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RESUMO
O consumo do alcool provou resultar em atrofia cerebral e deficiéncia cognitiva, mas
como as mudancas em estruturas especificas do cérebro estariam relacionadas as
alteracdes cognitivas € incerta. O estudo explorou alteracdes do volume da
substancia cinzenta cortical e subcortical apds um intervalo de 6 anos e sua relacao
com alteracBes executivas frontais e estado mental cognitivo global. Segmentacao
cortical e subcortical e corre¢cdes de imagens de ressonancia magnética (1,5 T)
adquiridas em 2010 (T1) e 2016 (T2) de 16 alcoolistas (14 homens, idade média
49,8 anos + 8.5 DP em T1 e 55.7 anos = 8.4 DP em T2) com uso prolongado de
alcool (média de 29,8 a 34,7 anos) foram realizados com o FreeSurfer. Os
resultados mostraram reducéo global dos volumes de substancia cinzenta e mais
especificamente em regides cerebrais, principalmente de &reas pré-frontais,
estruturas subcorticais e coOrtex do cerebelo, altamente relacionadas a funcéo
executiva e a condicdo de dependéncia. Mais importante ainda, a reducéo ao longo
do intervalo de 6 anos dos volumes de substancia cinzenta do polo frontal direito (p
<0,01) e do cortex cerebelar esquerdo (p <0,05) foi preditiva de mudancas no
desempenho executivo frontal e a reducdo do volume do putamen foi preditivo (p
<0,05) de mudancas do estado cognitivo global em alcodlatras. Sugerimos que a
combinacdo de andlise volumétrica da substancia cinzenta de areas cerebrais
especificas com um breve exame da performance frontal executiva e do estado
cognitivo global no decorrer do uso de alcool pode ser clinicamente relevante para

determinar o grau de comprometimento executivo e cognitivo no alcoolismo.

Palavras-chave: Alcoolismo, Substancia cinzenta, Volumetria, Acompanhamento,

Ressonancia Magnética.



ABSTRACT

Alcohol use has been long proven to result in brain atrophy and cognitive
deficiencies, but how changes of specific brain structures would be related to these
cognitive changes remains unclear. This study explored changes of gray matter
cortical and subcortical volumes of alcoholics after 6-years interval and their relation
to changes of frontal executive and global cognitive mental status. Cortical and
subcortical segmentation and corrections of magnetic resonance (1.5 T) images
acquired in 2010 (T1) and 2016 (T2) from 16 alcoholics (14 males, mean age 49.8
years = 8.5 SD in T1 and 55.7 years = 8.4 SD in T2) with long-term use of alcohol
(mean of 29.8 to 34.7 years) were performed using FreeSurfer. Results showed
global reduction of gray matter volumes and more specifically in brain regions, mostly
from prefrontal areas, subcortical structures and cerebellum cortex, highly related to
the executive function and drug dependence condition. More importantly, reduction
over the 6-year interval of gray matter volumes of right frontal pole (p < .01) and left
cerebellar cortex (p < .05) were predictive of changes of frontal executive
performance, and reduction of right putamen gray matter volume was predictive (p <
.05) of changes of global cognitive mental status in alcoholics. We suggest that
combination of volumetric analysis of gray matter from specific brain areas with brief
examination of frontal executive and global cognitive mental status over the course of
alcohol use may be clinically relevant to determine the degree of executive and

cognitive commitment in alcoholism.

Key Words: Alcoholism, Gray Matter, Volumetry, Follow-up, Magnetic Resonance.
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1. INTRODUCAO

1.1 Alcoolismo

O consumo de alcool é um grave problema de salude publica na atualidade e a
protecdo das populacbes através da prevencdo e reducdo do uso nocivo dessa
substancia é uma prioridade da saude publica e um dos objetivos da Organizagéo
Mundial de Saude (1). Define-se como "uso nocivo" o ato de beber que causa
consequéncias prejudiciais sociais e a saude do individuo, as pessoas ao seu redor e
para a sociedade em geral, bem como os padrdes de consumo que estdo associados

com o aumento do risco de efeitos adversos (2).

O élcool € uma substancia psicoativa com propriedades capazes de produzir
dependéncia. O consumo e os problemas relacionados ao &lcool variam amplamente
em todo o mundo, mas as taxas de alcoolismo e de morte relacionada permanecem
significativas na maioria dos paises (2). O uso nocivo do alcool esta entre os cinco
principais fatores de risco para doencas, incapacidades e morte em todo o mundo (3,
4). E um fator causal de mais de 200 doencas e condi¢ées de lesdo (5). O consumo
de alcool esta associado a um risco de desenvolvimento de problemas de salde como
a dependéncia, cirrose hepatica, canceres e lesdes a diversos 6rgaos (6). As ultimas
relacfes causais sugeridas por pesquisas sdo aquelas entre o consumo de alcool e a
incidéncia de doencas infecciosas como tuberculose e HIV / AIDS (7, 8, 9), bem como
entre o uso nocivo do alcool e o curso do HIV / AIDS (10).

Estima-se que cerca de 2 bilhdes de pessoas em todo o mundo consumam bebidas
alcodlicas e que 76,3 milhdes tenham diagndstico de transtorno mental e fagcam uso
de alcool, que é responsavel por 4% do total de anos de vida util perdidos (11).
Estatisticas da Organizacdo Mundial de Saude demonstram que 3,3 milhdes de
mortes sejam atribuidas ao consumo de alcool, mesmo quando o impacto benéfico de
padrées de consumo de baixo risco de uso do alcool em algumas doencas € levado
em conta. Assim, o uso nocivo de alcool representa 5,9% de todas as mortes em todo

o0 mundo (2).

O uso nocivo do alcool também pode ter sérias consequéncias sociais e econdmicas
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para as pessoas que convivem com o0 alcoolista e para a sociedade em geral, tais
como auséncia no trabalho, aumento da violéncia, danos conjugais e abuso infantil
(12).

1.2 Testes cognitivos em alcoolistas

O alcoolismo crénico é conhecido por prejudicar o desempenho de uma variedade de
funcdes cognitivas (13). Trivedi e colaboradores relataram que até 75% dos alcoolistas
desintoxicados tém algum tipo de disturbio cognitivo ou de memoria (14). Atencao,
memo©éria de trabalho, habilidades visuoespaciais, fungdes executivas e fluéncia verbal
tém se mostrado prejudicadas com o alcoolismo (15, 16).

Pacientes alcoolistas experimentam um padréo relativamente bem documentado de
declinio nas fungdes cognitivas e motoras, uma vez que este assunto tem sido objeto

de estudo e mensuracao através de testes clinicos hd mais de 4 décadas (17).

Um dos testes utilizados € o miniexame do estado mental (MEEM) que consiste em
um grupo de 11 perguntas e testes simples que sdo administrados ao paciente e se
propbe a avaliar cinco areas da funcdo cognitiva: orientacdo, registro, atencéo e
calculo, memodria e linguagem (18). Este método tem sido aplicado afim de demonstrar
os efeitos deletérios da intoxicacdo aguda e do consumo pesado do alcool, bem como

os efeitos protetores do consumo leve a moderado a longo prazo (19,20).

J& a bateria de avaliacédo frontal (FAB) é uma série de testes desenvolvida por Dubois
e colaboradores com o objetivo de analisar seis dominios das fun¢gbes executivas:
conceituacdo (conceituar as relagcbes entre dois objetos da mesma categoria),
flexibilidade mental, programacdo motora, sensibilidade a interferéncia, controle
inibitério e autonomia do ambiente (21). E, assim como o MEEM, é utilizado como

ferramenta para mensurar os efeitos do alcool (22,23).

Em um estudo de seguimento (24), os pacientes foram contatados, nhovamente, dois
meses apos a primeira avaliacdo, para reavaliacdo dos que mantiveram abstinéncia e
dos que recairam durante o periodo. Foi observado que, dos 20 dependentes de
alcool, onze recairam e nove se mantiveram abstinentes. Quanto aos resultados, 0s

pesquisadores constataram que os pacientes que recairam neste periodo mostraram,
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a época da desintoxicacao, pior desempenho nos testes que envolviam a inibicdo do
comportamento e a memaria operacional, assim como ja exibiam maiores alteracbes

frontais em relagéo aos que se mantiveram abstinentes.

Portanto, os déficits cognitivos encontrados nos dependentes de alcool,
principalmente das funcdes executivas (frontais), tém implicacdo direta no tratamento,
tanto para a escolha de estratégias a serem adotadas como para a andlise do
prognostico. Acredita-se que a avaliagdo neuropsicoldgica € muito importante para a
deteccao e avaliacdo da progressao dessas alteracfes e que a reabilitacdo cognitiva
tem papel relevante na recuperacdo dos déficits e reinsercdo psicossocial destes

pacientes (25).

1.3 Morfometria cerebral em alcoolistas

O tamanho do cérebro humano é tépico frequente de estudo nos campos da anatomia
e evolucao, sendo que os primeiros estudos em pacientes alcoolistas foram realizados
nos anos 30 pela medida do peso através da andlise post morten (26), com
subsequente introducdo dos métodos de imagem por pneumoencefalografia (27),
tomografia computadorizada (TC) (28) e ressonancia magnética (RM) (29).

No que tange a morfometria cerebral através de exames de imagem em alcoolistas 0os
primeiros estudos consistentes de pneumoencefalografia datam da década de 70, que
era utilizada para identificar e medir o alargamento ventricular. Tratava-se de uma
técnica invasiva e com alto grau de desconforto, pois consistia na injecao de ar nos
ventriculos cerebrais que se mostravam mais escuros que o restante das estruturas

intracranianas nas projecdes radiograficas, como verificado na figura 1 (30, 31).
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»
Figura 1 — Exames de pneumoencefalografia em pacientes alcoolistas exibindo a
esquerda dilatacdo ventricular de grau acentuado e simétrico associada a atrofia

cortical difusa de grau médio e, na imagem a direita, dilatacdo ventricular discreta com
atrofia cortical difusa de grau médio.

Fonte: Barini O. Arg. Neuro-Psiquiatr 1959.

A introducdo da tomografia computadorizada permitiu que houvesse grande aumento
da sensibilidade da deteccéo da atrofia cerebral em alcoolistas no inicio da década de
80 (28).

Com o avanco das técnicas radiologicas foi desenvolvida a ressonancia magnética,
com imagens de alta resolucdo, permitindo detalhamento de pequenas alteracdes,
inclusive milimétricas do parénquima encefalico, delineando processos atrdficos,

fornecendo detalhes importantes quanto a localizagéo e altera¢des funcionais (32).

Técnicas de andlises quantitativas possibilitaram estudar em trés dimensdes o cérebro
dos pacientes alcoolistas, permitindo com isso a mensuragdo e comparacdo do
volume de todo o cérebro e das estruturas cerebrais individuais (33). Estes estudos
volumétricos, combinados com especificidade anatémica e morfometria acurada de
poderosas ferramentas para analise automatizada do cérebro humano como o
Freesurfer (34), conduziram a elaboracdo de algumas hipoteses sobre a
susceptibilidade a toxicidade alcodlica em cada regido e correlagdes com testes

psicométricos (32).

Inicialmente estudos transversais demonstraram que a atrofia da substancia cinzenta
ocorre principalmente em algumas regifes especificas como o coértex frontoparietal,
lobo temporal mesial e nacleo caudado (35). Em seguida, foi demonstrada a relagéo

entre a suscetibilidade do cérebro idoso e a atrofia da substancia cinzenta decorrente
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do alcoolismo (36).

Outros estudos transversais de morfometria cerebral com base em ressonancia
magnética de individuos dependentes de &lcool que procuram tratamento durante
abstinéncia precoce de alcool (isto €, de 1 semana a 1 més de abstinéncia), mostraram
consistentemente que a perda de volume regional de substancia cinzenta € mais
proeminente no lobo frontal anterior, no lobo parietal posterior, no giro do cingulo, na
insula, no hipocampo e no cerebelo (37). A perda de volume da substancia branca no
abstinente recente é relatada em todos os quatro lobos, particularmente na substancia

branca frontal (38).

Estes modelos de trabalho demonstraram que outras diferengas individuais tais como
género interferem com o resultado das pesquisas, uma vez que estudos radiolégicos
tém evidenciado que para um equivalente grau de atrofia, as mulheres tém um
histérico mais curto e com menores doses de bebida alcodlica, sugerindo que o sexo

feminino seja mais suscetivel ao dano cerebral pelo alcool (39,40).

O passo seguinte consistiu no acompanhamento dos pacientes alcoolistas através de
modelos de estudos longitudinais, tendo como primeiro trabalho mais robusto o
desenvolvido por Pfefferbaum e colaboradores, no qual alcoolistas cronicos foram
acompanhados por 5 anos, evidenciando que a taxa de atrofia frontal esta

correlacionada com a quantidade de alcool consumida ao longo do tempo (41).

Trabalhos subsequentes com acompanhamento de pacientes alcoolistas em
tratamento demonstraram niveis variaveis de recuperacdo regional de volume de
substancia branca e cinzenta durante o primeiro ano de abstinéncia mantida (42,43).
Embora os alcoolistas demonstrem recuperacéo de volume regional com sobriedade
mantida, a maioria dos alcoolistas continua a demonstrar volumes significativamente
menores em regides cerebrais multiplas apés 6-12 meses de abstinéncia em

comparacao com os controles (38, 42).

Durazzo e colaboradores demonstraram recuperacéo significativa de volumes
regionais de substancia branca e cinzenta durante 7,5 meses de abstinéncia, sendo
gue a taxa de mudanca de volume para substancia branca regional foi maior durante
os primeiros 30 dias de abstinéncia e a recuperacéo de volume nao foi influenciada
por comorbidades médicas, psiquiatricas ou uso de substancias indevidas. Entretanto,

alcoolistas fumantes mostraram menor recuperagdo da substancia cinzenta cortical
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frontal e total com o aumento da idade do que alcoolistas ndo fumantes. Apesar da
significativa recuperacéo de volume regional, alcoolistas fumantes e ndo fumantes
continuaram a demonstrar volumes de substancia cinzenta significativamente
menores na maioria das regides apdés 7,5 meses de abstinéncia sustentada em

relacdo aos pacientes saudaveis (44).

