INTRODUCAO

O alcoolismo é considerado uma doenca complexa com componentes biologicos, sociais e
psicopatoldgicos.

A deficiéncia do lobo frontal, caracterizada pela disfuncdo executiva com déficits de atencdo
e memoria de trabalho, tem sido associada a uma incapacidade de se abster ao alcool e as
implicacdes clinicas negativas (Goldstein e Volkow, 2002). Assim, a disfuncdo executiva pode
prever resultados pobres apds o tratamento da dependéncia de drogas (Moselhy et al., 2001). No
entanto, os alcoolistas com importantes déficits nas funcbes executivas podem ter a fungdo cognitiva
global preservada. Como exemplo, verificou-se que alcoolistas possuem diferentes graus de
disfuncéo frontal, especialmente de acordo com diferentes tipos de alcoolismo, avaliada por meio da
tipologia de Lesch (Zago-Gomes e Nakamura-Palacios, 2009), sendo que o tipo IV tem sido
associado com o pior desempenho no Miniexame do estado mental (MEEM) e na bateria de
avaliacdo frontal (FAB), em particular, em comparacdo com ndo-alcoolistas e aos outros tipos de
alcoolistas. Além disso, a funcdo frontal executiva de alcoolistas do tipo IV foi significativamente
prejudicada, mesmo naqueles com funcdo mental preservada (Zago-Gomes e Nakamura-Palacios,
2009). Em conjunto, estes resultados sugerem que as fungdes cognitivas e executivas podem ser
diferentemente afetadas pelo uso crénico do alcool.

A atrofia cerebral tem sido comumente observada em alcoolistas (Thomas, 1986; Di Sclafani
et al, 1995; Brooks, 2000; Fein et al, 2006; Garcia-Valdecasas-Campelo et al, 2007). Além disso,
tem-se mostrado que o consumo crénico de alcool reduz os niveis de fatores neurotréficos, com o
potencial de interferir na funcdo normal do cérebro e desregular a conectividade sinaptica neuronal e
promover a apoptose (Geibprasert et al., 2010). De fato, Kril e Harper (1989) mostraram, por analise
histoldgica, que alcoolistas apresentam uma perda de neurénios no cortex frontal superior, e também
exibem uma reducdo no grau de arborizacdo dendritica da terceira camada de neurdnios piramidais
no cortex frontal e motor superior em comparagdo com os controles pareados por idade.

O estudo por volumetria das estruturas cerebrais demonstra-se Util na avaliacdo de atrofias
corticais, conforme pode ser observado em situacdes como uso cronico do alcool ou no
envelhecimento cerebral, nas quais se observa reducdo da espessura cortical. Estudos de
neuroimagem com TC e RM detectaram uma caracteristica diferencial de perda de volume
(Geibprasert et al., 2010), com aumento dos ventriculos laterais e perda de volume tanto da
substancia cinzenta quanto da branca (Gurling et al. , 1984; Pfefferbaum et al, 2001;.Wobrock et al,
2009), em individuos dependentes de alcool.

Em um estudo recente, Durazzo e colaboradores (2011) compararam a espessura, area de

superficie e volume dos componentes do sistema neocortical de recompensa cerebral constituidas



pelo cortex cingulado anterior rostral e caudal, insula, cortex orbitofrontal medial e lateral, e cortex
pré-frontal dorsolateral, entre controles, usuarios ocasionais de alcool e ndo-fumantes, e 0s
alcoolistas, usando a segmentacdo volumétrica e a reconstrucdo da superficie cortical (FreeSurfer).

Eles demonstraram que individuos alcoolistas apresentaram espessura neocortical
significativamente menor em 12 de 16 regides individuais do sistema de recompensa cerebral em
relacdo aos controles e menor espessura total do sistema de recompensa cerebral e da espessura
cerebral global. Foi sugerido que tanto a andlise da superficie neocortical quanto a andlise das
regides de interesse do sistema de recompensa cerebral, investigadas em seu estudo, poderiam servir
como marcadores para o risco de recaida e preditores do nivel de gravidade de um episddio de
recidiva.

As mudancas na substancia cinzenta do cortex pré-frontal em dependentes em drogas também
podem estar relacionadas com alteracbes comportamentais e cognitivas. A reducdo da substancia
cinzenta cortical orbitofrontal medial foi observada em individuos com diagnéstico de dependéncia
de uma ou mais substancias ilicitas, que foi correlacionada com uma persisténcia em um padrdo de
alto risco em uma tarefa de jogo modificado (Tanabe et al., 2009).

