo e o sexo

Hipotese Nula: N&o ha diferenca no racio hipocampo / encéfalo entre cdes machos ou

fémeas.

Hipotese Alternativa: H4& uma diferenca no racio hipocampo / encéfalo entre cées

machos ou fémeas.

Para testar a hip6tese, precisamos de realizar um teste t de amostras
independentes, pois 0 sexo é uma variavel categérica com duas categorias (macho,
fémea), e pretendemos verificar a diferenca média no hipocampo / encéfalo entre cées

machos ou fémeas (Tabela 4.12).
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Tabela 4.12 - Relag&o entre o volume do hipocampo e o sexo. Dados originais deste estudo.

Teste t para amostras independentes

Teste de Levene Teste t para Igualdade de Médias
Significancia
p p Diferenca
F Sig. T df  unilateral bilateral de médias
Hipocampo / Variancias iguais 6,301 0,020 0,355 22 0,363 0,726 0,0489
Encéfalo assumidas
Variancias iguais 0,414 21,626 0,342 0,683 0,0489

nao assumidas

Antes de realizar um teste t de amostras independentes, é necessario realizar o
teste de igualdade de variancias como verificacdo de pressupostos. Neste caso, o valor
de p do teste de Levene para igualdade de variancias é 0,02 (p < 0,05), indicando que
existe uma diferenca significativa entre as variancias dos dois grupos, ndo se podendo

assim assumir igualdade de variancias.

Podemos ver o valor de p do teste t de amostras independentes quando néo é
assumida igualdade de variancias, que é 0,683 (p > 0,05). Como o valor de p é maior
do que 0,05, ao nivel de significancia de 5%, ndo podemos rejeitar a hipétese nula e
podemos concluir que ndo ha diferenca significativa no racio hipocampo / encéfalo entre

caes machos e fémeas.
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Figura 4.9 - Média de hipocampo / encéfalo por sexo. Dados originais deste estudo.
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A partir do boxplot (Figura 4.9), também podemos observar que a diferenca no

rdcio hipocampo / encéfalo entre caes machos e fémeas ndo é estatisticamente
significativa.

4.3.4. Relacéo entre sindrome de disfuncdo cognitiva e sexo

Hipotese Nula: N&o existe relacdo entre o sexo dos cées e a SDC.

Hipb6tese Alternativa: Existe relacdo entre o sexo dos cdes e a SDC.

Para testar a hipotese, € necessario realizar um teste Qui-Quadrado de Pearson,

pois 0 sexo e a SDC sdo ambas variaveis categoéricas (Tabela 4.13).

Tabela 4.13 - Relagao entre sexo e sindrome de disfuncéo cognitiva. Dados originais deste estudo.

Sexo * SDC Tabela de Referéncia Cruzada

SDC
N&o Sim Total
Sexo Fémea 6 3 9
Macho 9 6 15
Total 15 9 24

O valor-p do teste Qui-Quadrado (Tabela 4.14) é de 0,744 (p > 0,05), ndo
existindo evidéncias suficientes para rejeitar a hiptese nula. Assim, podemos dizer que
nao ha umarelacao estatisticamente significativa entre o sexo (feminino, masculino) dos
cées e a SDC (sim, ndo).

Tabela 4.14 - Relag&o entre sexo e sindrome de disfuncéo cognitiva. Dados originais deste estudo.

Teste Qui-Quadrado

Valor df SignificAncia Assintética (bicaudal)
Pearson Qui-Quadrado 0,107 1 0,744
N 24
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4.3.5. Relacéao entre o volume do hipocampo e o peso

Hipotese Nula: Ndo ha relagéo entre o racio hipocampo / encéfalo e o peso.

Hipdtese Alternativa: Existe uma relacédo entre o hipocampo / encéfalo e o peso.

Para testar a hipGtese, precisamos de realizar um teste de correlacdo de

Pearson, considerando que o racio hipocampo / encéfalo e o peso sdo ambas variaveis

numéricas (Tabela 4.15), com distribuicdo normal.

Tabela 4.15 - Correlagdo entre o peso e o racio hipocampo / encéfalo. Dados originais deste estudo.

Correlacdes

Hipocampo / Encéfalo

Peso Correlagéo de Pearson -0,115
Sig. (bicaudal) 0,592
N 24

Como o valor de p (0,592) é maior do que 0,05, ao nivel de significAncia de 5%,
nao temos evidéncias suficientes para rejeitar a hipétese nula. Pode-se afirmar que nao
h& uma associacao linear significativa entre o hipocampo/cérebro e o peso. Aqui, o valor
do coeficiente de correlacédo de -0,115 indica que existe uma associacdo negativa fraca

entre o hipocampo / encéfalo e o peso.
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Figura 4.10 - Relag&o entre hipocampo / encéfalo e peso. Dados originais deste estudo.

A partir do gréfico de dispersao (Figura 4.10), podemos observar que 0s pontos
ndo apresentam uma tendéncia significativa de subida ou de descida, o que também
fornece evidéncias de que ndo ha uma associagao linear entre o hipocampo / encéfalo
e 0 peso. O resultado era o esperado, considerando que o peso dos animais pode variar
significativamente com a condic&o corporal destes, ndo tendo esta variacdo influéncia

no racio entre o volume do hipocampo e o volume do encéfalo.