7

A possibilidade de predizer o sucesso do paciente com tratamento é objeto de
investigacdo, uma vez que foi demonstrado que a diminuicdo da integridade
macroestrutural (como evidenciado pelos déficits de volume) do cértex cingulado
anterior rostral e caudal direito e da substancia cinzenta frontal direita total servem
como marcadores endofenotipicos de risco de recidiva aumentado apds o tratamento

do transtorno de dependéncia do alcool (45).

Conhecimento sobre o curso natural do envelhecimento e o efeito adicional do
alcoolismo sobre o cérebro e o seu desempenho fazem-se pertinentes uma vez que

nunca foram estudados antes de forma t&o profunda.
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2 OBJETIVOS

Este estudo representa a continuidade do estudo iniciado em 2010 (46) no qual foram
realizadas medi¢6es volumétricas da substéncia cinzenta dos segmentos corticais e
subcorticais de ambos os hemisférios cerebrais em 60 alcoolistas. Nas analises de
regressao multipla incluindo todas as estruturas como variaveis independentes e 0
desempenho frontal ou cognitivo global como variaveis dependentes foram
observados que os volumes da substancia cinzenta dos cortices frontal médio rostral
e cerebelar esquerdos foram preditivos do desempenho executivo frontal, enquanto
nenhuma estrutura foi preditiva do desempenho cognitivo global.

Para o melhor entendimento dos efeitos do alcool sobre o sistema nervoso central e
da analise de lesdes ndo detectaveis pelos métodos diagndsticos tradicionais, 0
presente estudo teve como objetivo demonstrar a utilidade dos protocolos de
ressonancia magnética com volumetria e pds-processamento para melhor
quantificacdo dos danos cerebrais, avaliando as mudancas volumétricas cerebrais em
alcoolistas cronicos no intervalo de 6 anos, correlacionando-os com desempenho

executivo frontal e cognitivo.

Nossa hip6tese € que pacientes alcoolistas ndo submetidos a qualquer intervencao
durante o periodo de 6 anos apresentem reducédo volumétrica da substancia cinzenta
de estruturas corticais e subcorticais, bem como piora no estado cognitivo global e na
funcdo executiva frontal. Nosso objetivo € tentar estabelecer quais estruturas
cerebrais poderiam estar relacionadas com tais déficits cognitivos globais e na funcdo

executiva frontal.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Pacientes

Materiais e métodos foram descritos previamente em detalhes (46), mas de forma
geral no ano de 2010 teve o inicio do estudo de 74 pacientes ambulatoriais do
Programa de Atendimento ao Alcoolista do Hospital Universitario Cassiano Antdnio
Moraes, do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Espirito Santo
(PAA/HUCAM/CCS/UFES), dos quais 60 aceitaram participar do estudo.

A selecao dos pacientes neste estudo foi realizada durante a consulta com o médico
do PAA/HUCAM/CCS/UFES, sendo o paciente avaliado e informado sobre o estudo
e objetivo deste na investigacdo e das eventuais alteragcbes no sistema nervoso
central ndo detectaveis pelos métodos diagndsticos tradicionais. Os pacientes que
aceitaram participar deste estudo foram submetidos a anamnese, analise de
prontuarios, sendo avaliados quanto as suas funcdes mentais, executivas e de

memoria através do MEEM e FAB.

Um dos critérios de incluséo para alcoolista foi o diagnéstico de dependéncia de alcool
(segundo o DSM 1V) e o consumo maior que 150 doses de bebidas alcodlicas / més
(1 dose de bebida alcodlica equivalente a 12 g de etanol puro) pelo menos 8 anos
antes da sua inclusdo no estudo para homens e consumo maior que 80 doses por

més durante pelo menos 6 anos antes do estudo para mulheres.

A partir de novembro de 2015 foi iniciada a reconvocacdo dos pacientes, sendo
evidenciado o falecimento de trés e éxito no contato com vinte pacientes, dos quais
quatro recusaram-se a realizar nova avaliagdo e dezesseis concordaram em
comparecer no setor de radiologia do HUCAM para submeterem-se a nova bateria de
exames, consistindo em anamnese, MEEM, FAB e exame de ressonancia, todos
realizados no mesmo dia para cada paciente. Nao se obteve sucesso no contato com
37 pacientes (Fig. 2). Os pacientes reconvocados foram informados do objetivo do
estudo em reanalisar e comparar a volumetria cerebral e testes clinicos, e assinaram

termo de consentimento livre e esclarecido.

Cabe ressaltar que o estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do
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Hospital Universitario Cassiano Anténio Moraes, do Centro de Ciéncias da Saude da
Universidade Federal do Espirito Santo (PAA/HUCAM/CCS/UFES) (registro
207/2009. Além disso, este estudo foi conduzido em estrita consonancia a Declaracéo
de Helsinque e de acordo com os padrdes éticos do Comité de Experiéncia Humana

da Universidade Federal de Espirito Santo, ES, Brasil, onde este estudo foi

conduzido.
T1 T2
(2010) 6 anos (2018)
PAASHUCAM/CCS/UFES
74 alcoolistas
., 37insucessos no contato
14 recusas «— ’,,----'* 3 mortes
v {7 .
/|~ 4recusas
&0 alcoolistas (52M, 8F) ] A .J’ 16 alcoolistas (14M, 2F)
Exame clinico J Busca ativa ’l Exame clinico

[eontate telefdnice)

( mmse, FAB |—>{ 1.5TRM GE Echospeed | [ mmsg, FaB J—3| 1.5TRM PHILIPS Achieva |

1]
TErrecao por teslel areads

alcoolistas de T2)

L

Freesurfer 5.3.0

(dos mesmos 16
[ (HUCANM)

Pas-processamento ]

Andlises de regresso multipla

Figura 2 — Fluxograma do protocolo experimental.

3.2 Aquisicéo das imagens

3.2.1 Exame base (T1)

Os pacientes foram submetidos a exames de RM que duraram em torno de 20 minutos
e foram excluidos da avaliagdo os pacientes com contraindicacdo absoluta e relativa
ao meétodo, a exemplo dos portadores implantes eletrénicos, como marca-passo

cardiaco, neuroestimulador e implante coclear.
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Os exames de RM foram realizados em aparelho de RM GE Echospeed de 1,5T (GE
Medical Systems, Milwaukee, WI) com bobina (antena) especifica para cranio de 8
canais, instalado no Servico de Radiologia do Hospital Evangélico de Cachoeiro de
Itapemirim, sem administragdo do meio de contraste venoso, com 0 seguinte

protocolo:

. T1, 3D, SPGR, isotropico, plano: sagital, matriz: tamanho do voxel: 1,55 mms3;
angulo de inclinagdo: 12° NSA: 2, TE: in fase, FOV: 28, TR: 8,9 ms, TE: 4,2 ms,

espessura: 1,3mm; matriz 512 x 512.

A sequéncia volumétrica ponderada em T1 foi escolhida por possuir alta resolucéo e
contraste, possibilitando perfeita diferenciacdo entre as substancias cinzenta e

branca.

3.2.2 Exame de seguimento (T2)

O exame de RM foi realizado em aparelho da marca e modelo Philips Achieva 1,5T
(Philips Medical Systems Nederland B.V., The Netherlands), com bobina de créanio de

8 canais, sem administracao do meio de contraste venoso, com o seguinte protocolo:

. T1, 3D, SPGR, isotrépico, plano: sagital, matriz: tamanho do voxel: 1,55 mm3;
angulo de inclinacéo: 12° NSA: 2, TE: in fase, FOV: 28, TR: 20.0 ms, TE: 4,8 ms,

espessura: 1,3mm, matriz 512 x 512.

3.3 Confiabilidade interscanner

Embora diferentes scanners tenham sido utilizados no T1 e no T2, trabalhos anteriores
nao demonstraram viés interscanner apreciavel (47, 48, 49, 50). Além disso, as
imagens realizadas em T1 dos 16 pacientes incluidos neste estudo foram todas

reprocessadas sob os mesmos parametros das imagens adquiridas em T2.
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3.4 Pés-processamento e analise das imagens

Todas as imagens foram transferidas para uma estacdo de trabalho (MacOS X
Yosemite, versdo 10.10, com 16 GB de memoria RAM e 6 nucleos Intel Xeon E5 de
3,5 GHz) localizados no Setor de Radiologia do Hospital Universitario Cassiano
Anténio de Moraes do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do
Espirito Santo. A segmentacéo cortical e subcortical e correcdes foram realizadas
usando o] software FreeSurfer versao 5.3.0 (disponivel em
http://surfer.nmr.mgh.harvard.edu) por dois técnicos sob a supervisdo de um fisico
médico no local e suporte on-line de outro fisico médico com sete anos de experiéncia
com este software. Os detalhes técnicos destes procedimentos foram anteriormente
descritos (51, 52, 53).

Resumidamente, este processamento seguiu o fluxo padrdo de acordo com 0 NOSso

estudo anterior (46), incluindo:

a. Corre¢éo do movimento;

b. Remocédo de tecido ndo cerebral usando um procedimento de deformacéao
hibrido divisor de aguas / superficie;

C. Transformacg&o automatizada de Talairach;

d. Segmentacédo de substancia branca subcortical e estruturas de substéancia
cinzenta profunda, incluindo: talamo, hipocampo, amigdala, nacleo caudado, putamen

e ventriculos;

e. Normalizacdo de intensidade;

f. Diferenciagdo dos limites da substancia branca / substancia cinzenta;
g. Correcéao de topologia automatizada;

h. Deformacao da superficie e insuflacdo do cérebro.

Os resultados das segmentacfes automaticas foram revistos e os erros foram
corrigidos. Este procedimento de segmentacéao atribui uma marcac&o neuroanatémica
para cada voxel no volume da RM e o método é baseado na informacao probabilistica
estimada a partir do treinamento de uma série marcada manualmente.

Foi aplicada a teoria do campo aleatério de Markov, em que a probabilidade de
marcacao de um dado voxel ndo é calculada apenas em termos de intensidade de

escalas de cinza e probabilidades anteriores naquele voxel, mas também como uma
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funcdo das marcacfGes numa vizinhanca em torno do voxel em questéo (52). Isto é
importante para a obtencdo de uma correta separacao das estruturas, as quais tém
valores de escalas de cinza semelhantes, por exemplo, no hipocampo e na amigdala.
A conclusdo de uma etapa de pdés-processamento levou cerca de 14 a 16 horas por
individuo e foram implementados roteiros Unix usados para extrair os valores de
volume, area e espessura. Além disso, dentro dos roteiros, foi possivel acessar todas

as informacdes sobre as estruturas processadas de forma prética e rapida.

3.4.1 Composicéao das estruturas analisadas

Foram calculados os volumes de substancia cinzenta utilizando o software FreeSurfer
e as designacdes das seguintes regides de acordo com Desikan (53):

Composicéao do cortex pré-frontal:

. Cértex pré-frontal lateral constituido pela pars opercularis, pars triangularis,
frontal medial rostral, frontal medial caudal e polo frontal,

. Cortex pré-frontal medial constituido pelo cingulado anterocaudal, cingulado
anterior rostral e frontal superior;

. Cértex orbitofrontal constituido pela pars orbitalis, orbitofrontal lateral e
orbitofrontal medial.

Estruturas nédo-frontais:

. Lobo temporal constituido pelo temporal superior, temporal médio, temporal
inferior, margem do sulco temporal superior, fusiforme, temporal transverso, entorrinal,
polo temporal e parahipocampal.

. Lobo parietal constituido pelo parietal superior, parietal inferior, supramarginal,
pos-central, precuneus, cingulado posterior e istmo do cingulo.

. Lobo occipital constituido pelos giros occipital lateral, lingual, cuneus e
pericalcarino.

Substancia cinzenta subcortical e outros:

. Compostos pelo tadlamo, nucleo caudado, putamen, globo palido, amigdala,

hipocampos e cerebelo.
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3.5 Andalise dos resultados

Os dados sociodemograficos e testes clinicos sdo apresentados como porcentagem
ou média + desvio padrdo (DP).

O volume de substancia cinzenta das regides segmentadas do cortex pré-frontal (11
segmentos), todas as demais estruturas ndo-frontais que compdem cortex temporal
lateral ou medial, cortex parietal, cortex sensério-motor, cortex occipital, substancia
branca e cortex cerebelar (total de 26 segmentos), e estruturas subcorticais como a
amigdala, o talamo, nucleo caudado, putamen e globo pélido (no total de cinco
segmentos), foram examinadas considerando os lados esquerdo e direito como
medidas dependentes nas comparacdes entre T1 e T2. Estas comparacdes foram
feitas por testes t pareado e os valores de p foram corrigidos para comparacdes
multiplas pelo método de Bonferroni.

As diferengas (T2 — T1) dos volumes das substancias cinzentas das estruturas que
apresentaram diferencas estatisticamente significantes nas comparacdes entre T1 e
T2 foram introduzidas como variaveis independentes em analises de regressfées
multiplas, tendo como variaveis dependentes, as diferencas das pontuacdes obtidas
nos desempenhos dos testes clinicos cognitivos (FAB e MEEM), considerando um
subgrupo de pacientes sem mudangas ou com escores menores em T2 (pior
desempenho), e outro subgrupo com escores maiores em T2 (melhor desempenho).
Os dados obtidos por neuroimagem e por avaliacdo neuropsicologica foram
analisados através do programa estatistico SPSS (“Statistical Package for Social
Sciences”) 24.0 para Windows e as confecgbes graficas foram feitas empregando o
programa GraphPad Prism 7.0. Para andlise descritiva foram utilizadas a

porcentagem, média, mediana e desvio padrdo da média.

Em todas as andlises, foi considerado o valor de p < 0,05 para se considerar as

diferencas observadas como sendo estatisticamente significativas.
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4 RESULTADOS

Os dados sociodemograficos, padrées de uso do alcool e performance cognitiva sao

demonstrados na Tabela 1.

Tabela 1 — Caracteristicas sociodemograficas, padrdo de consumo de &lcool e
desempenho cognitivo global e executivo em alcoolistas (n = 16) examinados em 2010
(T1) e 2016 (T2).