Além disso, a reducdo no volume de substancia cinzenta e branca frontal dorsolateral, regides
do cerebelo e do tronco cerebral foram encontradas sendo associadas com comprometimento da
funcéo executiva em dependentes do alcool clinica e socialmente preservada, o que, de acordo com
Chanraud e colaboradores (2007), sugere uma modelo de funcdo executiva cerebelo-tdlamo-cortical
prejudicada nesta dependéncia de drogas. No entanto, ndo existem estudos sobre a relagdo entre a
segmentacdo do volume cerebral e instrumentos cognitivos breves que demonstrem as condicdes de

execucdo e de estado mental, como a FAB e 0 MEEM, respectivamente.



OBJETIVOS GERAIS
O objetivo deste estudo foi o de analisar medidas volumétricas da segmentacdo das estruturas
cerebrais obtidas a partir de imagens de RM de alta resolucdo que poderiam ser preditivas das

funcOes executivas e do estado mental cognitivo em alcoolistas.

Objetivo primario
Investigar quais estruturas cerebrais, obtidas a partir de imagens de RM seriam preditivas das
fungdes executivas e do estado cognitivo global em alcoolistas por meio de anélises de regressao

linear multipla.

Objetivo secundério
Comparar os volumes de diversas estruturas cerebrais desta amostra de 60 alcoolistas com os

valores obtidos em uma amostra de sujeitos ndo-alcoolistas oriundos de um banco de dados da UFRJ.

HIPOTESE

Considerando que alcoolistas podem manifestar déficits importantes na funcdo executiva
frontal, mantendo o estado cognitivo global dentro de uma faixa normalidade de acordo com a faixa
etaria e a escolaridade, supomos que estruturas distintas do cérebro estariam relacionadas com estas

fungdes cognitivas.



MATERIAL E METODO

Foram recrutados 74 pacientes no Programa de Atendimento ao Alcoolista do Hospital
Universitario Cassiano Anténio Moraes, do Centro de Ciéncias da Saiude da UFES
(PAA/HUCAM/CCS/UFES), entre 2006 e 2008, sendo que 60 pacientes aceitaram participar do
estudo (fig. 1).

Foram inicialmente avaliados clinicamente e informados sobre o estudo. Apos aceitarem
participar deste estudo, assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido (anexo 1) e foram

avaliados quanto aos critérios de inclusdo e excluséo:

Critérios de inclusao

a) Pacientes com idade entre 18 e 75 anos;

b) Consumo de pelo menos 30 doses por semana, em média, em relacdo ao ano anterior;

c) Preencher os critérios para dependéncia de alcool de acordo com a classificacdo estatistica
internacional de doencas e problemas relacionados a satde 10 (CID-10), conforme determinado
pela avaliacdo clinica;

d) Condigdo clinica estavel, sem necessidade de internacéo hospitalar;

e) Capacidade de ler, escrever e falar portugués;

f) N&o apresentar sinais ou sintomas de abstinéncia grave no inicio do estudo.

Critérios de exclusdo

a) Condicdo de intoxicacao ou abstinéncia devido a substancia que nédo seja o alcool,

b) Desordem instavel mental ou médica que ndo seja a dependéncia ao alcool, com excecdo da
nicotina e cafeina;

c) Diagnostico de epilepsia, convulsdes ou “delirium tremens” durante a abstinéncia ao alcool,

d) Histdria prévia de hipersensibilidade a drogas ou reacBes adversas ao diazepam ou outros
benzodiazepinicos e haloperidol;

e) Qualquer contraindicacédo para procedimentos de RM, tais como: implantes eletrénicos (marca-
passo cardiaco, neuroestimulador e implante coclear), maquiagem permanente ou tatuagem
realizada nos 3 meses anteriores, implantes metalicos (dispositivo intrauterino, valvula cardiaca,
placa, pino, parafuso, stent, clipe de aneurisma cerebral, estilhaco metélico, piercing, prétese
metélica e aparelho ortodontico) e claustrofobia;

f) Portadores de lesGes passiveis de criar viés de confusdo, como lesbes vasculares, traumaticas,

inflamatdrias ou tumorais detectaveis ao exame de TC;



g) Suspeita de gravidez para as participantes do sexo feminino;
h) Recusar a participacdo no estudo (anexo 1).

Posteriormente, os alcoolistas foram encaminhados a Unidade de Diagnostico por Imagem do
HUCAM onde realizaram exame de TC do cranio sem contraste venoso, pois caso fossem
observadas lesdes que pudessem produzir algum viés de confusao seriam excluidos do estudo.