4.3.6. Relacédo entre o volume do encéfalo e o peso

Para testar a hipGtese, precisamos de realizar um teste de correlacdo de
Pearson (Tabela 4.16), pois o volume do encéfalo e 0 peso sdo ambos variaveis

numéricas, com distribuicdo normal.

Tabela 4.16 - Relagéo entre peso e volume do encéfalo. Dados originais deste estudo.

Correlacbes

Volume do Encéfalo

Peso Correlacdo de Pearson 0,834**
Sig. (bicaudal) < 0,001
N 24
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O valor-p do teste de correlacdo de Pearson € <0,001, sendo rejeitada a hipbtese
nula. Podemos assim afirmar que ha uma associacao linear significativa entre o volume
do encéfalo e o peso.

Aqui, o valor do coeficiente de correlacdo de 0,834 indica que existe uma
associacédo positiva forte entre o volume do cérebro e o peso, o que significa que, se 0

peso aumentar, o volume do cérebro aumentard significativamente.

R Linear = 0,695
140,0000

(]
120,0000

100,0000
(=151 e

80,0000

Volume do encéfalo (cm3)

60,0000

40,0000

Peso (Kg)

Figura 4.11 - Relac&o entre o volume do encéfalo e o peso. Dados originais deste estudo.

A partir do grafico de disperséo (Figura 4.12), podemos observar que 0s pontos
mostram uma tendéncia ascendente, o que também fornece evidéncia de que existe
uma associagédo linear positiva significativamente forte entre o volume do cérebro e o

peso. Quando o peso aumenta, também aumenta o volume do encéfalo.
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4.3.7. Relagdo entre o volume do hipocampo e a sindrome de disfuncéo

cognitiva

A principal questao a ser respondida neste trabalho, foi de verificar se o volume
do hipocampo era significativamente menor em pacientes com SDC. Devido a grande
variedade nas dimensfes dos pacientes, foi calculado o racio entre o volume do

hipocampo e o volume do encéfalo de forma a normalizar o volume do hipocampo.

Hipo6tese Nula: Nao ha diferenca no racio entre os volumes do hipocampo e do encéfalo

entre cdes com e sem SDC.

Hipb6tese Alternativa: Ha uma diferenca no racio entre os volumes do hipocampo e do

encéfalo entre cdes com e sem SDC.

Realizou-se um teste t de amostras independentes (Tabela 4.17), pois a SDC é
uma variavel categérica com duas categorias (sim, néo), e pretendemos verificar a

diferenca média no hipocampo / encéfalo entre caes com e sem SDC.

Tabela 4.17 - Relag&o entre o volume do hipocampo e sindrome de disfuncéo cognitiva. Dados originais

deste estudo.

Teste t para amostras independentes

Teste de Levene Teste t para Igualdade de Médias
SignificAncia
p p Diferenca
F Sig. t df  unilateral bilateral de médias

Hipocampo / Variéncias iguais 3,036 0,095 -7,011 22 <0,001 <0,001 -0,5391
Encéfalo assumidas
Variancias iguais -7,790 21,755 <0,001 <0.001 -0,5391

ndo assumidas

Realizou-se previamente um teste a igualdade de variancias. Neste caso, o
valor-p do teste de Levene para igualdade de variancias é 0,095 (p > 0,05), indicando
gue ndo ha diferenca significativa entre as variancias dos dois grupos. Podemos assim

assumir igualdade de variancias neste caso.

Assim sendo, podemos observar que o valor de p do teste t de amostras

independentes, assumindo variancias iguais, € menor que 0,001. Podemos assim
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rejeitar a hipotese nula e afirmar que existe uma diferenca estatisticamente significativa
no racio entre o volume do hipocampo e volume do encéfalo entre cdes com SDC e
cdes sem disfuncdo. Aqui, a diferenca média de -0,5391 indica que o racio médio é

significativamente menor entre os caes com SDC.
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Figura 4.12 - Racio hipocampo / encéfalo em cdes com e sem SDC. Dados originais deste estudo.

A partir do gréfico de barras (Figura 4.12), também podemos observar a clara
diferenca no récio entre cdes com SDC e aqueles que ndo apresentam doenca, sendo

gue a média € menor em cdes com SDC.

Embora as variaveis tenham distribuicdo normal, foi também realizado o teste de
Mann-Whitney (Tabela 4.18). O teste demonstra que existe uma diferenca
estatisticamente significativa no volume do hipocampo de cdes com e sem diagndstico
de SDC.
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Tabela 4.18 - Teste de Mann-Whitney. Relacéo entre racio hipocampo / encéfalo e diagnostico de

sindrome de disfun¢éo cognitiva. Dados originais deste estudo.

Hipétese nula Teste Sig.2b Decisédo
1 A distribuicdo de Hipocampo /  Amostras Independentes de <,001°¢ Rejeitar a hipotese
Encéfalo é igual nas Teste U de Mann-Whitney nula.

categorias de Disfuncéo

cognitiva.

a. O nivel de significancia é ,050.

b. A significancia assintética é exibida.

4.3.8. Relacédo entre o volume do hipocampo e pontuacdo do inquérito

Hip6tese Nula: Ndo ha relacéo entre o racio hipocampo / encéfalo e a pontuacao.

Hipdtese Alternativa: Existe uma relacdo entre o racio hipocampo / encéfalo e a

pontuacéo.