T1 T2 t-pareado p-valor
Caracteristicas sociodemogréficas
Idade [média (DP)] (min — max) 49,8 (8,5) 55,7 (8,4) t(15) = -95,0 < ,00071****
(39-72) (45 -78)
Género n (%) Masculino 14 (87,5%)
Feminino 2 (12,5%)
Anos de Até 5 4 (25,0%)
educacéo Entre6a9 6 (37,5%)
[media (DP)] Entre 10 a 13 6 (37,5%)
Acima de 13 0 (0,0%)
Estado civil Solteiro 3(18,8%)
n (%) Casado ou unido estavel 11 (68,8%)
Divorciado 2 (12,5%)
Tabagismo Sim 11 (68,8%)
n (%) Nao 5 (31,3%)
Uso do alcool
Quantidade de alcool ingerida (doses/dia) 18,4 (19,4) 6,1 (5,8) t(15) = 2,27 ,038*
[média(DP)]
Anos de uso do alcool [média (DP)] 29,8 (7,9) 34,7 (7,3) t(15) =-8,11 p <,0001****
Dias de abstinéncia antes do estudo [média 189,6 (462,7) 289,9 (573,8) t(15)=-1,32 21
(DP)] (min - max) (1-1825) (1 —2190)
Performance executiva e cognitiva global
FAB pontuacdo total 12,0 (3,1) 12,8 (4,1) t(15) =-1,03 32

Diferenca do FAB (T2-T1)
Piora ou sem mudanca (50%, n = 8)
Melhora (50%, n = 8)
MEEM pontuacéo total 25,9 (4,5) 26,3 (4,1) t(15)=-,63 .54
Diferenca do MEEM (T2-T1)
Piora ou sem mudanca (68,75%, n = 11)
Melhora (31,25%, n = 5)

FAB: Frontal Assessment Battery; MEEM: Miniexame do estado mental.
*p < 0.05; ****p < 0.0001
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4.1 Caracteristicas sociodemograficas

A maioria dos individuos alcoolistas inclusos no estudo foi do sexo masculino (87,5%),
com idade média de 49,5 £8,5 anos em T1 e de 55,7 £8,4 anos em T2. A maior parte
dos pacientes era casado ou mantinha relacionamento estavel (68,8%), sendo que
percentual semelhante foi encontrado para aqueles que se declararam fumantes
(68,8%). A maior parte dos pacientes relatou entre 6 e 9 anos (37,5%) ou entre 10 e
13 anos de educacao (37,5%).

4.2 Padrdo do uso do alcool

A amostra apresentou uma histéria de uso prolongado (T1 = 29,8 + 7,9 anos de
consumo / T2 = 34,7 £ 7,3 anos de consumo) e pesado de alcool, notadamente no T1
em que a média foi de 18,4 + 19,4 doses/dia, havendo uma redugéo significante
(p=0,038) do consumo no T2 (6,1 + 5,8 doses/dia) (Tab. 1).

Como ndo foi realizada qualquer exigéncia ou intervencdo, o tempo médio de
abstinéncia prévio a realizacdo dos exames variou bastante em ambas ocasifes (T1
= 189,6 + 462,7 dias / T2 = 289,9 + 573,8 dias).

4.3 Testes cognitivos

Os alcoolistas neste estudo apresentaram um desempenho médio de 25,9 + 4,5
pontos no MEEM no T1, sendo que no T2 foi observada melhora discreta com
pontuacdo media de 26,3 £ 4,1. Melhora semelhante foi observado no FAB, no qual
verificou-se discreta melhora dos resultadosno T2 (T1 =12,0+£3,1/T2=12,8+4,1)
(Tab. 1). Entretanto, 11 (68,75%) dos 16 alcoolistas ndo apresentaram mudancga ou
tiveram diminuicao das pontuacdes do MEEM, enquanto cinco (31,25%) foram os que
apresentaram aumento das pontuacdes no desempenho deste teste. Quanto ao FAB,

oito (50%) dos 16 alcoolistas ndo apresentaram mudancga ou tiveram diminui¢cao das
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pontuacdes, enquanto os oito restantes (50%) apresentaram melhora, por aumento

das pontuacdes, no desempenho deste teste (Tab. 1).

4.4 Ressonancia magnética estrutural e segmentacéao

4.4.1 Segmentacao frontal

A Tabela 2 mostra volumes normalizados dos segmentos frontais, do cortex pré-frontal
total e separado por hemisfério (esquerdo ou direito) e subdivisbes do cOrtex pré-
frontal.

O volume total da substancia cinzenta do cortex pré-frontal reduziu em torno de 6.1%

(p = 0,0003) no intervalo de seis anos, sendo esta reducdo expressiva no hemisfério

esquerdo (6.0%, p = 0.0003), mas ndo no hemisfério direito (Tab. 2 e Fig. 3).
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Tabela 2 - Volumes (mm3) dos segmentos frontais normalizados pelo volume
intracraniano total (mm3) em alcoolistas examinados em 2010 (T1) e em 2016 (T2).

Divisdes do cortex pré-frontal (de acordo com Desikan e colaboradores, 2006).

Tempo do exame

Estatisticas

Volume dos segmentos / volume T1 T2
intracraniano (media + DP) (n=16) (n=16) % dif 2 t- df p-valor
pareado corrigido
Lobo Frontal
Esquerdo
Precentral ,0084 +,00096 ,0077 +,00055 -8,3 4,09 15 ,032*
Paracentral ,0021 +,00035 ,0021 +,00024 0,0 1,25 15 7,84
Cortex prefrontal ,0447 £+ ,00036 ,0420 £+ ,00030 -6,0 4,64 15 ,0003***
Lateral
Pars opercularis ,0027 £+ ,00046 ,0026 £ ,00040 -3,7 312 15 ,237
Pars triangularis ,0022 + 0,0042 ,0021 +,00037 -4,5 353 15 ,103
Frontal medial rostral ,0098 +,00107 ,0092 +,00088 -6,1 3,85 15 ,053
Frontal medial caudal ,0038 +,00049 ,0037 +,00060 -2,6 1,19 15 8,65
Polo frontal ,0005 +,00010 ,0004 +,00008 -20 365 15 081
Medial
Cingulado anterocaudal ,0011 +,00034 ,0011 +,00032 0,0 -199 15 28,73
Cingulado anterior rostral ,0015 +,00025 ,0015 +,00021 0,0 -131 15 30,51
Frontal superior ,0136 +,00153 ,0128 +,00130 -5,9 503 15 ,005**
Orbitofrontal
Pars orbitalis ,0013 +,00026 ,0012 +,00022 1,7 399 15 ,039*
Orbitofrontal lateral ,0047 +,00041 ,0043 +,00040 -8,5 532 15 ,003**
Orbitofrontal medial ,0034 + ,00037 ,0031 +,00035 -8,8 321 15 196
Direito
Precentral ,0082 +,00099 ,0076 +,00033 -7,3 331 15 163
Paracentral ,0024 + ,00033 ,0024 +,00034 0,0 -122 15 30,76
Prefrontal cortex ,0449 + 00038 ,0450 +,00035 0,2 ,096 15 924
Lateral
Pars opercularis ,0023 +£,00051 ,0021 +,00035 -8,7 2,48 15 ,860
Pars triangularis ,0026 +,00042 ,0024 +,00038 -1,7 399 15 ,039*
Frontal medial rostral ,0102 +,00095 ,0097 +,00107 -4,9 2,78 15 ATT
Frontal medial caudal ,0034 +,00058 ,0034 +,00055 0,0 -006 15 338
Polo frontal ,0008 +,00017 ,0006 +,00011 -25 4,48 15 ,015*
Medial
Cingulado anterocaudal ,0014 +,00031 ,0014 +,00033 0,0 ,060 15 32,4
Cingulado anterior rostral ,0014 +,00024 ,0013 +,00020 -7,1 797 15 148
Frontal superior ,0130 +£,00131 ,0124 +,00098 -4,6 3,17 15 ,213
Orbitofrontal
Pars orbitalis ,0017 +,00031 ,0016 +,00026 -5,9 1,98 15 2,26
Orbitofrontal lateral ,0047 +,00052 ,0043 +,00047 -8,5 3,88 15 ,050*
Orbitofrontal medial ,0035 +,00052 ,0030 +,00035 -14.3 4,05 15 ,035*
Cértex Prefrontal total ,0896 +,00073 ,0841 +,00062 -6,1 4,667 15 ,0003***

296 dif = (média T2 — média T1)*100/média T1. * p < 0,05, ** p < 0,01 quando comparado a T1 (teste-t

pareado).
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Figura 3 — Volumes da substancia cinzenta (mm?3) normalizado para o volume
intracraniano (vic em mm?3) do (A) coértex pré-frontal (CPF) e lobos temporal (TEMP),
parietal (PAR) e occipital (OCC), e; (B) separados em hemisférios esquerdo e direito,
em 16 alcoolistas examinados em 2010 (T1) e seis anos depois, em 2016 (T2), cuja
segmentacao foi obtida por reconstrucéo automatica do cortex cerebral pelo programa
FreeSurfer de dados de imagem de ressonancia magnética de alta resolugédo em T1.
** p <0,01; *** p <0,001; *** p <0,0001 (teste t pareado corrigido para comparacoes
multiplas de Bonferroni).
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Entretanto, considerando-se o0s segmentos individualmente, varios deles
apresentaram reducdes significantes de volume em ambos os hemisférios (Fig. 4).
Volumes especificos do giro frontal superior (5,9%; p = 0,005), pars orbitalis (7,7%; p
= 0,039) e orbitofrontal lateral esquerdos (8,5%; p = 0,003), bem como da pars
triangularis (7,7%; p = 0,039) e orbitofrontal lateral (8,5%; p = 0,05) a direita foram
significativamente menores em alcoolistas no T2 quando comparado com T1. Ainda
no hemisfério direito, o polo frontal foi a regido que apresentou a maior reducéo apos
a reavaliacdo (25%; p = 0,015), seguido pelo orbitofrontal medial direito (14,3%; p =
0,035).

Alcoolistas

T1 (2010) T > T2 (2016)
Lateral
r D E D
Medial

3 D E
Figura 4 — Imagens das médias dos cérebros dos alcoolistas (n = 16) obtidas através
da segmentacdo por reconstrucdo automatica do coOrtex cerebral pelo programa
FreeSurfer de dados de imagem de ressonancia magnética de alta resolucdo
realizadas em 2010 (T1l) e em 2016 (T2) em suas faces lateral e medial dos
hemisférios esquerdo (E) e direito (D). E: 1 = frontal superior, 2 = pré-central, 3 = pos-
central, 4 = supramarginal, 5 = parietal inferior, 6 = pars orbitalis, 7 = orbital frontal
lateral, 8 = temporal inferior, 9 = occipital lateral, 10 = lingual; D: 11 = pds-central, 12
= pars triangularis, 13 = occipital lateral, 14 = orbital frontal lateral, 15 = polo frontal,
16 = orbital frontal medial, 17 = istmo do cingulado, 18 = lingual. * p < 0,05; ** p < 0,01,

*** n < 0,001; **** p < 0,0001 (teste t pareado corrigido para comparacdes multiplas
de Bonferroni).
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Com relacéo ao giro pré-central, apenas do hemisfério esquerdo apresentou reducao
significante em T2 (8,3%; p = 0,032).

4.4.2 Segmentacao temporal, parietal e occipital

A Tabela 3 mostra volumes normalizados dos segmentos temporais, parietais e
occipitais, totais e separados por hemisférios (esquerdo ou direito).

O volume total do lobo temporal foi reduzido em 6,5% no intervalo de seis anos (p =
0,0006). O volume do lobo temporal esquerdo foi 6,8% (p=0,0005) menor no reexame,
sendo que os segmentos temporal superior e temporal inferior apresentaram reducao
estatisticamente significante, respectivamente de 7,5% (p = 0,013) e 9,9% (p = 0,005).
Enquanto isso, nenhum segmento do lobo temporal direito apresentou diferenca
significante isoladamente, mas quando somados houve uma reducéo de 5,9% (p =
0,001) (Tab. 3 e Fig. 3.).

O volume total do lobo parietal foi reduzido em 6,1% em T2 (p = 0,001). O lobo parietal
direito exibiu redu¢cdo um pouco maior que o contralateral (6,1%; p = 0,001 a direita
versus 5,7%; p = 0,002 a esquerda). Os segmentos pos-central (10,3%; p = 0,001) e
istmo do cingulo (6,3%; p = 0,037) direitos tiveram reducdo estatisticamente
significante, e do lado esquerdo o parietal inferior (6,4%; p = 0,018), supramarginal
(5,9%; p = 0,008) e pbs-central (9,8%; p = 0,004) se apresentaram significativamente
menores.

O volume total do lobo occipital foi reduzido em 8,3% (p < 0.0001) apds seis anos. A
reducdo foi maior a direita (9,2%; p = 0,0001) do que a esquerda (7,4%; p = 0,0001).
Os segmentos occipital lateral (9,2%; p = 0,002) e lingual (7,1%; p = 0,038) esquerdos
tiveram reducdo estatisticamente significativa, enquanto no hemisfério direito apenas
o occipital lateral (10,7; p = 0,0001) obteve resultado semelhante.

Salienta-se que o hemisfério esquerdo apresentou maior quantidade de segmentos
significativamente reduzidos, sendo sete segmentos (temporal superior, temporal
inferior, parietal inferior, supramarginal, pdscentral, occipital lateral e lingual) a
esquerda versus trés segmentos (pds-central, istmo do cingulo e occipital lateral) no

hemisfério direito. Estas diferencas estdo também ilustradas na Figura 4.
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Tabela 3 - Volumes (mm3) dos segmentos temporais, parietais e occipitais normalizados pelo
volume intracraniano total em alcoolistas (n = 16) examinados em 2010 (T1) e 2016 (T2).