Os alcoolistas foram encaminhados para o0 Servi¢co de Ressonancia Magnética do HECI,
localizado no municipio de Cachoeiro de Itapemirim (ES), e conduzidos por 6nibus fornecido
gratuitamente pelo presente estudo aos pacientes, que saiu do HUCAM e retornou ao mesmo local
apos o término dos exames.

As imagens obtidas foram encaminhadas a Unidade de Diagnostico por Imagem do Hospital
Universitario Clementino Fraga Filho da UFRJ aos cuidados do Prof. Dr. Emerson L. Gasparetto
para pos-processamento, e finalmente, retornarem ao Hospital Universitario Cassiano Antonio de
Moraes para serem analisadas e comparadas, buscando-se identificar nesse grupo de pacientes,
alteraces nao-detectaveis nos exames convencionais.

Dados de 27 controles ndo-alcoolistas saudaveis pareados por idade oriundos de um banco de
dados da Unidade de Diagnostico por Imagem do Hospital Universitario Clementino Fraga Filho da

UFRJ foram empregados para uma andlise de volumetria entre sujeitos alcoolistas e ndo-alcoolistas.
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Figura 1 — Fluxograma do protocolo experimental

Quando fornecido o termo de consentimento livre e esclarecido, quatorze individuos nédo

tiveram interesse e se recusaram a participar do estudo.



Este estudo foi realizado em estrita observancia com a Declaracdo de Helsinque e estd em
conformidade com os padrdes éticos da Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP) e
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Clinica do CCS/UFES (registro 207/09), Brasil, onde
este estudo foi realizado.

Procedimentos

Depois de terem sido informados sobre todos os procedimentos e assinado o termo de
consentimento informado, 60 pacientes ambulatoriais com diagnostico de dependéncia de alcool pelo
CID-10 foram incluidos neste estudo (Fig. 1).

Os pacientes foram posteriormente avaliados utilizando as seguintes ferramentas:

Caracteristicas comportamentais socio-demogréficas e consumo de bebida. A entrevista
estruturada foi conduzida para obter informacBGes a respeito de dados de uso de alcool e
caracteristicas socio-demograficas dos participantes do estudo. A entrevista foi seguida por um

exame fisico global.

Miniexame do estado mental. Foi utilizada uma versdo adaptada do MEEM (anexo 2) em
portugués, que inclui um exame de 11 itens que analisou cinco areas de funcdo cognitiva: orientacao,
registro, atencédo e calculo, memoria e linguagem. O desempenho méaximo que pode ser atingido é de
30 pontos, enquanto um desempenho médio entre 23 e 26 pontos seria 0 esperado, de acordo com a

idade e o grau de escolaridade da amostra total dos alcoolistas (Crum et al., 1993).

Bateria de avaliacdo frontal. O instrumento FAB (anexo 3) elaborado por Dubois e colaboradores
(2000) consiste em seis subgrupos que exploram o0s seguintes itens: conceituacdo, flexibilidade
mental, programacdo motora, sensibilidade a interferéncia, controle inibitorio e autonomia ambiental.
Cada um desses subconjuntos € pontuado de 0 a 3 pontos e 0 escore maximo que pode ser alcancado
é 18 pontos (Dubois et al., 2000).

Ressonancia magnética. Todos os individuos foram submetidos ao exame de RM em um
equipamento com poténcia de campo de 1,5T (Signa Genesis, GE Medical Systems, Milwaukee,
WI), sem a administracdo de contraste paramagnético (Fig. 2). Todos os exames foram avaliados por
neurorradiologistas experientes e apresentaram boa qualidade para o pés-processamento. O seguinte

protocolo foi utilizado:



a) Sequéncia gradiente eco, rapida, ponderada em T1, 3D, sagital, otimizada para pOs-
processamento do volume e espessura cortical, tamanho do voxel: 1,55 mm?®, angulo de
inclinagdo: 12°, TR= 9300, TE= 4,19, TI= 400 ms, 81,3 Hz, matriz 512 x 512 e espessura de
1,3 mm, FOV 216mm:;

b) Sequéncia FLAIR, convencional, 2D, axial, ponderada em T2, TR= 11002, TE= 105, TI=
2400 ms, matriz 512 x 512 e resolucéo de pixel de 1,5 x 1,5 mm, FOV 216mm.