Para testar a hip6tese, precisamos de realizar um teste de correlacdo de
Spearman (Tabela 4.19), pois o racio hipocampo / encéfalo e a pontuacdo sédo ambas
variaveis numeéricas, ndo tendo a pontuacao no inquérito distribuicdo normal. O valor de
p deste teste é < 0,001 (p < 0,05). Podemos rejeitar a hipotese nula e afirmar que ha

uma associagao linear significativa entre o racio hipocampo / encéfalo e a pontuagao.

Tabela 4.19 - Relacgao entre o volume do hipocampo e a pontuacgao no inquérito. Dados originais deste

estudo.
Hipocampo /
Encéfalo Pontuacgao
Correlagéo de Hipocampo / Encéfalo Coeficiente de Correlagcéo 1,000 -, 795"
Spearman Sig. (2 extremidades) <,001
Pontuagédo Coeficiente de Correlacéo -,795™ 1,000
Sig. (2 extremidades) <,001

** A correlacéo é significativa no nivel 0,01 (2 extremidades).

50



Aqui, o valor do coeficiente de correlacdo de -0,795 indica que existe uma
associagdo negativa forte entre o racio hipocampo / encéfalo e a pontuagéo do inquérito,
0 que significa que, se a pontuagdo aumentar, o racio hipocampo / encéfalo diminuira

significativamente.

R? Linear = 0.657
225

Hipocampo / Encéfalo

Pontuacao

Figura 4.13 - Relac&o entre o racio hipocampo / encéfalo e a pontuagéo.

Do grafico de disperséo (Figura 4.13), podemos observar que os pontos mostram
uma tendéncia descendente, o que também fornece evidéncias de que ha uma
associacgao linear negativa significativamente forte entre o racio hipocampo / encéfalo e
a pontuacdo. Quando existe aumento do racio hipocampo / encéfalo, verifica-se uma

diminui¢cdo na pontuacao obtida no inquérito.
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4.4. Volume do encéfalo de acordo com trés sequéncias de

ressonancia

A segunda parte do estudo tentou verificar se era possivel otimizar a sequéncia
standard ponderada em T2 para medicdo do volume do encéfalo. Duas sequéncias

(rapida e ultra-rapida) foram comparadas com a sequéncia standard.

4.4.1. Andlise descritiva

Foram obtidos os volumes do encéfalo de 20 cdes apds trés sequéncias de
aquisicao distintas (standard, rapida e ultra-rapida) ponderadas em T2 (Figura 4.14 e
Tabela 4.20). A sequéncia standard demorou 3m 16s a realizar, enquanto a sequéncia
rapida demorou 56 s e a sequéncia ultra-rapida 26 s.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 6 17 18 19 20

11 12 13 14 15 1
B T2 Standard M T2Répida ™ T2 Ultra-Rapida

140
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o

2
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o

Figura 4.14 - Volume do encéfalo em cm?® de acordo com as trés sequéncias. Dados originais deste
estudo.
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Tabela 4.20 - Medicéo dos volumes dos encéfalos de acordo com as trés sequéncias. Dados originais
deste estudo.

Desvio-
N Intervalo Minimo Maximo Média padrao Variancia
T2 Standard (cm?®) 20 70,6 54,5 125,1 94,1 18,8 354,2
T2 Réapida (cm?®) 20 71,9 53,4 125,3 94,0 19,0 362,5
T2 Ultra-Rapida (cm®) 20 72,3 56,6 128,9 94,5 18,9 357,2

Foram realizados plots de Bland-Altman comparando a sequéncia standard e a
sequéncia rapida (Figura 4.15) e comparando a sequéncia standard com a sequéncia
ultra-rapida (Figura 4.16). O gréfico é utilizado para ver se as diferengas entre as duas
técnicas sao consistentes em toda a gama de medi¢Bes. Na comparacéao entre a técnica
standard e a técnica rapida todos os valores ficam entre os limites inferior e superior de
concordancia, existindo apenas um valor fora deste intervalo na comparacao entre a

sequéncia standard e a sequéncia ultra-rapida.
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Figura 4.15 - Plot de Bland-Altman comparando sequéncia standard e sequéncia rapida. Dados originais

deste estudo.
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Figura 4.16 - Plot de Bland-Altman comparando sequéncia standard e sequéncia ultra-rapida. Dados

originais deste estudo.

4.4.2. Diferenca entre a sequéncia standard e a sequéncia rapida

Hip6tese Nula: Nao ha diferenca no volume do encéfalo medido pela sequéncia

standard e pela sequéncia rapida.

Hip6tese Alternativa: Existe uma diferenca significativa no volume do encéfalo medido

pela sequéncia standard e pela sequéncia rapida.

Para testar esta hipotese, foi realizado um teste ndo paramétrico de Wilcoxon
para amostras emparelhadas. Como ilustrado na Tabela 4.21, o teste ndo encontrou
uma diferenga estatisticamente significativa entre os volumes do encéfalo medidos
através das duas técnicas. Logo, a hipétese nula de que nao existe diferenca no volume
do cérebro entre a sequéncia standard e a sequéncia rapida ndo pode ser rejeitada.
Pode-se concluir que a medigao do volume do encéfalo apés usar ambas as sequéncias

é semelhante.
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Tabela 4.21 - Teste de Wilcoxon comparando a sequéncia standard e a sequéncia rapida. Dados originais
deste estudo.