Grupos Estatisticas
Segmento/Volume intracraniano T1 T2 % dif @ t- df p-valor
(média £ DP) pareado corrigido
Esquerdo Lobo temporal ,0351 +,00031 ,0327 +£,00029 -6,8 442 15 ,0005***
Temporal superior ,0080 +,00095 ,0074 £+ ,00085 -7,5 452 15 ,013*
Temporal médio ,0070 +,00089 ,0064 + ,00058 -8,6 363 15 ,008
Temporal inferior ,0071 + ,00074 ,0064 + ,00081 -9,9 502 15 ,005**
Margem do sulco temporal superior ,0017 +,00026 ,0016 +,00023 -5,9 181 15 3,05
Fusiforme ,0062 +,00072 ,0060 +,00079 -3,2 1,40 15 6,18
Temporal transverse ,0007 £,00015 ,0007 £,00013 0,0 268 15 ,583
Entorrinal ,0013 +,00029 ,0013 +,00023 0,0 -542 15 20,2
Polo temporal ,0015 +,00031 ,0014 +,00018 -6,7 164 15 4,16
Parahipocampal ,0015 +,00022 ,0014 +,00020 -6,7 3,69 15 ,074
Lobo parietal ,0382 + 0,0024 ,0360 +,00002 -5,7 3,79 15 ,002**
Parietal superior ,0080 + ,00064 ,0076 + ,00085 -5,0 2,44 15 ,941
Parietal inferior ,0078 +,00074 ,0073 +£,00072 -6,4 439 15 ,018*
Supramarginal ,0067 +,00054 ,0063 + ,00056 -5,9 4,78 15 ,008**
Pds-central ,0061 +,00073 ,0055 +,00048 -9,8 515 15 ,004**
Precuneus ,0060 +,00067 ,0057 +,00058 -5,0 1,87 15 2,73
Cingulado posterior ,0020 +,00014 ,0020 +,00022 0,0 ,210 15 28,4
Istmo do cingulo ,0016 +,00019 ,0016 +,00023 0,0 2,09 15 1,85
Lobo occipital ,0148 +,00016 ,0137 +,00015 -7.4 542 15 <,0001****
Occipital lateral ,0076 +,00096 ,0069 +,00082 -9,2 554 15 ,002**
Lingual ,0042 + 00078 ,0039 +,00083 -7,1 4,01 15 ,038*
Cuneus ,0018 +,00018 ,0017 +,00018 -5,6 229 15 1,24
Pericalcarino ,0013 +,00020 ,0012 +,00020 -1,7 3,79 15 ,061
Insula ,0043 +,00041 ,0041 + 00031 -4,7 292 15 ,362
Direito  Lobo temporal ,0337 +,00027 ,0317 +,00030 -5,9 391 15 ,001 **
Temporal superior ,0072 +£,00074 ,0067 +,00061 -6,9 381 15 ,058
Temporal médio ,0073 +£,00084 ,0069 +,00069 -5,5 251 15 ,824
Temporal inferior ,0069 +,00068 ,0064 +,00091 -7,2 3,48 15 114
Margem do sulco temporal superior ,0016 +,00026 ,0015 +,00026 -6,3 1,43 15 5,84
Fusiforme ,0062 +,00075 ,0059 +,00087 -4,8 2,24 15 1,37
Temporal transverse ,0006 +,00009 ,0006 +,00007 0,0 3,04 15 ,280
Entorrinal ,0010 +,00026 ,0011 +,00023 +10 -3,28 15 171
Polo temporal ,0015 +,00028 ,0014 + ,00018 -6,7 3,02 15 ,295
Parahipocampal ,0013 +,00020 ,0012 +,00022 -1,7 353 15 ,103
Lobo parietal ,0393 +,00264 ,0369 + ,00214 -6,1 396 15 ,001**
Parietal superior ,0082 + ,00074 ,0076 + ,00095 -3,7 359 15 ,089
Parietal inferior ,0090 +,00107 ,0086 +,00111 -4,4 2,33 15 1,16
Supramarginal ,0066 +,00071 ,0062 +,00059 -6,1 3,03 15 ,288
Pds-central ,0058 + ,00063 ,0052 + ,00052 -10,3 567 15 ,001**
Precuneus ,0062 +,00060 ,0058 +,00063 -6,5 295 15 ,335
Cingulado posterior ,0020 +,00026 ,0020 +,00023 0,0 1,14 15 9,19
Istmo do cingulo ,0016 +,00023 ,0015 +,00019 -6,3 4,03 15 ,037*
Lobo occipital ,0153 +,00016 ,0139 +,00013 -9,2 721 15 <,0001****
Occipital lateral ,0075 +,00087 ,0067 +,00080 -10,7 8,92 15 <,0001****
Lingual ,0043 +,00069 ,0039 +,00072 -9,3 4,39 15 ,018*
Cuneus ,0020 +,00029 ,0019 + ,00026 -5,0 1,80 15 3,11
Pericalcarino ,0015 +,00025 ,0014 +,00025 -6,7 1,87 15 2,75
insula ,0043 +,00023 ,0041 + ,00046 -4,7 1,76 15 3,35
Lobo temporal total ,0688 + ,00056 ,0643 + ,00059 -6,5 4,30 15 ,0006***
Lobo parietal total ,0776 £ ,00494 ,0729 +,00436 -6,1 3,95 15 ,001**
Lobo occipital total ,0301 +,00315 ,0276 +,00028 -8,3 6,49 15 <,0001****

204 dif = (média T2 — média T1)*100/média T1. * p < 0,05, ** p < 0,01 quando comparado a T1 (teste-t pareado).



4.4.3 Segmentacao da substancia cinzenta subcortical e outros

A Tabela 4 mostra que houve reducgéo estatisticamente significante dos volumes
normalizados do caudado e coértex cerebelar de ambos os hemisférios. O volume do
caudado esquerdo foi em torno de 7,1% menor (p = 0,0005) e direito de 7,9% menor
(p = 0,0006) em T2, e do cortex cerebelar esquerdo por volta de 8,7% menor (p =
0,01) e direito 7,9% menor (p = 0,011) em T2. Ademais, o accumbens esquerdo foi

reduzido 12,5% (p = 0.001) e o putamen direito exibiu redugéo volumétrica em torno

de 12,1% (p = 0,007) em T2.

Tabela 4 - Volumes (mm3) de substancia cinzenta subcortical e outros segmentos
corticais normalizados pelo volume intracraniano total (mm3) em alcoolistas (n = 16)

examinados em 2010 (T1) e 2016 (T2).

Grupos Estatisticas
Segmento/Volume T1 T2 % dif 2 df p-valor
intracraniano pareado corrigido
(média £ DP)
Esquerdo
Talamo ,00475 £ ,00045 ,00474 £ ,00047 -0,2 ,06 15 15,19
Caudado ,00253 £ ,00022 ,00235 £ ,00022 -7,1 58 15 ,0005***
Putamen ,00384 +,00031 ,00362 +,00027 -5,7 2,6 15 ,295
Pélido ,00106 £ ,00018 ,00097 £ ,00013 -8,5 3,14 15 ,107
Acumbens ,00040 +,00008 ,00035 £ ,00008 -12,5 4,03 15 ,001**
Amigdala ,00098 £ ,00013 ,00092 £ ,00011 -6,1 2,01 15 1,00
Hipocampo ,00260 +,00025 ,00247 £ ,00028 -5,0 2,51 15 ,386
Cortex cerebelar ,03256 +,00267 ,02974 +,00281 -8,7 4,0 15 ,018*
Direito
Talamo ,00437 £,00048 ,00436 +,00046 -0,2 ,286 15 12,4
Caudado ,00264 £ ,00026 ,00243 £ ,00025 -7,9 5,80 15 ,0006***
Putamen ,00387 £ ,00056 ,00340 £ ,00044 -12,1 4,52 15 ,007**
Palido ,00111 £+ ,00014 ,00092 £ ,00012 -17,1 2,29 15 ,080
Acumbens ,00040 £ ,00009 ,00035 £ ,00006 -12,5 2,82 15 ,205
Amigdala ,00110 £,00024 ,00101 £ ,00014 ,8,2 1,82 15 1,42
Hipocampo ,00266 £ ,00022 ,00253 £ ,00031 -4,9 2,29 15 ,590
Cortex cerebelar ,03314 £+ ,00284 ,03053 £ ,00268 -7,9 4,24 15 ,011*

206 dif = (média T2 — média T1)*100/média T1, * p < 0,05, ** p < 0,01 quando comparado a T1 (teste-t

pareado).
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4.4.4 Analises de regressodes lineares multiplas

Nestas andlises as diferencas (T2 — T1) dos volumes da substancia cinzenta de todas
as estruturas corticais e subcorticais dos hemisférios que foram alteradas
significantemente nas analises anteriores, do lado esquerdo (frontal superior, pars
orbitalis, orbital frontal lateral, pars triangularis, temporal superior, temporal inferior,
parietal inferior, supramarginal, pds-central, occipital lateral, lingual, caudado,
accumbens, cortex cerebelar) e do lado direito (polo frontal, orbital frontal lateral,
orbital frontal medial, pos-central, istmo do cingulo, occipital lateral, lingual, caudado,
putamen, cértex cerebelar) foram consideradas varidveis independentes e as
diferencas de desempenho cognitivo (T2 — T1) consideradas como variaveis
dependentes. Além disso, observamos que um subgrupo de pacientes apresentou
manutencdo ou piora do desempenho e outro subgrupo apresentou melhora do
desempenho tanto da FAB quanto do MEEM (Tab. 1). Assim, consideramos relevante
investigar as estruturas que poderiam ser preditoras da piora e da melhora do
desempenho separadamente.

As tabelas 5, 6 e 7 fornecem detalhes dos resultados das analises das regressdes
multiplas incluindo as estruturas cujas variacdes de volume se mostraram preditoras
das variacdes de desempenho da FAB e MEEM nestes subgrupos. A representacao

grafica destes resultados esta apresentada na figura 5.

4.4.4.1 FAB

4.4.4.1.1 Desempenho em T2 igual ou inferior ao de T1

O modelo de regressao linear das estruturas cujas mudancas de volume se mostraram
preditoras do desempenho frontal, considerando a ndo alteragdo ou uma piora no
intervalo de seis anos, foi representada pelo polo frontal direito e o giro temporal
inferior esquerdo, perfazendo 82,7% da variancia das diferengas no desempenho da
FAB, F(2,5) = 17,74; p < 0,01; R? = 0,827; IC 95% [0,199; 3,62]. As variacdes dos
volumes da substancia cinzenta de cada uma destas estruturas apresentaram
correlacdes da ordem zero significantes de acordo com a variagdo do desempenho
da FAB (Tab. 5), mas somente o polo frontal apresentou correlacdo parcial

estatisticamente significante (p < 0,01) no modelo completo (Figura 5a).
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Tabela 5 — Performance no FAB em T2 igual ou menor que T1 relacionado as
diferencas de volumes de estruturas cortical e subcortical em alcoolistas (n=8).

Zero-Order r

Variavel PF D dif TI E dif FAB dif B sr? b
TI E dif 436  ,498* 247 2158,2
PF D dif -,075 ,686  9398,3
, 793** ,831**
Intercept = 1,91
Média -,0002 -,0006 -1,5
DP ,00017 ,00046 2,0 R2=,827*

*p <,05, **p<,01
PF D = Polo frontal direito, TI E= Temporal inferior esquerdo

Tabela 6 - Performance no FAB em T2 maior que T1 relacionado as diferencas de
volume de estruturas cortical e subcortical em alcoolistas (n=8).

Zero-Order r/

Variavel CC E dif FAB dif B Sr2 b
CC E dif ,189* ,622 497,8
,789*
Intercept = 4,78
Média -,0033 3,1
DP ,00354 2,2 R2= ,56*
*p<,05

CC E = Cértex cerebelar esquerdo
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Figura 5 — Andlises de Regressédo Linear entre as diferencas (T2 — T1, sendo T1
avaliacao realizada em 2010 e T2 realizada em 2016) do desempenho da (a.) bateria
de avaliacéo frontal (FAB), em um subgrupo de alcoolistas (n = 8) que apresentaram
pontuacdes igual ou menores em T2 (T2 < T1) e em outro subgrupo (n = 8) cujos
alcoolistas apresentaram pontuagdes maiores em T2 (T2 > T1) e (b.) fungdo cognitiva
global (MEEM) em um subgrupo de alcoolistas (n = 11) que apresentaram pontuacées
igual ou menores em T2, e as diferencas dos volumes (a.) da substancia cinzenta do
polo frontal direito e do cortex cerebelar esquerdo e (b.) do putamen direito. * p < 0,05;
**p <0,01.

4.4.4.1.2 Desempenho em T2 superior ao de T1

Das variagfes dos volumes das substancias cinzentas das estruturas incluidas na
analise, apenas a variacdo do volume do cortex cerebelar esquerdo se mostrou
preditor de uma melhora no desempenho na fungéo executiva frontal (p = 0,02) (Tab.
6, Fig. 5a). Esta estrutura responde por 56% da varidncia das diferencas no
desempenho da FAB, F(1,6) =9,9; p = 0,02; R? = 0,56; IC 95% [2,96; 6,59].
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4.4.4.2 MEEM

4.4.4.2.1 Desempenho em T2 igual ou inferior ao de T1

Das estruturas incluidas na analise, apenas a variagcdo do volume do putamen do
hemisfério direito se mostrou preditor de um desempenho em T2 igual ou pior ao de
T1 (p = 0,015) (Tab. 7, Fig. 5b). Esta estrutura responde por 44,7% da variancia das
diferencas no desempenho do MEEM, F(1,9) = 9,1; p = 0,015; R? = 0,447; IC 95% [-
2,59; -0,85].

Tabela 7 — Performance no MEEM em T2 igual ou menor que T1 relacionado as
diferencas de volume de estruturas cortical e subcortical em alcoolistas (n=11).

Zero-Order r

Variavel Put D dif MEEM dif B sr? b
Put D dif -, 709* - ,503  -1769,9
,709*
Intercept = -1,72
Média -,0005 -,91
DP ,00049 1,2 R2= ,447*
*p<,05

Put D = Putamen direito

4.4.4.2.2 Desempenho em T2 superior ao de T1

As variacdes dos volumes da substancia cinzenta das estruturas incluidas nesta

analise ndo se mostraram preditoras do melhor desempenho do MEEM.
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5 DISCUSSAO

Enquanto os estudos transversais s6 podem fazer declaracdes sobre a variabilidade
interindividual, os estudos longitudinais tém a capacidade de avaliar a mudanca
intraindividual. Para apreciar os efeitos diferenciais das desordens decorrentes do
alcoolismo sobre as taxas de atrofia cerebral, € importante documentar alteracées nas
estruturas cerebrais associadas ao envelhecimento. Com maior sensibilidade e maior
poder para detectar mudancas anatdémicas do que estudos transversais, 0s estudos
longitudinais do envelhecimento do cérebro sdo de crescente interesse
(42,43,44,45,49).