Pés-processamento (FreeSurfer). Todas as imagens foram transferidas para uma estacdo de
trabalho Linux (Distribuicdo: v.4.9 CentOS, GNU General Public License, origem: EUA), com 8 GB
de memoria RAM e dois processadores Intel Xeon Quad-Core (3,2 GHz), localizado no Setor de
Radiologia da UFRJ, Brasil. A segmentacdo cortical e as corre¢cbes foram realizadas usando o
software FreeSurfer versdo 5.0.0 (http://surfer.nmr.mgh.harvard.edu) por um fisico médico (TTAK,
com 5 anos de experiéncia) (Figs. 3 e 4). Os detalhes técnicos desses procedimentos foram
previamente descritos (Dale et al, 1999; Desikan et al, 2006; Fischl e Dale, 2000; Fischl et al, 2002).
O pébs-processamento das imagens incluiu:
a) Correcdo do movimento;
b) Remocédo de tecido ndo cerebral usando um procedimento de deformacéo hibrido divisor de
aguas / superficie;
c) Transformagio automatizada de Talairach (Lancaster JL et al, 2000.);
d) Segmentagédo de substancia branca subcortical e estruturas de substancia cinzenta profunda,
incluindo: talamo, hipocampo, amigdala, nucleo caudado, putame e ventriculos;
e) Normalizagdo de intensidade;
f) Diferenciagdo dos limites da substancia branca / substancia cinzenta;
g) Correcdo de topologia automatizada;

h) Deformacao da superficie e inflacdo do cérebro.



Figura 3 - Marcacao automatizada cortico-subcortical pelo FreeSurfer.
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Figura 4 - Modelo ilustrativo dos relatorios emitidos pelo FreeSurfer.



Os resultados das segmentacfes automaticas foram revistos e os erros foram corrigidos. Este
procedimento de segmentacao atribui uma marcagdo neuroanatdmica para cada voxel no volume da
RM e 0 método é baseado na informac&o 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 marcacéo 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 funcdo das marca¢des numa vizinhanga em torno
do voxel em questdo (Fischl et al., 2002). Isto é importante para a obtengdo de uma correta separagdo
das estruturas, as quais tém valores de escalas de cinza semelhantes, por exemplo, no hipocampo e
na amigdala. Uma etapa completa de pos-processamento durou cerca de 20 horas (em média) por
individuo, e foram utilizados os roteiros Unix 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 préatica e rapida.

Composi¢do do cortex pré-frontal. Foram calculados os volumes de substancia cinzenta das
regides do cértex pré-frontal usando o software FreeSurfer e as designacGes das seguintes regides
(Desikan et al., 2006):
a) Cortex pré-frontal lateral, constituidos pela pars opercularis, pars triangularis, frontal medial
rostral, frontal medial caudal e polo frontal,
b) Cortex pré-frontal medial constituido pelo cingulado anterocaudal, cingulado anterorostral e
frontal superior;
c) Coértex orbitofrontal constituido pela pars orbitalis, orbitofrontal lateral e orbitofrontal

medial.
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Figura 5 — Imagem gerada pelo FreeSurfer como somatério dos dados obtidos dos pacientes deste estudo, demonstrando

os componentes do cortex pré-frontal: polo frontal, pars opercularis, pars triangularis, frontal mediorostral, frontal



10

mediocaudal constituindo o cdrtex pré-frontal lateral; cingulado anterorostral, cingulado anterocaudal, frontal superior
constituindo o cortex pré-frontal medial; pars orbitalis, orbitofrontal lateral, orbitofrontal medial constituindo o cortex
orbitofrontal, obtidos automaticamente através de reconstrucdo do cdrtex cerebral (software automatizado FreeSurfer), a

partir de um conjunto de dados de RM com sequencia T1 de alta resolucéo.

Andlise estatistica.

Os dados sdo apresentados como a percentagem ou média + desvio padrdo (DP). A falta de
dados (1 para varidvel de anos de uso de alcool e 2 para a varidvel de MEEM) foram imputados por
meio de regressao linear. A andlise de regressdo multipla foi realizada para examinar a influéncia da
idade, anos de uso de alcool e dias de abstinéncia até o momento deste estudo como varidveis
independentes tendo o desempenho total da FAB ou MEEM como variveis dependentes.

O volume de substancia cinzenta das regiGes do cérebro segmentadas do cdrtex pré-frontal
(11 segmentos), todas as demais estruturas ndo-frontais que compdem coértex temporal lateral ou
medial, cortex parietal, cortex sensério-motor, cdortex occipital, substancia branca e cértex cerebelar
(total de 26 segmentos), e estruturas subcorticais como a amigdala, o tdlamo, ndcleo caudado,
putame e globo pélido (no total de cinco segmentos), foram examinadas considerando os lados
esquerdo e direito como medidas independentes, tendo o desempenho total da FAB ou do MEEM
como variaveis dependentes.