Hipotese nula Teste Sig.2P Decisdo

1 A mediana de diferencas ~ Amostras ,765 Reter a hipdtese nula.
entre a técnica standard e  Relacionadas de
a técnicarapida é iguala  Teste dos Postos
0. Sinalizados de

Wilcoxon

a. O nivel de significancia é ,050.

b. A significancia assintética é exibida.

4.4.3. Diferenca entre sequéncia standard e a sequéncia ultra-rpida

Hip6tese Nula: Nao ha diferenca no volume do encéfalo medido pela sequéncia

standard e pela sequéncia ultra-rapida.

Hipotese Alternativa: Existe uma diferenca significativa no volume do encéfalo medido

pela sequéncia standard e pela sequéncia ultra-rapida.

Para testar esta hipotese, foi novamente usado um teste de Wilcoxon para
amostras emparelhadas. Como ilustrado na Tabela 4.22, o teste ndo encontrou uma
diferenca estatisticamente significativa entre os volumes do encéfalo medidos através
das duas técnicas. Logo, a hipétese nula de que néo existe diferenca no volume do
cérebro entre a sequéncia standard e a sequéncia ultra-rapida também nao pode ser

rejeitada.

Tabela 4.22 - Teste de Wilcoxon comparando a sequéncia standard e a sequéncia ultra-rapida. Dados

originais deste estudo.

Hipotese nula Teste Sig.2P Decisdo
1 A mediana de Amostras Relacionadas de Teste dos Postos , 191 Reter a hipdtese
diferencas entre T2 Sinalizados de Wilcoxon nula.

Standard e T2 Ultra-
Rapida é igual a 0.

a. O nivel de significancia é ,050.

b. A significancia assintotica é exibida.
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4.4.4. Discussao

O obijetivo deste segundo estudo foi de tentar determinar se era possivel fazer a
medi¢cdo do volume do encéfalo usando sequéncias mais rapidas. Para tal, foram
comparados os volumes obtidos nas trés sequéncias e usado um teste de Wilcoxon para
amostras emparelhadas, comparado as duas sequéncias rapida e ultra-rdpida com a

técnica standard.

N&o foi encontrada diferenca estatisticamente significativa entre os volumes
medidos, permitindo-nos concluir que € possivel de obter estes dados paramétricos
usando sequéncias pouco onerosas em tempo. Ambas as sequéncias (rapida e ultra-
rapida) sdo bastante semelhantes a sequéncia standard e é assim possivel diminuir
significativamente o tempo do exame, quando o objetivo é apenas de fazer uma

mediacao do volume do encéfalo.
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5 Conclusao

5.1. Volume do hipocampo e sindrome de disfun¢éo

cognitiva em caes

Como conclusédo principal deste estudo, pode afirmar-se que existe uma
associagdo estatisticamente significativa entre o volume do hipocampo e o diagndéstico
de SDC.

Efetivamente, em caes com diagnéstico de SDC foi observada uma diminuigéo
do volume do hipocampo. As conclusfes retiradas deste estudo podem ajudar no
diagnéstico de SDC em cées, recorrendo a dados parameétricos objetivos, em
substituicdo de um inquérito feito aos tutores, auxiliando assim os veterinarios a

proporcionar um nivel superior de cuidados aos seus pacientes.

Estes resultados véo de encontro as medicdes de Dewey et al. (2021), no seu
estudo “Canine cognitive dysfunction patients have reduced total hippocampal volume

compared with aging control dogs” (8).

Podem-se apontar como limites deste trabalho o facto de terem sido utilizados
pacientes de varias ragas, com grande variabilidade de conformagfes cranianas, de ter
sido usado equipamento de baixo campo e de haver um nimero pequeno de animais
no estudo. Adicionalmente, o0 mesmo observador foi responsavel pela medicdo do

volume do hipocampo e pelo questionario realizado aos tutores.

Como continuacédo do presente trabalho, considera-se de interesse a realizacdo
de estudo com um maior nimero de animais, uma maior uniformidade de racas, e com
obtencéo de mais dados radiomicos, como a simetria hipocampal. O maior nimero de
animais podera também procurar correlacdo entre diferentes racas e o volume do
hipocampo. E sempre motivo de orgulho contribuir, nem que seja em pequena escala,

para o avanco do conhecimento cientifico
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5.1.1. Outras associa¢cdes

Além da concluséao principal, foram também observadas rela¢des estatisticamente
significativas entre o volume do hipocampo e a pontuacdo no inquérito e entre 0 peso
do animal e o volume do seu encéfalo. Nao foi encontrada relacdo estatisticamente
significativa entre o volume do hipocampo e a idade, entre a idade e o diagndstico de

SDC, entre a SDC e 0 sexo e entre 0 volume do hipocampo e 0 sexo.

A auséncia de relacdo entre a idade e o volume do hipocampo coincide com os
resultados de Kimotsuki T et al. (2005) na publicagao “Changes of Magnetic Resonance

Imaging on the Brain in Beagle Dogs with Aging” (9).