Foram reavaliados dezesseis pacientes apés um periodo de 6 anos, mais
especificamente 5,8 anos (média de 2141 dias), sendo que 0s mesmos relataram uma
carga de consumo de alcool menor do que o apresentado no T1 (T1 = 18,4 + 19,4
doses/dia; T2= 6,1 + 5,8 doses/dia). Este fato ja foi verificado anteriormente na
literatura, uma vez que existem evidéncias que demonstram que os alcoolistas

pesados tendem a diminuir o grau de consumo com idade (54, 55).

5.1 Taxas de atrofia

Ao longo deste periodo, investigou-se mudancas estruturais do cérebro e suas
associacdes com idade, sexo e educacdo em individuos alcoolistas que vivem na
comunidade. A amostra apresentou atrofia significativa e generalizada das mais
diversas regifes corticais e subcorticais, incluindo o hipocampo esquerdo que
apresentou uma reducdo média de -0,8% ao ano (-5,0% entre T1 e T2). Resultados
semelhantes foram descritos em estudos longitudinais anteriores que se
concentraram em mudancas em estruturas especificas, relatando taxas de atrofia de

-0,8% a -1,55% por ano para o hipocampo (56,57).

O putamen apresentou atrofia de -2,0% ao ano a direita (-12,1% entre Tl e T2) e -
0,98% a esquerda (-5,7% entre T1 e T2). Tais resultados foram inferiores aos
encontrados em estudo longitudinal por 2 anos em individuos idosos, no qual o
putamen reduziu -4,3% e -3,1% por ano para 0s hemisférios esquerdo e direito,

respectivamente (58). Acreditamos que essa diferenca se justifique em funcdo da
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avancada média de idade desse estudo (79,8 anos) quando comparado a média de

idade da presente amostra (55,7 anos).

A analise de atrofia do cértex occipital lateral foi de -1,8% ao ano a direita (reducéo de
-10,7% entre T1 e T2) e -1,5% ao ano a esquerda (-9,2% entre T1 e T2). Estas taxas
de reducéo sdo bem maiores que as encontradas em individuos idosos nao alcoolistas
em outro estudo (58), no qual foi relatado uma taxa de atrofia do lobo occipital lateral
variando entre -0,014% e -0,026%. A possiblidade de que o &lcool seja responsavel

por tal diferenca deve ser levada em consideracao.

O cortex pré-frontal total exibiu reducdo estatisticamente significativa de -1,05% ao
ano (-6,1% entre T1 e T2) sendo que, dentre os elementos que o compdem, a maior
reducao foi do polo frontal, que apresentou atrofia de - 4,3% a direita (-25% entre T1
e T2) e -3,4% a esquerda (-20% entre T1 e T2), embora apenas o lado direito tenha
sido estatisticamente significante. Estudo longitudinal com 89 idosos saudaveis
acompanhados por um periodo de dois anos demonstrou que o polo frontal também
foi a estrutura cortical analisada que exibiu a maior taxa de atrofia (-0,59% no primeiro
ano e -1,3% em 2 anos), enquanto a taxa de atrofia do pré-frontal foi estimada em -
0,5% (57).

5.2 Relacédo volumetria cerebral e performance no FAB

No presente estudo o volume da substancia cinzenta do polo frontal direito foi capaz
de predizer o desempenho da funcdo executiva frontal medida pelo FAB em
alcoolistas que apresentaram performance pior ou igual apds 6 anos, através de uma
ordem direta: quanto maior a diferenca do volume (quanto maior a taxa de atrofia) do
polo frontal direito, pior foi o desempenho do FAB, sugerindo que o agravamento das

funcbes executivas é dependente desta estrutura.

Nos pacientes que exibiram melhor performance no FAB apés 6 anos, o volume do
cortex cerebelar esquerdo estava diretamente relacionado com tal efeito, de forma
gue 0s pacientes que apresentaram maiores volumes desta estrutura (maior
preservacao do cortex cerebelar esquerdo), tiveram melhora no desempenho no FAB.
Resultado semelhante foi encontrado por Nakamura-Palacios (46), no qual o volume

da substancia cinzenta de cada um dos lados do cértex cerebelar teve uma correlacao
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de ordem zero significante (p < 0,01) com relacdo ao desempenho da FAB, mas

apenas o lado esquerdo teve efeito parcial significativo (p < 0,05) no modelo completo.

No presente estudo, a funcédo frontal executiva, incluindo a capacidade de
conceptualizacdo, flexibilidade mental, programacdo motora, sensibilidade a
interferéncia, controle inibitério e autonomia ambiental avaliada pela FAB, foi
claramente prevista por altera¢des volumeétricas na substancia cinzenta no polo frontal
direito e cortex cerebelar esquerdo, sendo que esta ultima estrutura também constitui

o circuito frontal-cerebelar necessério para respostas executivas adequadas (59).

O polo frontal, que corresponde a area de Brodmann 10, é a maior area arquiteténica
Unica no lobo frontal humano, auxiliando em diversas fung¢bes, como multitarefa,
cognicdo social, atencao e memaria episoddica (60). Estudo neuroanatéomico utilizando
tractografia e técnicas de resting state demonstrou que o cortex frontopolar pode ser
subdivido em duas sub-regides: a lateral, que estaria funcionalmente conectada com
centros de controle executivo, como o cértex pré-frontal dorsolateral e area motor
suplementar; enquanto a sub-regido medial estaria conectada com o cOrtex pré-frontal

medial, cértex cingulado posterior e o lobo temporal (61).

Além disso, o polo frontal € uma das estruturas constituintes do cortex pré-frontal, que
sabidamente subscreve a tomada de decis6es e medeia funcées de ordem superior
(controle executivo). Estudo de 2015 propde que o cortex pré-frontal compreende dois
sistemas de arbitragem: (1) um sistema periférico que compreende regides cortex pré-
frontal premotor / caudal e regides orbitofrontais envolvidas na selecdo de acdes
baseadas em pistas perceptivas e valores de recompensa, respectivamente, e
incorporadas em conjuntos comportamentais associados a contingéncias externas
inferido como sendo estavel; (2) um sistema central que compreende regides cortex
pré-frontal ventromedial, dorsomedial, lateral e polar envolvidas no raciocinio
probabilistico superordenado para arbitrar em linha, explorando / ajustando conjuntos
comportamentais previamente aprendidos e explorando / criando novas vias para um

comportamento adaptativo eficiente em ambientes variaveis e abertos (62).

Portanto, a previsibilidade do polo frontal para a funcao executiva frontal observada
neste estudo € coerente com a funcionalidade desta regido cerebral. O

processamento de alto nivel, especialmente no desempenho de tarefas multiplas, e
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também a cognicédo social e o controle executivo, seriam altamente prejudicados com

o comprometimento estrutural do polo frontal, como foi observado em alcoolistas.

Em relagdo ao cerebelo, além do seu envolvimento na estabilidade postural, ha
evidéncias convincentes de que esta estrutura e seu extenso circuito sustentam
funcdes classicamente relacionadas com os lobos frontais, como a aprendizagem
verbal associativa, producdo de texto, resolugcdo de problemas, planejamento
cognitivo, mudanca de atencdo e da memoaria de trabalho (63). H& ainda, evidéncias
de que uma reducao seletiva do volume de regido cerebelar seria melhor preditora
gue o volume do lobo frontal, para prejuizos executivos, visuoespacial e equilibrio, que

séo considerados os trés principais sinais neuropsicologicos do alcoolismo (64).

Artigo recente de revisao (65) sugere que os sistemas frontocerebelares medeiam
déficits de memdria motora e de trabalho, enquanto os sistemas frontolimbicos
medeiam deficiéncias da memodria semantica e desregulacdo emocional, e os
sistemas frontoestriatais medeiam a transicdo de comportamentos direcionados para

comportamentos habituais em pacientes alcoolistas.

O alcool afeta regides seletivas no cerebelo que tém seus terminais de realimentacao
(feedback) no cortex pré-frontal dorsolateral, que também ¢é afetada seletivamente por
esta droga (63). Este circuito frontocerebelar suporta o desempenho de uma tarefa
sequencial motora em primatas nao-humanos (66) e um circuito semelhante foi
também identificado no homem através da conectividade na RM funcional (67). De
acordo com Krienen e Buckner (67), a presenca de circuitos que envolvem regides

pré-frontais confirma o envolvimento do cerebelo em redes cognitivas de alta ordem.

De acordo com Sullivan e Pfefferbaum (63), os exames de RM estrutural e funcional
sustentam a hipotese de que a interrupgédo do circuito frontocerebelar € o principal
mecanismo neural subjacente aos déficits incapacitantes e persistentes do alcoolismo,
como ataxia, disfuncédo executiva e comprometimento visuoespacial. Apesar disso,
dados recentes demonstram que as deficiéncias cognitivas e motoras observadas no
alcoolismo sao o resultado de distarbios na atividade coordenada de varias regides
gue interagem com estruturas frontais, em vez de uma Unica area no cértex pré-frontal
(67).
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5.3 Relag&o volumetria cerebral e performance no MEEM

No que diz respeito ao estado cognitivo global medido pelo MEEM em alcoolistas que
apresentaram desempenho igual ou menor apés o intervalo de 6 anos, o volume do
putamen direito mostrou-se inversamente relacionado a diferenga dos escores MEEM,
ou seja, quanto menor a diferenca volumétrica pior foi o desempenho no teste,
sugerindo que uma maior reducdo de volume do putamen seria relacionado ao
desempenho cognitivo global mais preservado. Curiosamente, o putamen direito foi
significativamente reduzido ao longo do periodo de 6 anos nos alcoolistas inclusos
neste presente estudo.

Os nucleos subcorticais (isto é, o tAlamo e os géanglios da base — dentre eles o
putamen) sdo conhecidos por serem estruturalmente conectados a praticamente
todas as areas corticais do cérebro (68). Essas regibes também foram recentemente
identificadas como sendo uma das regides globalmente mais funcionantes do cérebro

no estado de repouso (69).

Nos ultimos anos cada vez mais estudos tém demonstrado o papel dos ganglios da
base na cognicéo, como por exemplo relato de caso no qual uma paciente de 20 anos
de idade com lesdo putaminal perinatal isolada foi submetida a diversos testes que
avaliaram a memoria de trabalho, funcBes executivas, andlise de fala espontanea e
aprendizado de habilidades implicitas. O resultado de tais avaliagcdes sugere que o
circuito frontal/subcortical entre o putamen e areas frontais motoras desempenha
funcd@o no processamento cognitivo superior, como func¢des executivas, memoria de

trabalho, bem como a aprendizagem de sequéncias de primeira ordem (70).

Outro estudo sobre envelhecimento com 100 idosos saudaveis combinou técnicas de
RM anatdmica, tractografia e RM funcional para identificar conjunto de fibras
neuronais que conectassem as redes corticais em estado de repouso a nucleos
subcorticais, comparando-as com testes que mensurassem a cogni¢éo, dentre eles o
MEEM. Verificou-se que a integridade (valores de anisotropia fracionada) do conjunto
de fibras selecionadas correlacionou-se fortemente com medidas cognitivas na funcao

executiva e velocidade de processamento, sendo que a correlacdo mais pronunciada
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ocorreu entre a funcao executiva e fibras que conectam o putamen a rede de atencao
dorsal (71).

Ao simular em macacos o consumo de alcool semelhante ao padrdo de consumo
humano, Carlson e colaboradores (72) encontraram maior potencial de ativacao
sinaptica e intrinseca dos neurdnios espinhosos de tamanho médio do putamen apos
consumo prolongado de alcool e abstinéncia. Segundo 0os mesmos, o alcoolismo é um
exemplo da transi¢cdo de um comportamento facilmente modulado para um "habito de
embriaguez" e a area caudoventral do putamen e estruturas sensorio-motoras
associadas parecem mediar a formacao desse habito. De acordo com esses autores,
esse aumento na excitacdo sinaptica, combinado com o aumento da excitabilidade
intrinseca dos neur6nios espinhosos de tamanho médio, sugerem que o aumento da
ativacdo do putamen desenvolvido com ingestao prolongada de alcool pode contribuir

para o padrao inflexivel de consumo de alcool (72).

De acordo com este ponto de vista, seria plausivel sugerir que uma diminuicdo das
mudancas neuronais mal adaptadas (aumento da densidade espinhosa) no putamen
ocorreu devido ao consumo de &lcool, com subsequente reducdo do tamanho
(volume) dessa estrutura, o que seria relacionado a melhor desempenho cognitivo
global. Assim, quanto maior a reducdo do volume do putamen ao longo dos anos
melhor a chance de preservacdo do estado cognitivo global. Certamente, essa
possibilidade precisa ser mais cuidadosamente investigada, pois pode constituir uma

evidéncia bioldgica para a reducéo de danos causados pelo alcool.

5.4 LimitagOes do estudo

Como fatores limitantes do estudo podemos citar que 0s pacientes ndo foram
submetidos a qualquer intervencdo no periodo, intervalo muito longo para a

reavaliacdo, auséncia de grupo controle e a grande variacéo da idade da amostra.

Ressaltamos ainda que as diferencas entre os sexos ndo foram possiveis de serem
demonstradas pelo numero desigual entre os géneros, com o numero de mulheres
muito pequeno, impedindo andlise estatistica, porém esta € uma caracteristica da

populacao alcoolista.
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6 CONCLUSAO

Nés conjecturamos que um conhecimento ainda mais refinado das estruturas e
funcdes que estdao comprometidas e que sao poupadas no alcoolismo, aliadas aos
efeitos do envelhecimento sobre o cérebro humano, podem aprimorar os esfor¢os
terapéuticos para redirecionar o recrutamento neural dos caminhos e redes usuais
interrompidos, para vias alternativas funcionais, possivelmente através de terapia
comportamental. Este conhecimento também pode auxiliar os esforcos
farmacoldgicos para iniciar a sobriedade, manter a abstinéncia e promover a

recuperacao.