5.2. Avaliacédo do volume do encéfalo de acordo com trés

sequéncias

Em relacdo ao segundo estudo, foi possivel concluir que as duas sequéncias
rapida e ultra-rapida, com tempo de exame bastante inferior ao standard, permitem
avaliar o volume do encéfalo de forma fidedigna, resultando num ganho de 190
segundos, entre a sequéncia mais rapida e a sequéncia standard. Embora estas
sequéncias ndo tenham qualidade para diagndstico de lesGes intracranianas, podem ser
Gteis em estudos em que haja necessidade de medir o volume do encéfalo. Devido a
grande variacao no tamanho do encéfalo dos caes, o volume do encéfalo torna-se um

dado importante para normalizar dimensdes das estruturas intracranianas.
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Anexo 1 - Escala de avaliagdo SANRA (1).

Scale for the Assessment of Narrative Review Articles - SANRA

Please rate the quality of the narrative review article in question, using categories 0-2 on the following scale. For each aspect of
quality, please choose the option which best fits your evaluation, using categories 0 and 2 freely to imply general low and high quality.
These are not intended to imply the worst or best imaginable quality.

1) Justification of the article’s importance for the readership

The importance is not justified. 0
The importance is alluded to, but not explicitly justified. 1
The importance is explicitly justified. 2

2) Statement of concrete aims or formulation of questions

No aims or questions are formulated. 0
Aims are formulated generally but not concretely or in terms of clear questions 1
One or more concrete aims or questions are formulated. 2

3) Description of the literature search

The search strategy is not presented. 0
The literature search is described briefly. 1
The literature search is described in detail, including search terms and inclusion criteria. 2

4) Referencing

Key statements are not supported by references. 0
The referencing of key statements is inconsistent. 1
Key statements are supported by references. 2

5) Scientific reasoning
(e.g., incorporation of appropriate evidence, such as RCT5 in clinical medicine)

The article’s point is not based on appropriate arguments. 0

Appropriate evidence is introduced selectively.

Appropriate evidence is generally present. 2

6) Appropriate presentation of data

(e.g.. absolute vs relative risk; effect sizes without confidence intervals)

Data are presented inadequately. 0
Data are often not presented in the most appropriate way. 1
Relevant outcome data are generally presented appropriately. 2

Sumscore
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Anexo 2 — Parecer da Comisséo de Etica da Escola Superior de Tecnologia da Satde de Lisboa.

REFERENCIA INTERNA DO PROETO: CE-ESTeSL-N°.92-2022 - Antonio Almeida

TITULO DO PROJETO: Avaliagdo do volume do hipocampo por ressonéncia magnética em cées com sindrome de disfungéo cognitiva.
Tipo de Projeto/Estudo: Investigagao 2° ciclo

INVESTIGADOR/A RESPONSAVEL: Antonio Almeida

Equipa: Prof* Maria Jodo Carapinha
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RESPOSTA CE-ESTeSL: 26-10-2022

RESPOSTA: 22-01-2024

Exma. Senhora Professora Doutora Maria Jodo Carapinha
Exmo. Senhor Dr. Antdnio Almeida, estudante de mestrado

Apés os esclarecimentos, Comissao de Etica da Escola Superior de Tecnologia da Satide de Lisboa (CE-ESTeSL) aprovou por unanimidade a emissdo de parecer favoravel.

O presente parecer tem em consideragio a versdo submetida do projeto e demais documentagio enviada. Eventuais nestes a i de revisdo do presente parecer.

Lembramos que todos os estudos que envolvem a autorizagao dos participantes e a recolha de amostras e dados anonimizados e/ou codificados t&m de cumprir com o estabelecido no Regulamento Geral sobre a Protegao de Dados de 27 de abril
de 2016.

Por Gltimo, solicita-se que, ao abrigo do art® 19 da Lei 21/2014 de 16 de abril e do disposto no n® 23 da atual versdo da Declaragdo de Helsinquia, seja dado conhecimento & CE-ESTeSL do relatério final, com as conclusfes do estudo, bem como
de eventuais alteragbes ao protocolo de investigagio e demais informagdes tidas por relevantes.

Aproveitamos ainda para desejar o maior sucesso no desenvolvimento deste trabalho.
Com os melhores cumprimentos,

Rute Borrego
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Anexo 3 — Parecer da Comiss&o de Etica para a Investigagio e Ensino — Faculdade de Medicina

Veterinaria

FACULDADE DE
U [ISHUA ‘ UNIVERSIDADE MEDICINA VETERINARIA |
DE LISBOA e .
Comissao de Etica para a
Investigagdo e Ensino (CEIE)

Exmo. Senhor

Dr. Anténio Luis Videira Pinheiro
de Almeida

Faculdade de Medicina Veterinaria

Lisboa, 9 de janeiro de 2023

Assunto: Avaliacdo projeto de investigacdo — N/Ref? 003/2023

Vimos pela presente informar V.Exa. que a CEIE, apds ter avaliado as atividades que envolvem
manipulagdo de animais, no ambito do projeto de investigacdo “Avaliagdo do volume do
hipocampo por ressonancia magnética em cdes com sindrome de disfungéo cognitiva” considerou
que estdo salvaguardados os principios éticos e de bem-estar animal exigidos pela legislacéo
vigente e pelo codigo de boas praticas, pelo que aprovou a execugdo do protocolo experimental
nas instalagdes e servigos da FMV, conforme requerido por V.Exa.

Com os melhores cumprimentos,

Graga Ferreira Dias
Coordenadora da Comissao de Etica para a Investigagéo e Ensino

Avenida da Universidade Técnica — Pélo Universitario do Alto da Ajuda — 1300-477 — PORTUGAL
@ (351) 213 652 882
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Apéndice 1 - Consentimento informado para participa¢do em investigacéo.

TECNOLOGIA DA SAUDE

—_ ESCOLA SUPERIOR DE
[ DE LISBOA

Conselho de Etica

CONSENTIMENTO INFORMADO, LIVRE E ESCLARECIDO PARA PARTICIPACAO
EM INVESTIGACAO

Por favor, leia com atengdo a seguinte informagao. Se achar que algo estd incorreto ou ndo esta
claro, ndo hesite em solicitar mais informagdes. Se concorda com a proposta que lhe foi feita, queira
assinar este documento.

O titulo do projeto de investigacdo é “Avaliagdo do volume do hipocampo por ressonancia
magnética em cdes com sindrome de disfungdo cognitiva.”

Investigador principal:
Antodnio Pinheiro de Almeida
Telefone: (+351) 916926767

Introdugdo e propdsito do estudo

Aressondncia magnética (RM) é uma técnica de imagem usada principalmente em ambientes
médicos para produzir imagens de alta qualidade do interior do corpo. A tecnologia permite-nos
avaliar estruturas previamente inacessiveis in vivo, sendo possivel a obtengdo de dados bioldgicos,
tais como a dimensdo de estruturas anatomicas ou o volume de 6rgdos. A técnica é uma janela para
o encéfalo, sendo de particular interesse na area da neurologia e no estudo de doengas neuroldgicas.

A doenca de Alzheimer é uma doenca neurodegenerativa progressiva que se manifesta por
alteragdes cognitivas e comportamentais. Existem diversos marcadores bioldgicos que podem ser
usados para obter um diagnéstico médico, entre os quais o volume hipocampal, que pode ser medido
com recurso a ressonancia magnética e software de analise de imagem.

Em cdes, a sindrome de disfungdo cognitiva € uma doenga neurodegenerativa com
paralelismos em relagdo a doenga de Alzheimer. O diagnédstico é feito através de inquérito realizado
aos tutores, ndo existindo pardametros biolégicos objetivos que possam ser medidos e que sejam uteis
em ambiente clinico. Nestes animais, o elo entre o volume do hipocampo e a sindrome de disfungdo
cognitivo ndo estd tdo bem estabelecido.

O estudo pretender avaliar a possivel correlagdo entre o volume do hipocampo e a sindrome
de disfungdo cognitiva canina, com recurso a ressonancia magnética. A hipotese é de que, tal como
em pacientes humanos, também nos cdes existe redugdo da volumetria hipocampal em pacientes
com sindrome de disfungdo cognitiva.

Tipo de intervengao

O estudo ndo altera o plano clinico e terapéutico previamente estabelecido. A sua
participag@o consistird na realizagdo de uma aquisigdo de imagens de encéfalo em ressonancia
magnética, e num breve questiondrio de 13 perguntas acerca da saude do seu cdo.
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Selegdo de participantes

Serdo escolhidos para participar neste estudo cdes com e sem sinais de disfungdo cognitiva
que se apresentem para exames no Hospital Escolar e que necessitem de anestesia geral.

Participagao voluntaria

A participagdo neste estudo é totalmente voluntéria. A escolha de participar ou ndo neste
estudo é totalmente sua. O facto de escolher ou n3o participar neste estudo ndo vai alterar a
qualidade dos servigos e tratamentos que recebe. Caso escolha participar, podera desistir a qualquer
momento, bastando para isso informar o investigador.

Procedimentos

N3o serdo realizados exames adicionais como resultado da participagdo no estudo. O seu
seguimento enquadrar-se-a no seguimento habitual do seu cdo no Hospital Escolar da Faculdade de
Medicina Veterinaria.

Neste estudo, é proposta a aquisicao de sequéncias de RM para avaliar o volume do hipocampo e
relacionar essa informagdo com o grau de disfungdo cognitiva (caso presente) do se cdo. A avaliagdo
do grau de disfungdo cognitiva sera feita através de um questionario de 13 perguntas.

A ressonancia magnética é uma técnica de imagem usada principalmente em ambientes
médicos para produzir imagens de alta qualidade do interior do corpo. A tecnologia permite-nos
avaliar estruturas previamente inacessiveis in vivo, sendo possivel a obtengdo de dados biolégicos,
tais como a dimensdo de estruturas anatémicas ou o volume de 6rgaos. A técnica é uma janela para
o encéfalo, sendo de particular interesse na area da neurologia e no estudo de doengas neuroldgicas.

Os equipamentos de ressonancia magnética empregam um magneto potente capaz de
produzir um campo magnético principal que forga os protées em estudo a se alinharem com o campo.
Quando ¢ aplicado um impulso de radiofrequéncia especifico para os protes a estimular, existe
modificagdo do estado energético destes. Quando o impulso de radiofrequéncia é desligado, e a
medida que os atomos relaxam e se realinham com o campo magnético principal, existe libertagdo
da energia ganha pelo pulso de radiofrequéncia. A maquina de ressondncia magnética capta essa
energia e pode identificar a localizagdo dos &tomos e reconstruir uma imagem dos tecidos em estudo.