Adicionalmente, também observamos que os alcoolistas apresentaram mudancas
estruturais globais no cérebro ao longo do periodo de 6 anos, e mais refinadamente
em segmentos cerebrais mais especificos, que sugerem alteracdes estruturais além
da atrofia cerebral jA amplamente descrita na literatura, como as alteracdes de regides

especificas do cortex pré-frontal envolvidas na dependéncia quimica.

Este estudo demonstrou que estruturas cerebrais como o polo frontal direito, que esta
principalmente relacionado com o cortex pré-frontal, e o cortex cerebelar esquerdo,
foram associados com desempenho executivo examinado pela FAB em alcoolistas.
Além disso, 0 putamen direito também se mostrou capaz de predizer o estado
cognitivo global avaliado pelo MEEM, sugerindo que a funcdo executiva e estado

cognitivo global séo diferentemente afetadas pelo uso prolongado do alcool.

Estes resultados sugerem que o exame das alteracbes de volume da substancia
cinzenta de estruturas especificas do cérebro, juntamente com a FAB e 0 MEEM,
podem ser clinicamente relevantes para determinar de ligeira a moderada disfuncéo
executiva e estado cognitivo em pacientes alcoolistas assintomaticos, para auxiliar no
estabelecimento de tratamentos melhores e mais direcionados, e quem sabe reduzir

0 insucesso terapéutico.
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ANEXO 1

UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPIRITO SANTO
COMITE DE ETICA EM PESQUISA DO
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE

Vitéria-ES, 30 de novembro de 2009.

Da: Profa. Dr® Ethel Leonor Noia Maciel
Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias da Salude

Para: Prof. Emerson Leandro Gasparetto
Pesquisador Responsavel pelo Projeto de Pesquisa intitulado: “Estudo
estrutural e volumétrico por ressonancia magnética na avaliacdo de
pacientes alcoolistas classificados de acordo com a tipologia de lesch”.

Senhor Pesquisador,

Informamos a Vossa Senhoria, que o Comité de Etica em Pesquisa do Centro de
Ciéncias da Salde da Universidade Federal do Espirito Santo, apds analisar o Projeto
de Pesquisa n°. 207/09 intitulado: “Estudo estrutural e volumétrico por ressonéancia
magnética na avaliacdo de pacientes alcoolistas classificados de acordo com a
tipologia de lesch” e o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, cumprindo os
procedimentos internos desta Instituigdo, bem como as exigéncias das Resolugoes 196
de 10.10.96, 251 de 07.08.97 e 292 de 08.07.99, APROVOU o referido projeto, em
Reuni&o Ordinaria realizada em 25 de novembro de 2009.

Gostariamos de lembrar que cabe ao pesquisador responsavel elaborar e
apresentar os relatérios parciais e finais de acordo com a resolugdo do Conselho
Nacional de Satde n° 196 de 10/10/96, inciso IX.2. letra “c”.

Atenciosamente,

\’/,L\l
Prof"ﬂfu<§el Leonor Noin Madh

COORQENADORA

Comité de Etica em Pesquiso
(entro de Ciéncios do Satde/UFES

Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias da Salude
Av. Marechal Campos, 1468 — Maruipe — Vitéria— ES — CEP 29.040-091.
Telefax: (27) 3335 7504
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ANEXO 2

c-i';-“ ofAg;

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

5 ¥

Pl -
Estasq?n?&mapﬁes estio sendo fornecidas para sua participagao voluntaria no estudo denominade “Teécnicas convencionais e avangadas
de ressonancia magnética na avaliapio de pacientes aleoolistas classificados de acordo com a tipologia de Lasch”,

Objetive do estudo

Neste estudo pretende-se verificar os efeitos do uso prolongado do dlcool sobre os tratos neurais e sobre o volume de diversas regides
cerebrais especificas cbservados em pacientes alcoolistas atendidos no Programa de Atendimento ao Alcoolista do Hospital
Universitiric Cassiano Antdnio Moraes, do Centro de Ciéncias da Sadde da Universidade Federal do Espirite Santo
(PAA/HUCAM/CC5/UFES) classificados clinicamente em diferentes tipes de alcoolismo de acordo com a Tipologia de Lesch, Espera-se o
melhor entendimento dos efeitos do dlcool sobre o sistema nervose central e a andlise de lesdes ndo detectiveis pelos métodos
diagndsticos tradicionais.

Procedimentos

Na sua consulta com o médico do Programa de Atendimento ao Alcoolista do Hospital das Clinicas da UFES vocé serd avaliado e
informado sobre um estude para investigar alteragbes no sistema nervose central ndc detectiveis pelos métodos diagnbsticos
tradicionais, Vocé ndo é obrigado a participar do estudo e serd tratade normalments no ambulatdrio. Mas, se vocé aceitar participar do
estudo, além do tratamento normal do ambulatorie, voceé serd avaliade guanto a sua inteligéncia (funpio mental) e capacidade de
realizar tarefas (fungbes executivas) e memoria. A seguir, vore serd encaminhado ao setor de Radiclogia do Hospital Cassiano Antonio
Moraes (HUCAM) onde sera feito um exame de Tomografia Computadorizada do Crinio para que sejam observadas alteractes maiores.
Se seu exame nio mestrar grandes lesoes que interfiram no prosseguimento do estudo como, por exemplo, dreas grandes de derrame
[AVC) e caso voreé nao tenha nenhuma contra-indicacdo, voce sera encaminhado ao Servipo de Ressonincia Magnetica do Hospital
Evangélico de Cachoeiro de [tapemirim, localizade(a) em Cachosire de Itapemirim (ES). O transporte e a alimentagio serdo custeados
pelo presente estudo e partird um dnibus do HUCAM em hordrio previamente agendado. Vocé terd direito a um acompanhante em caso
de necessidade. No local, voré serd submetido a um exame de Ressonincia Magnética, que nos permitird avaliar alterapbes que nio
puderam ser observadas no exame anterior, a0 términe dos exames, vocé serd, entio, reencaminhado ao HUCAM.

0s exames realizados 530 de baixo risco e ndo serd necessario o uso de contraste venoso & nem de nenhum tipo de medicamento.
Gravidas ou pacientes com suspeita de gravidez ndo podem ser submetidas a nenhum dos dois exames e serdo excluidas do estudo. Cada
exame durard poucos minutos e vocé ndo sentird dor. No case da Tomografia Computadorizada, vocé serd exposto a baixos niveis de
radiagio ionizante, que, em doses altas e em excesso, & responsavel por aumento no risce de canceres. 4 Ressonancia Magnética é contra
indicada nos pacientes portadores de implantes metdlicos (dispositive intra-utering - DIU, vdbvula cardiaca, placa, pine, parafuso, stent,
clip de aneurisma cerebral, estilhage metilice no corpe, piercing, pritese metdlica, aparelho ortoddntico), de implante eletrdnico
[(marca-passo cardiaco, neurc-estimulador, implante coclear), claustrofdbicos [medo de lngares fechades) e o5 com magquiagem
definitiva ou tatnagem recente (nos dltimos trés meses).

0s responsdveis por este estudo sdo: Dr. Rodrigo Sténio Moll de Souza, CRM 6687 /ES, Dr. Emerson L. Gasparetto, CRM 833934/R]; Dra.
Ester Miyuki Nakamura Palacios, CRM 4746/E5S, Dra. Maria da Penha Zago Gomes, CRM 2724 /ES, Dr. Roney Welinton Dias de Oliveira,
CRM &434/ES, Dra. Flavia Silva Braga, CRM 9391/E5, Dra. Adriana Maria Fonseca de Melo, CRM 9724 /ES, Se vore tiver alguma
consideracio ou divida sobre ética em pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa - situado ne Centre de Ciéncias da
Saude da UFES.

Todas as informapdes obtidas relativas 3 sua participagie neste estude serdo analizadas em conjunto com aguelas obtidas com outros
pacientes, resguardande, desta forma, a confidencialidade da sua participagio.

Desta forma, acredito ter sido suficientemente informade a respeito das informacdes gue li ou que foram lidas para mim,
descrevendo o estudo: “Técnicas convencionais e avancadas de ressonancia magnética na avaliagio de pacientes alcoolistas
classificados de acordo com a tipologia de Lesch”.

Data: __ /_ / Assinatura do paciente /representante legal

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido deste paciente ou representante legal para
participapio neste estudo.

Dr. Rodrigo 5tenio Moll de Souza CRM 6687 /ES Dra. Maria da Penha Zago Gomes CRM/ES 2724
Dr. Emerson L. Gasparetto CRM 833934/R] Dira. Adriana Maria Fonseca de Melo CRM 9724 /ES
Dira. Ester Miyuki Nakamura Palacios CRM/ES 4746 Dra. Flavia Silva Braga CRM 9391/ES

Dir. Roney Welinton Dias de Oliviera CRM/ES 6434

Medicos responsaveis pelo estudo

Data: _ [ [
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ANEXO3
Quadro 1 — Miniexame do estado mental (MEEM)
Cual 2 hora aprosimada?
Orientacio temporal Em que dia da semana estamos?
G Imﬁof) P Que dia do més ¢ hoje?
Em que meés estamos?
Em que ano estamos?
Em que local estamos?
Orientagio espacial CQue local € este aqui?
(5 pontos) spac Em que bairro nds estamos ou qual & o endereco dagui?
Em que cidade nos estamose
FEm que estado nds estamosre
Registro (3 pontos) Repetic CARRO, VASQ, TIJOLO
E‘;”;";ﬁ‘t‘;;} cileulo Subtrair: 100-7 = 93-7 = 86-7 = 79-7 =727 = G5
?:ﬁififc CrOeEIo (Quais os trés objetos perguntados anteriormente?
ooy s Reldgio e caneta
PET
:{ll-;t:;tl(:I)R “MNem aqui, nem ali, nem k"
Comando de estigios . . "
(3 pontos) Apanhe esta folha de papel com a mio direita, dobre-a a0 meio ¢ cologue-a no chio
::]S;;itg um, frase completa Hserever uma frase que tenha senddo
EC;;;EWM Feche seus olhos
Copiar dois pentigonos com intersecio
Copiar diagrama
(1 ponto)
oniel Lruckl sablDd, Isimnn Iy, Laramelll F, Dertolucct Yy ung SR p:I.I'."EI. O WSO 40 mim-exame do esiadd mentil no

Brasil. Arq Neuropsiquiare. 2003; 61{3B):777-81.




ANEXO 4

BATERIA DE AVALIAGAD FRONTAL (FAB)

Nome: _

1. Semelhangas: “De que modo ¢ sdo semelhantes?” Pontos
Doul)

hanana e laranja®:

mesa e cadeira:

tulipa, rosa e margarida:

Total: p0 p1 p2 p3

2. Fluéncia Verbal (flexibilidade mental)..

;utal: p0 (<3 palavras) p 1 (35 palavras) p 2 (6-9 palavras)
p 3 (=9 palavras)

3. Séries Motoras (programagdo)
Total: p0 (0acompanhando) p1 (3 acompanhando) p2 (3502
inha) p 3 (6 s02inho)

4. Instrugles conflitantes (suscetibilidade a interferéncia)

Exemplos: “Bata duas vezes quando eu bater uma™ (1-1-1); "Bata uma
vez quando eu bater duas”™ (2-2-2)

Sequéncia: 1-1-2-1-2-2-2-1-1-2.

Total: p0 (faz como o examinador) p1(>2erros) p2(-
2 erros) p 3 (sem erros)

5. Controle Inibitdrio (Go-No Go)

Exemplos; “Bata uma vez quando eu bater uma® (1-1-1); "Ndo bata
quando eu bater duas” (2-2-2)

Sequéncia: 1-1-2-1-2:2-2-1-1-2,

Total: p 0 (repete 4 vezes seguidas) p 1 (> 2 erros) p21-
2 erros) p 3 (sem erros)

6. Comportamento de preensio manual (autonomia)
Total: p0 (pega, mesmo apds instrugdo) p 1 (pega)
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Abstract

Aim: Alcohol use has long been associated to brain atrophy and cognitive
deficiencies, but how changes in specific brain structures are related to these
cognitive changes remains unclear and is the purpose of this study. Short
summary: This study explored changes in the cortical and subcortical gray
matter volume of alcoholics after a six-year interval and the relationship
between these volumes and changes in frontal executive and global cognitive
mental status. Methods: Cortical and subcortical segmentation and corrections
of magnetic resonance images (1.5 T) acquired in 2010 (t1) and 2016 (t2) from
16 alcoholics (14 males, mean age 49.8 years + 8.5 SD at t1 and 55.7 years +
8.4 SD at t2) with long-term use of alcohol (mean of 29.8 years at t1 and 34.7
years at t2) were performed using FreeSurfer. Results: Gray matter volumes
were decreased from frontal to posterior cortical structures and subcortical
areas. Changes of gray matter volumes of the right frontal pole region (p < .01)
was associated with changes on global cognitive mental status performance,
whereas volume changes of right precuneus (p < .01), right caudate (p < .01)
and left accumbens (p < .05) were associated with changes in frontal executive
performance. Conclusions: Fronto-parietal and fronto-striatal networks are
importantly involved in high-cognitive functions and rewarding process, thus
their structural changes may predict the cognitive decrement in parallel with

addictive aggravation over the course of alcohol use disorder.
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Short summary

This study explored changes in the cortical and subcortical gray matter volume
of alcoholics after a six-year interval and the relationship between these

volumes and changes in frontal executive and global cognitive mental status.
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Introduction

Cross-sectional studies have shown that gray matter atrophy in alcoholics
occurs mainly in specific regions such as the frontoparietal cortex, mesial

temporal lobe and caudate nucleus (Jernigan et al., 1991).

Pfefferbaum et al (Pfefferbaum et al., 1995) conducted one of the first,
most relevant longitudinal volumetric studies, in which chronic alcoholic patients
were followed for five years. The authors showed that the rate of frontal atrophy
was correlated with the amount of alcohol consumed (Pfefferbaum et al., 1995).
Subsequent studies showed that alcoholics demonstrate regional volume
recovery with maintained sobriety; however, most alcoholics continue to
demonstrate significantly smaller volumes in multiple brain regions after 6-12
months of abstinence compared to controls (Buhler and Mann, 2011; Monnig et

al., 2013).