Utilizacao de dados

Os dados relativamente as diferengas obtidas do volume do hipocampo serdo analisados
para avaliar se existe relagdo entre o volume deste 6rgdo e a existéncia de sindrome de disfungdo
cognitiva.
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Riscos associados

Os cdes serdo sujeitos a um tempo de anestesia adicional inferior a 10 minutos. A anestesia
sera monitorizada por médico veterindrio anestesiologista, sendo interrompida imediatamente
perante qualquer intercorréncia detetada pelo médico anestesiologista. Os parametros vitais, tais
como a pressdo arterial, temperatura, capnografia e saturagdo de oxigénio serdo controlados. O
exame de ressonancia s sera realizado se durante a tomografia se verificar uma anestesia estavel.
O exame de ressonancia magnética ndo implica radiagdo ionizante e ndo tem risco para o seu cdo.

Beneficios

Este estudo ndo trara beneficios imediatos para o seu cdo, mas podera beneficiar no
diagnéstico de sindrome de disfungdo cognitiva canina noutros pacientes.

Custos e compensagoes

A sua participagdo neste estudo ndo tera quaisquer custos adicionais para si. Ndo lhe serd
dada nenhuma compensagdo, monetaria ou outra, pela sua participagdo neste estudo.

Confidencialidade

Todos os dados recolhidos durante este estudo sdo mantidos estritamente confidenciais.

Partilha de resultados

Os dados recolhidos durante o estudo poderdo ser partilhados com os restantes
membros da equipa de investigagdo, sempre que necessario. Autoriza que os membros da
equipa tenham acesso a esses dados. Compreende que, caso esta investigagdo venha a ser
publicada, todos os dados serdo mantidos andénimos e nenhuma informacdo sera
identificavel como sendo sua.

Contactos

Caso tenha alguma duivida sobre este estudo, seja antes ou durante a sua participagdo, ou
mesmo apos este ter terminado, pode contactar o Investigador Principal.

Quaisquer questdes sobre os seus direitos e deveres como participante, no
contexto deste estudo clinico, podem ser enderegados as seguintes entidades

independentes, que apreciaram e emitiram parecer favoravel para este estudo clinico:

e Conselho de Etica da Escola Superior de Tecnologia da Satde de Lisboa
* Comissdo de Etica para a Investigag3o e Ensino (CEIE) da Faculdade de Medicina Veterinaria
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Confirmo que expliquei G pessoa abaixo indicada, de forma adequada e inteligivel, os
procedimentos necessdrios ao ato referido neste documento. Respondi a todas as questées que
me foram colocadas e assegurei-me de que houve um periodo de reflexdo suficiente para a
tomada da decisGo. Também garanti que, em caso de recusa, ndo havera quaisquer
consequéncias.

Nome legivel do investigador/profissional de satide

Telefone/telemovel ...........cceueevrerverennns Email (caso possua) .........

PAERTTUREIPE. cscassiuinponsssomovnsnsonsiniexusoossmemi SRS ARG Data: ...... - Y -

Nome legivel da pessoa que CONSENte: ..........cuvrecunieriensinianns

Telefone/telemovel ..........covveeevereeinevunenees Email (caso possua) ...

Assinatura: DatE: s s Friisuss

Declaro ter lido e compreendido este documento, bem como as informagées verbais que me
foram fornecidas pela pessoa que acima assina. Foi-me garantida a possibilidade de, em
qualquer altura, recusar participar neste estudo sem qualquer tipo de consequéncias. Desta
forma, declaro que aceito participar neste estudo, e que tomo a minha decisdo de forma
inteiramente livre, e permito a utilizagdo dos dados que de forma voluntdria fornego, confiando
em que apenas serdo utilizados para esta investigacdo e nas garantias de confidencialidade e
anonimato que me sdo dadas pelo investigador.

ESTE DOCUMENTO E COMPOSTO DE 4 PAGINAS E E FEITO EM DUPLICADO:UMA
VIA PARA O INVESTIGADOR, OUTRA PARA A PESSOA QUE CONSENTE.
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Apéndice 2 — Escala da disfungado cognitiva do céo idoso.

— ESCOLA SUPERIOR DE
TECNOLOGIA DA SAUDE
— DE LISBOA

Escala da disfung¢édo cognitiva do cdo idoso

Com que frequéncia o seu cdo deambula ou
anda em circulos, sem diregdo aparente?
Com que frequéncia o seu cdo fixa o olhar nas
paredes ou no chdo?

Com que frequéncia o seu cdo fica preso atrds
de objetos, sem capacidade para os
contornar?

Com que frequéncia o seu cdo € incapaz de
reconhecer pessoas familiares?

Com que frequéncia o seu cdo vai contra
paredes ou portas?

Com que frequéncia o seu cdo se ausenta ou
evita receber festas?

Com que frequéncia o seu cdo tem dificuldade
em encontrar comida largada no chdo?

Comparando com hd 6 meses, houve agravar
do deambulamento sem dire¢éo aparente?
Comparando com hd 6 meses, fixa mais o
olhar nas paredes ou no chéo?

Comparando com hd 6 meses, o seu cdo
defeca / urina em locais onde ndo o fazia?
Comparando com hd 6 meses, tem mais
dificuldade em encontrar comida largada no
chdo?

Comparando com hd 6 meses, é mais incapaz
de reconhecer pessoas familiares?

Comparando com hd 6 meses, existe alguma
alteragdo no grau de atividade do seu cdo?

0-39 Normal 40-49 Em Risco

Nunca
o=1
o=1
o=1
o=1
o=1
o=1

Nunca
o=1

Muito

menos
o=1
o=1
o=1
o=1
o=1

Muito

mais
o=1

1x /més 1x /sem 1x/dia +1x /dia Resultado
o=2 o=3 o=4 o=5 =
o=2 o=3 o=4 o=5 =
o=2 o=3 o=4 o=5 =
o=2 o=3 o=4 o=5 =
o=2 o=3 o=4 o=5 =
o=2 o=3 o=4 o=5 =
1-30% 31-60% 61-99% S Resultado
das vezes dasvezes das vezes
o=2 o=3 o=4 o=5 S
Menos Igual Mais Mulfo Resultado
mais
o=2 o=3 o=4 o=5 =
o=2 o=3 o=4 o=5 E
o=2 o=3 o=4 g=5 =
Multiplicar
o=2 o=3 o=4 o=5 por 2
Multiplicar
o=2 o=3 o=4 o=5 por 3
Mais Igual M WS Resultad.
o=2 o=3 o=4 o=5 =
Total =

+50 Disfungdo cognitiva

Adaptado de http://rng.org.au/wp-content/uploads/2014/09/CCDR-scale-revised.pdf

Antdnio Pinheiro de Almeida

& 916926767

L7 bazooll@gmail.com

Nome do tutor:
Nome do paciente:
Idade:

NHC:

Mais informagbes : www.tomografia.vet
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Apéndice 3 — Resultados da medi¢éo do volume do hipocampo. Dados originais deste estudo.

Numero de

Identificacdo

27899
11249
28617
88446
71139
61048
22680
86706
20943
88094
86073
88066
87766
88150
88186
88206
88250
88258
65991
87558
88403
877
88388
16401

Peso (Kg)

13,8
12,4
48,9
12,5
20,9
49
13,3
28,2
18,5
8,8
14,4
34,5
2,8
7,2
6,4
35
33
37,1
19,1
21,1
28,1
6,7
26,5
3,4

Volume do
Hipocampo
(cm3)

1,00
1,21
1,31
1,01
1,08
0,60
1,18
1,17
1,06
1,55
2,30
1,57
0,81
0,96
1,15
1,63
1,22
2,45
1,34
1,70
1,53
0,93
1,65
0,84

Sexo

Fémea
Fémea
Fémea
Macho
Macho
Macho
Macho
Macho
Macho
Macho
Macho
Fémea
Fémea
Fémea
Macho
Macho
Macho
Macho
Macho
Fémea
Fémea
Macho
Macho
Fémea

Volume
Encéfalo
(cm3)

73,8
97,2
121,9
83,7
99,6
67,0
96,8
106,1
99,1
82,6
109,4
95,3
54,2
56,6
62,4
103,2
63,9
125,1
88,4
115,3
103,4
63,3
102,5
54,5

Pontuagdo
inquérito

71

50
51
69
54
50
59
54
64
59
43
34

35

34

38
35

Raga

Indeterminada
B.Francés
Dogue de Bordéus
Indeterminada
B.Francés
Yorkshire Terrier
B.Francés
Indeterminada
Indeterminada
WHWT
B.Francés
P.Belga
Chihuahua
Yorkshire Terrier
Indeterminada
Labrador
Caniche
Golden Retriever
Indeterminada
Bulldog
Pastor Australiano
Shih-Tzu
Indeterminada
Indeterminada

Encefalo/ Hipocampo

Peso

5,35
7,84
2,49
6,70
4,76
13,66
7,28
3,76
5,36
9,38
7,60
2,76
19,34
7,87
9,75
2,95
19,36
3,37
4,63
5,47
3,68
9,45
3,87
16,04

/ Cérebro

1,36
1,25
1,08
1,21
1,08
0,90
1,22
1,10
1,07
1,88
2,10
1,65
1,50
1,69
1,84
1,58
1,90
1,96
1,51
1,48
1,48
1,47
1,61
1,54

Idade
(Meses)

127
147
118
167
92
163
127
134
142
182
101
152
65
132
74
124
167
125
187
130
24
167
146
171

Sindrome de
Disfungdo
Cognitiva

Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim



Apéndice 4 - Resultados da medigdo do volume do encéfalo. Dados originais deste estudo.

Numero de Volume T2 Standard Volume T2 Rapida Volume T2 Ultra Rapida
Identifica¢do (cm3) (cm3) (cm3)
32942 102,8 102,6 103,5
28617 121,9 121,8 120,1
87558 115,3 116,0 112,6
27889 73,8 72,9 73,1
88402 96,2 96,5 96,4
88528 125,1 125,3 128,9
65991 88,4 89,0 88,3
88388 102,5 102,4 104,9
88403 103,4 104,0 103,5
88445 104,3 103,6 103,4
11249 97,2 97,4 99,6
88446 83,7 82,5 79,6
88466 80,6 81,2 81,8
20943 99,1 98,2 100,4
71139 99,6 100,3 101,2
61048 67,0 66,3 68,3
22680 96,8 97,3 96,9
877 63,3 63,9 63,3
86706 106,1 105,9 107,8
16401 54,5 53,4 56,6
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