Decreases in the macrostructural integrity (as evidenced by volume
deficits) of the right rostral and right caudal anterior cingulate cortex and of the
total right frontal gray matter, in conjunction with mood disorders and education,
have been considered a significant predictor of post-treatment drink status, that
is, if an alcoholic would be a relapser or an abstainer over an extended period
after outpatient treatment for Alcohol Use Disorder (Durazzo and Meyerhoff,

2017).

Thus, the knowledge of how alcoholism affects brain structures and
related cognitive performance is relevant as some issues remain to be

answered or reinforced. In our previous study, performed on 60 alcoholics from

http://mc.manuscriptcentral.com/alcalc
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a public outpatient service, we observed that the gray matter volume of the left
rostral middle and left cerebellar cortices was predictive of frontal executive
performance, whereas no structure was predictive of global cognitive
performance (Nakamura-Palacios et al., 2014). The present study was a six-
year follow-up imaging study including patients from this previous sample that

responded to this recall.

Our main hypothesis was that alcoholic patients would show cognitive
performance decrement after six-year interval along with a progressive cerebral
volume reduction according to age and alcohol exposure and that distinct brain
structures would be related to cognitive performance. Thus, the aim of this
study was to examine changes of gray matter volumes of segmented brain
regions from alcoholics after six-year interval and their association with

cognitive performance.

http://mc.manuscriptcentral.com/alcalc
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Methods

Study Design

This was a single center, longitudinal study comparing the volume of
segmented brain structures of alcoholics over an interval of six years (2010 to

2016).

Subjects

Twenty out of sixty alcoholics from a previous study (Nakamura-Palacios
et al., 2014) (Fig. 1), assigned from a specialized public outpatient service of the
Medical School Hospital of the Federal University of Espirito Santo (Brazil), who
responded to the recall were interviewed for this study. From these, four
patients refused to participate in this study and sixteen (Fig. 1) agreed to
participate and signed a new informed consent.

These patients were those included in our previous study (Nakamura-
Palacios et al., 2014) that met the following inclusion criteria: (i) between the
age of 18 and 75 years; (ii) consumed at least 30 drinks per week on average
over the previous year (considered standard dose of 12 grams of alcohol); (iii)
met the criteria for alcohol dependence according to the International Statistical
Classification of Diseases and Related Health Problems 10" Revision (ICD-10),
as determined by clinic evaluation; (iv) were in stable
clinical condition with no need for inpatient care; (v) able to read, write, and
speak Portuguese; and (vi) had no severe withdrawal signs or symptoms at

baseline. Conversely, exclusion criteria included the following: (i) a condition of

http://mc.manuscriptcentral.com/alcalc
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intoxication or withdrawal due to a substance other than alcohol, (ii) unstable
mental or medical disorder other than alcohol dependence, except nicotine
and/or caffeine; (iii) a diagnosis of epilepsy, convulsions, or delirium tremens
during abstinence from alcohol; (iv) a previous history of drug hypersensitivity or
adverse reactions to diazepam or other benzodiazepines and haloperidol; (v)
any contraindication for magnetic resonance procedures such as electronic
implants, metal implants, claustrophobia, or permanent make-up or tattoo
received within the previous 3 months; (vi) the presence of vascular, traumatic,
inflammatory, or tumor injuries detectable by FLAIR (fluid attenuation by
inversion recovery) on Magnetic Resonance Imaging (MRI); or (vii) suspected
pregnancy for female participants.

Ethical approval was provided by the Brazilian Institutional Review Board
of the Federal University of Espirito Santo (registration 207/09), Brazil. The
study was conducted in strict adherence to the Declaration of Helsinki and in
accordance with the ethical standards of the Committee on Human
Experimentation of the Federal University of Espirito Santo, ES, Brazil, where
this study was conducted. Subjects were fully informed about the experimental
protocol and voluntarily signed an informed consent form before the start of the

study.

Procedures

After having been informed of all procedures and giving written informed
consent, 16 patients previously diagnosed with alcohol dependence by ICD-10

were successively assessed.

http://mc.manuscriptcentral.com/alcalc



Page 9 of 32

oNOYTULT D WN =

Manuscripts submitted to Alcohol and Alcoholism

Sociodemographic and Drug Use Characteristics

A structured brief interview was used to obtain information regarding

sociodemographic data and drug use characteristics of the study participants.

Cognitive Tests

The same adapted versions of the Mini-Mental State Examination
(MMSE) (Crum et al., 1993) and the Frontal Assessment Battery (FAB) (Dubois
et al., 2000) in Portuguese described in Nakamura-Palacios et al (Nakamura-
Palacios et al., 2014) were used. The maximum score for the MMSE is 30, and
a mean score between 23 and 26 would be expected according to the age and
educational level of the participants; the maximum total score for FAB is 18

(Dubois et al., 2000).

Magnetic Resonance Imaging (MRI)

Alcoholics underwent MRl in 1.5 T scanners without paramagnetic

contrast administration.

MRI acquisition in 2010 (t1)

Enhanced 3D fast gradient-echo (eFGRE3D) sagittal T1-weighted
imaging was acquired in a Signa Echospeed scanner (Signa Genesis 1.5 T, GE

Medical Systems, Milwaukee, WI, USA) with the following parameters: FOV: 28;

http://mc.manuscriptcentral.com/alcalc
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voxel size: 1.55 mm®; flip angle: 12°; TR/TE = 8.9/4.2 ms, acquisition matrix:

512 x 512, 1.3 mm slice thickness, Number of Signals Average (NSA): 2.
MRI acquisition in 2016 (t2)

Sagittal 3D T1-weighted images with specific head coil model SENSE (8
channels) were acquired in a Philips scanner (Philips Medical Systems
Nederland B.V., The Netherlands) with the following parameters: FOV: 28;
voxel size: 1.55 mm®; flip angle: 12" TR/TE: 8.8/4.8 ms; acquisition matrix: 512

x 512; 1.3 mm slice thickness, NSA: 2.

All MRIs were reviewed by an experienced neuroradiologist and were of

good quality for to allow for post-processing.

FreeSurfer Post-Processing

All images were transferred to a workstation (MacOS X Yosemite,
version10.10) with 16 GB of RAM memory and 6-Core Intel Xeon ES
processors of 3.5 GHz) located in the Radiology Sector of the Federal
University of Espirito Santo, Brazil. Cortical segmentation and corrections were
performed using FreeSurfer version 5.3.0 software

(http://surfer.nmr.mgh.harvard.edu) by two technicians under the supervision of

an onsite medical physicist and online support of another medical physicist with
seven years of experience with this software. The technical details of these
procedures have previously been described (Dale et al., 1999; Desikan et al.,
2006; Fischl and Dale, 2000; Fischl et al., 2002). Briefly, this processing

included: motion correction; removal of non-brain tissue using a hybrid

http://mc.manuscriptcentral.com/alcalc
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watershed/surface deformation procedure; automated Talairach transformation
(MNI305); segmentation of subcortical white matter and deep gray matter
structures (including the thalamus, hippocampus, amygdala, caudate, putamen,
and ventricles); intensity normalization; tessellation of the GM/WM boundary;
automated topology correction; and surface deformation and inflation of the
cerebrum. The results of the automatic segmentations were reviewed, and any
errors were corrected. This segmentation procedure assigns a neuroanatomical
label to every voxel in the MR image volume, and the method is based on
probabilistic information estimated from a manually labeled training set. The
Markov Random Field Theory is applied, where the probability of a label at a
given voxel is computed not just in terms of gray-scale intensities and prior
probabilities at that voxel but also as a function of the labels in a neighborhood
around the voxel in question (Fischl et al., 2002). This is important for obtaining
the correct separation of structures, which have similar gray-scale values in the
hippocampus and amygdala. Completing an entire post-processing step took
approximately 14 to 16 h per subject and implemented Unix scripts were used
to extract the volume, area, and thickness values. Furthermore, within the
scripts, it was possible to access all information regarding the processed

structures in a practical and rapid manner.

Designation of brain regions followed the automated labeling described

by Desikan et al (Desikan et al., 2006).

Statistical Analysis

http://mc.manuscriptcentral.com/alcalc
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Data are presented as the percentage or mean * standard deviation
(SD). The gray matter volume of segmented regions of frontal lobe including
the superior frontal, paracentral, precentral and of the prefrontal cortex from left
and right hemispheres, and all other non-frontal structures, composed of the
temporal, parietal and occipital lobes, cerebellum, hippocampus, and
subcortical structures (such as the amygdala, thalamus, caudate, putamen,
pallidum and accumbens), were compared between t1 and t2 by Student’s
paired t-tests as the majority of the data were found to be normally distributed
through Shapiro-Wilk tests. For analysis of brain segments, the p-value was
adjusted by Bonferroni’s multiple comparisons method for 84 comparisons
including all segments from the left and right hemispheres and subcortical
structures. Thus, for these comparisons two-tailed p-values should be less than

.0006 to be considered statistically significant.

Additionally, all cortical and subcortical gray matter volume differences
between t1 and t2 were introduced as independent variables in a multiple
regression analysis controlled by age and drinks/day differences. FAB and
MMSE score differences between t1 and t2 were introduced as dependent

variables.

A two-tailed p-value of .05 was used to determine statistical significance
for all other comparisons. SPSS Statistics version 24 (IBM Corporation, USA)
and GraphPad Prism version 7 (GraphPad Software Inc, USA) were used for

statistical analyses and graphic presentations.
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Results

Sociodemographic data, patterns of alcohol use and cognitive

performance are shown in Table 1.

oNOYTULT D WN =

13 Sociodemographic characteristics

17 The alcoholic subjects included in this study were mostly males (87.5%).
19 The mean age at t1 was 49.5 + 8.5 years, while at t2 it was 55.7 £ 8.4

21 years. Most patients were married or had a stable relationship (68.8%), and a
similar percentage was found for those who declared themselves to be smokers
(68.8%). Most patients reported between 6 and 9 years (37.5%) or between 10

28 and 13 years of education (37.5%).

Patterns of alcohol use

36 This sample of alcoholics showed a history of long-term use [mean of
38 29.8 years (7.9 SD) of use at t1; mean of 34.7 years (7.3 SD) of use at t2] and
a1 of heavy use, notably at t1, where the mean was 18.4 drinks/day (19.4 SD);
43 there was a significant reduction (p = 0.038) in alcohol use at t2 [(mean of 6.1

45 drinks/day (5.8 SD)] (Tab. 1).

60 http://mc.manuscriptcentral.com/alcalc
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FAB and MMSE

Alcoholics in this study had an average score of 25.9 (4.5 SD) on the
MMSE at t1, and at t2, there was a slight improvement, with an average score
of 26.3 (4.1 SD). Similar results were observed in FAB performance, in which
there was a slight improvement at t2 [mean at t1 = 12.0 (3.1 SD); mean at t2 =
12.8 (4.1 SD)] (Tab. 1). However, 11 (68.75%) of the 16 alcoholics showed no
change or had a decrease in MMSE scores, and only five (31.25%) had higher
scores on this test. Regarding the FAB, eight (50%) of the 16 alcoholics did not
show a change or a decrease in scores, while the remaining eight (50%)
showed improvements, seen by an increase in scores, in the performance of

this test (Tab. 1).

MRI segmentation

Differences of gray matter volumes of segmented brain structures

between t1 and t2 are illustrated in the figure 2.

Few frontal segments presented significant volume reductions in both
hemispheres. Specifically, in the left hemisphere, volumes of the superior frontal
gyrus [t1 =.0136 (.00153 SD), t2 = .0128 (.0013 SD); #(15) = 5.03, p-value =
.00015] and the lateral orbitofrontal [t1 = .0047 (.00041 SD), t2 = .0043 (.00040
SD); {(15) = 5.32, p-value = .00009) were smaller in alcoholics at t2 in average
5.9% and 8.5%, respectively, when compared with t1. In the right hemisphere,
the volume of the frontal pole was smaller at t2 in approximately 25% when
compared to t1 [t1 =.0008 (.00017 SD), t2 = .0006 (.00011 SD); t{(15) = 4.48, p-

value = .0004).

http://mc.manuscriptcentral.com/alcalc
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Regarding temporal segments, the volume of the left superior temporal
lobe was smaller at t2 [t1 = .0080 (.00095 SD), t2 = .0074 (.00085 SD); {(15) =
4.52, p-value = .0004] as well as the left inferior temporal lobe [t1 = .007
(.00074 SD), t2 = .0064 (.00081 SD); #{(15) = 5.02, adjusted p-value = .0002] in
approximately 7.5% and 9.9%, respectively, when compared to t1 (Fig. 2).

Meanwhile, no segment of the right temporal lobe differed between t1 and t2.

On the left side, the inferior parietal [t1 = .0078 (.00074 SD), t2 = .0073
(.00072 SD); t(15) = 4.39, p-value = .0005), supramarginal [t1 = .0067 (.00054
SD), t2 = .0063 (.00056 SD); t{(15) = 4.78, p-value = .0002] and postcentral [t1 =
.0061 (.00073 SD), t2 = .0055 (.00048 SD); t{(15) = 5.15, p-value = .0001]
segments were smaller (approximately 6.4%, 5.9% and 9.9%, respectively) at t2
compared to t1. The right post-central [t1 = .0058 (.00063 SD), t2 = .0052
(.00052 SD); t(15) = 5.67, p-value = .00004] was the only parietal segment of
the right hemisphere showing smaller volume (approximately 10.3%) at t2 (Fig.

3).

More posteriorly, the left lateral occipital segment [t1 = .0076 (.00096
SD), t2 = .0069 (.00082 SD); t(15) = 5.54, p-value = .00006] was smaller in
approximately 9.2% in t2, whereas in the right hemisphere, the lateral occipital
(10.7%) [t1 = .0075 (.00087 SD), t2 = .0067 (.00080 SD); #15) = 8.92, p-value =
.0000002] and lingual [t1 = .0043 (.0007 SD), t2 = .0039 (.0007 SD); t(15) =
4.39, p-value = .0005] segments were smaller in average 10.7% and 9.3%,

respectively, at t2 comparing to t1 (Fig. 2).

Regarding subcortical structures, volumes of the left and right caudate

[left: t1 = .00253 (.00022 SD), t2 = .00235 (.00022 SD); {(15) = 5.8, p-value =
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.00003; right: t1 = .00264 + .00026 , t2 = .00243 + .00025; {(15) = 5.8, p-value =
.00004] and of the right putamen [t1 = .00387 (.00056 SD), t2 = .00340 (.00044
SD); t(15) = 4.52, p-value = .00004) were smaller at t2 (approximately 7.1%,

7.9% and 12.1%, respectively) when compared to t1.

Multiple regression analysis

In these analyses, the differences (t2 - t1) in the gray matter volume of all
cortical and subcortical structures from both hemispheres were considered
independent variables and differences in cognitive performance (12 - t1) were

considered dependent variables.
FAB

The linear regression model in which structures whose volume changes
were associated with frontal lobe score differences in six-year interval, was the
one that included the right precuneus, right caudate and left accumbens,
accounting for 74% of the variance in the differences of FAB performance,
F(3,12) = 15.21, p = .000217, adjusted R? = 0.74, 95% CI [1.245, 5.534].
Variations in the gray matter volume of each of these structures showed
significant zero order correlations with FAB performance variations, and all of
them showed significance in the complete model: right precuneus (zero-order r
=-.628, B = -.481, p = .005), right caudate (zero-order r = .576, B = .537, p =

0.01) and left accumbens (zero-order r = .457, B = .395, p = .038) (Fig. 3a).

MMSE
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From the structures considered in the analysis, a model including volume
differences of the right frontal pole, right putamen and left middle temporal

cortex accounted for 68.4% of the variance of score differences of MMSE

oNOYTULT D WN =

9 performance, F(3,12) = 11.82, p = .001, adjusted R? = 0.684, 95% CI [-4.251, -
.696]. The variation of the gray matter volumes of each of these structures

14 presented significant zero order correlations according to the MMSE

16 performance variation: right frontal pole (zero-order r = -.590, B = -.742), right
18 putamen (zero-order r = -.307, 3 = -.599) and left middle temporal cortex (zero-
20 order r = .361, B = .328) but only the right frontal pole had a statistically

22 significance (p = .008) in the complete model (Fig. 3b).
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Discussion

In general, socio-demographic characteristics, patterns of alcohol
use and clinical and cognitive aspects of alcoholics in this study are
consistent with previous studies from our University Hospital (Nakamura-
Palacios et al., 2014; Zago-Gomes Mda and Nakamura-Palacios, 2009)
and other Brazilian regions (Araujo and Monteiro, 1995; Gallassi et al.,
2016; Hochgraf et al., 1995) but also from other countries (Lopez-Goni et
al., 2015; Sarkar et al., 2013) and worldwide (WHO, 2014).

In this study, sixteen heavy chronic alcoholics were re-examined
regarding segmented brain structure volume after an approximate six-
year interval. When looking to specific brain segments, they showed
decreasing volume in frontal, temporal, parietal, occipital and subcortical

regions.

In the prefrontal cortex gray matter, the volume of the right
frontopolar cortical region was significantly reduced over the six-year
period. Although at non-statistically extent, the left frontopolar cortex was
also reduced in this period. This is the frontal region that has been shown
the largest reduction in healthy older subjects (Fjell et al., 2009). From
frontal region, the left superior frontal and left lateral orbital frontal were

also reduced after six years in alcoholics.

From temporal cortex, the gray matter volumes of the superior and
inferior temporal cortex from the left hemisphere were reduced. From
parietal lobe, the gray matter volumes of the supramarginal region and

inferior parietal cortex were also reduced in the left side only.

http://mc.manuscriptcentral.com/alcalc
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In occipital region, the gray matter volume of the lateral occipital
cortex was reduced in both hemispheres, but of the lingual gyrus was
reduced only at the right side, and from subcortical regions, the volumes
of caudate were reduced in left and right side but of putamen only from

the right side.

Decreasing of brain volumes in varying cortical regions has been
related to time to relapse such as frontal and posterior cortical gray
matter (Rando et al., 2011), spatial processing deficits such as parietal
gray matter (Fein et al., 2009), behavioral impulsivity such as prefrontal
gray matter (Gropper et al., 2016), frontal executive performance such as
prefrontal and cerebellar cortical gray matter (Nakamura-Palacios et al.,
2014), and to the development and maintenance of drug addiction, such

as caudate, putamen and accumbens (Sullivan et al., 2005) in alcoholics.

In the present study, differences of gray matter volume of the right
frontal pole over a six-year period were negatively associated with
differences of MMSE scores when controlling for difference of pattern of
alcohols use (drinks/day) and difference of age in this period.
Paradoxically, the larger decrease of the frontopolar gray matter volume
was related to improved MMSE performance, suggesting that the
performance of global mental status inversely depends on the gray

matter volume of this frontal region in alcoholics.

The frontal pole has been associated with high-level cognitive
processing, especially in multitasking performance but also in social

cognition and executive control (Moayedi et al., 2015), thus changes in
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its structure could influence these functions as it may be seen in
alcoholics.

The right hemisphere seems to be associated with self-related
cognitive functions (self-recognition, self-evaluation, self-knowledge and
autobiographical retrieval) and notion of self-relevance during subjective
evaluation (see (Yokoyama et al., 2010). Curiously, the right frontopolar
cortex has been suggested to be related to directed exploration of known
resources for reward instead of random exploration of unknown options
(Zajkowski et al., 2017). Direct strategies are related to decision making
that ensure the greatest amount of reward in the long run based on
known informative options, whereas random strategies reflect simpler
heuristics that are not generally optimal, but can be as good as (Wilson
et al., 2014).

The excessive directed exploration may be disruptive as it may
induce inflexible behavior, including impairment in task switching as well
as behavioral perseveration (Daw et al., 2006) towards, for example, the
alcohol use, narrowing the drinking repertoire, which constitutes one of
the key feature of alcohol dependence. Considering this possibility, it
would make sense to find an inverse association between gray matter
volume of the right frontal pole cortex and cognitive performance in
alcoholics, suggesting that decreasing volume of this cortical region
could be hopefully related to a decrease of directed exploration towards
rewarding effects of alcohol.

The frontal executive function was inversely associated with

volumetric changes in the gray matter of the right precuneus. Precuneus
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is one of the brain regions persistently reduced in alcoholics even after
many years of abstinence (Fein et al., 2009) and it may be associated
with the long-term heavy use of alcohol (Gropper et al., 2016). It belongs
to a medial prefrontal-mid-parietal network supporting the mental
representation of the self (Cavanna and Trimble, 2006). Although this
brain region is involved in a variety of processing states, it has been
shown a heightened specialization for resting-state cognition and is
considered a functional core of the Default Mode Network (Utevsky et al.,
2014). Routinely it exhibits decreases in metabolic activity across a
variety goal directed behaviors such as executive activity (Cavanna and
Trimble, 2006), such as measured in this study. However, the
relationship of the structural change of this brain region with frontal
performance is an open question to be better investigated in the future.

The difference of volume of the right caudate and left accumbens
was positively related to six-year differences of FAB performance in our
alcoholics. The ventral striatum (where the nucleus accumbens is
located) is one of the main components of the brain reward
system(Tzschentke, 2000), in which dopamine changes are associated
with the subjective perception of reward (Koob and Volkow, 2010) and
the dorsal striatum (caudate nucleus and putamen) is gradually engaged
during the development of compulsive drug-seeking when the drug use
becomes automatic or habitual (Koob and Volkow, 2010). Dysfunction of
fronto-striatal circuit seems to be involved in the progress from voluntary
and controlled drug use to habitual and compulsive drug abuse

(Courtney et al., 2013; Virag et al., 2015; Wang et al., 2013; Wilcox et al.,
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2011). There are evidence that alcohol has a well-defined disruptive
effect on frontal/executive functions but leaves implicit learning, which is
related to the striatum, intact (Virag et al., 2015). Furthermore, by
disrupting specific frontal lobe functions, implicit learning performance
may improve (Virag et al., 2015). This may in part explain why changes
of caudate nucleus and nucleus accumbens volumes, instead of
prefrontal areas, would be the brain structures predicting changes of
executive function in our alcoholics.

There are limitations to this study that need to be mentioned.
Alcoholics from the public outpatient service from our University Hospital
that were included in our previous study and re-examined in this study
were actively recalled one by one for this study; many of them could not
be reached, others had died or moved to another region, or they denied
participating in this re-examination. These were the reasons for our small
sample of alcoholics. Fortunately, we had sixteen patients who answered
our call and were included in this analysis. However, it has also to be
pointed that evidences observed in this restricted sample with specific
characteristics may not be generalize to all alcoholic patients. It was also
not possible to study gender difference because of the few number of
women who answered our call. The prevalence of male alcoholics is
typically much higher and unfortunately only small number of women
seeks treatment for alcoholism in public services. The other limitation is
the absence of a matched control group to compare the evolution of gray
matter volumes over the 6-year period. Consequently, we could not

compare the influence of aging on gray matter volumes with a control
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group, but we have corrected our analysis by age differences in our

sample.

In summary, the segmented analysis found reductions in the gray
matter volume in specific structures from frontal to posterior regions over
a period of six years in alcoholics even showing reduction in the pattern
of alcohol drink in this period. It was also showed that volume changes of
specific brain structures could be related to functional processes in
alcoholics, notably the right frontal pole, predicting changes of global
cognitive mental status, and the right precuneus, right caudate and left
accumbens, predicting changes of executive performance. Brain
structures from fronto-parietal and fronto-striatal networks are importantly
involved in high-cognitive functions and rewarding process, thus their
structural changes may predict the progressive cognitive decrement

along with addictive aggravation over the course of alcohol use disorder.
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Figure headings and legends

Figure 1 - STUDY PROTOCOL

Fluxogram of the study protocol. M: male, F: female, MMSE: Mini-Mental State

Examination, FAB: Frontal Assessment Battery, MR: Magnetic Resonance.

Figure 2 - AVERAGE BRAIN OF ALCOHOLICS

Segmented images of the averaged alcoholic brains (n = 16) obtained through
the automatic reconstruction of high-resolution T1-weighted magnetic
resonance imaging data of the cerebral cortex by FreeSurfer. Data of the lateral
and medial faces of the left (L) and right (R) hemispheres were acquired in 2010
(t1) and in 2016 (t2). 1 = superior frontal, 2 = lateral orbital frontal, 3 = frontal
pole, 4 = superior temporal, 5 = inferior temporal, 6 = postcentral, 7 =
supramarginal, 8 = inferior parietal, 9 = lateral occipital, 10 = lingual, 11 =
caudate, 12 = putamen. p < .0006 (paired t-test corrected by Bonferroni’s

multiple comparisons).

Figure 3 —- MULTIPLE REGRESSION ANLYSIS

Linear regression analysis of the differences (t2 minus t1, with t1 being acquired
in 2010 and t2 in 2016) performance of (a.) frontal executive function measured
by a brief Frontal Assessment Battery (FAB) and (b.) global cognitive mental

state measured by a Mini-Mental State Examination (MMSE) and differences of

the volume of gray matter of (a.) the right precuneus, right caudate nucleus and
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left nucleus accumbens, and (b.) of the right frontal pole, in alcoholics (n = 16). *

p <.05, *p<=<.01.
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Sociodemographic characteristics, pattern of alcohol use and

cognitive performance.

t1 t2
Socio-demographic characteristics
Age [mean (SD)] (min — max) 49.8 (8.5) 55.7 (8.4)
(39-72) (45-78)
Gender n (%) Male 14 (87.5%)
Female 2 (12.5%)
Years of Upto5 4 (25.0%)
education Between 6 to 9 6 (37.5%)
[mean (SD)] Between 10 to 13 6 (37.5%)
Above 13 0 (0.0%)
Marital state Single 3 (18.8%)
n (%) Married or common-law 11 (68.8%)
marriage
Divorced 2 (12.5%)
Tobacco use Yes 11 (68.8%)
n (%) No 5(31.3%)
Alcohol use t-paired p-value
Amount of alcohol used (drinks/day) 18.4 (19.4) 6.1 (5.8) t(15) = 2.27 .038*
[mean (SD)]
Years of alcohol use [mean (SD)] 29.8 (7.9) 34.7 (7.3)
Days of abstinence before study [mean (SD)] 189.6 (462.7) 289.9 (573.8)
(min - max) (1-1825) (1-2190)
Executive and global cognitive performance
FAB total score 12.0 (3.1) 12.8 (4.1) t(15) =-1.03 .32
FAB differences (T2-T1)
No change or worsening (50%, n = 8)
Improvement (50%, n = 8)
MMSE total score 25.9 (4.5) 26.3 (4.1) t(15)=-.63 .54

MMSE differences (T2-T1)
No change or worsening (68.75%, n = 11)
Improvement (31.25%, n = 5)

FAB: Frontal Assessment Battery; MMSE: Mini-Mental State Examination. *p < 0.05

Table 1 — Socio-demographic characteristics, pattern of alcohol use and executive and

global cognitive performance in alcoholics (n = 16) examined in 2010 (t1) and 2016

(t2).
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Alcoholics
6 years
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Figure 2 - AVERAGE BRAIN OF ALCOHOLICS
Segmented images of the averaged alcoholic brains (n = 16) obtained through the automatic reconstruction
of high-resolution T1-weighted magnetic resonance imaging data of the cerebral cortex by FreeSurfer. Data
of the lateral and medial faces of the left (L) and right (R) hemispheres were acquired in 2010 (t1) and in
2016 (t2). 1 = superior frontal, 2 = lateral orbital frontal, 3 = frontal pole, 4 = superior temporal, 5 =
inferior temporal, 6 = postcentral, 7 = supramarginal, 8 = inferior parietal, 9 = lateral occipital, 10 =
lingual, 11 = caudate, 12 = putamen. p < .0006 (paired t-test corrected by Bonferroni’s multiple
comparisons).
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Figure 3 — MULTIPLE REGRESSION ANLYSIS
Linear regression analysis of the differences (t2 minus t1, with t1 being acquired in 2010 and t2 in 2016)
performance of (a.) frontal executive function measured by a brief Frontal Assessment Battery (FAB) and
(b.) global cognitive mental state measured by a Mini-Mental State Examination (MMSE) and differences of
the volume of gray matter of (a.) the right precuneus, right caudate nucleus and left nucleus accumbens,
and (b.) of the right frontal pole, in alcoholics (n = 16). * p < .05, ** p < .01.
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