As estruturas cerebrais que se mostraram significativamente correlacionadas com o
desempenho da FAB ou do MEEM, foram ainda consideradas como variaveis independentes em uma
analise de regressdo multipla com desempenho da FAB ou do MEEM como variaveis dependentes.
Nenhum ajuste para comparacGes multiplas foi considerado devido ao carater exploratorio dessas
andlises (Bender e Lange, 2001). Eles precisam ser especificamente ampliados, a fim de ser
considerada confirmatdria em investigac@es futuras.

Na comparacao de género entre o grupo de alcoolistas e o grupo de controles ndo-alcoolistas
foi empregado teste de Qui-quadrado, para as demais comparacOes, idade e volumes de estruturas
cerebrais, foi empregado o teste t de Student para amostras independentes.

Um valor de p bicaudal de 0,05 foi utilizado para determinar a significAncia estatistica. Os
programas SPSS Statistics versdo 17 (SPSS Inc., Chicago, IL) e Graph Pad Prism versdo 5
(GraphPad Pad Software, Inc., La Jolla, CA) foram utilizados para analises estatisticas e

apresentacgdes graficas.
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RESULTADOS

Caracteristicas sociodemograficas e de uso de alcool

Os individuos alcoolistas eram na maioria do sexo masculino (86,7%), a idade média de 47,2
+ 10,4 anos (de 24 a 72 anos), com uma historia de uso prolongado (13 a 63 anos) e pesado de alcool
(6 a 1.600 g/dia, com média de 284,4 g/dia £+ 275,9) (Tab. 1).

O grupo controle também foi em sua maioria do sexo masculino (66,7%), com idade média
de 46,3 + 10,6 (de 24 a 67 anos) (Tab. 2). Observe-se que este grupo controle foi satisfatoriamente

pareado para idade, mas ndo para género, com relacdo aos alcoolistas do estudo.

Tabela 1.

Caracteristicas demograficas e padrao de uso de alcool dos alcoolistas do
estudo

Sexo masculino (individuos) 52 86,70%
Sexo feminino (individuos) 8 13,3
Idade (média em anos) 472+10,4 de24a72
Maiores de 31 anos (individuos) 58 96,70%
< 8 anos de escolaridade (individuos) 50 83,30%
Nivel médio (individuos) 7 11,70%
Diploma universitario (individuos) 1 1,70%
Uso pesado de alcool (meédia de anos) 324111 de 13a63
Consumo diério de alcool (médiaem g/ d) 284,4 +£275,9 6 a1.600

Abstinéncia antes do estudo (média de dias) 84,4 £251,7 de 0a1.825

Tabela 2.

Pareamento de idade e género entre grupos alcoolistas e controle ndo-alcoolistas.

Grupos
Controles(n=  Alcoolistas (n = 60) tou X2 p valores
27) valores
Idade (média + DP) 46,3+ 10,6 472 +10,4 -0,38 ns
Género n (%) Masc 18 (66,7%) 52 (86,7%) 4,74 0,03

Fem 9 (33,3%) 8 (13,3%)




12

Miniexame do estado mental

Os alcoolistas neste estudo apresentaram um desempenho meédio de 25,2 + 4,2, sendo que
74,6% dos individuos deste estudo tinham escores normais de acordo com a idade e os anos de
educacdo, estabelecida por Crum e colaboradores (1993). A andlise de regressdo linear multipla,
considerando a idade, anos de uso de &lcool e dias de abstinéncia do uso de alcool demonstrou que

essas variaveis nao foram preditores de desempenho do MEEM nestes individuos alcoolistas.

Bateria de avaliagdo frontal (FAB)

O grupo de alcoolistas neste estudo mostrou uma média de desempenho total de 11,1 + 3,2
(variando de 3 a 17), que é congruente com grau de escolaridade de 1 a 3 anos de estudo observado
por Beato e colaboradores (2012), em um estudo normativo recente da FAB em uma amostra
brasileira de controles saudaveis. A anélise de regressao maultipla da idade, considerando os anos de
uso de alcool e os dias de abstinéncia ao alcool mostrou que essas varidveis nao foram preditores do
desempenho da FAB nestes individuos alcoolistas, F (3,56) = 0,816, p = 0,49, R2 = 0,042, IC 95%
[8,635; 18,647] (Tab. 3).

Tabela 3.

Bateria de Avaliacdo Frontal (FAB) relacionado a idade, dias de abstinéncia e anos de uso de &lcool em alcoolistas (N =
60).

r Ordem Zero

Variavel Idade  Anos de uso Dias de abstinéncia FAB B sr b
Dias de 0,002 0,006 0,00004 0,00008
abstinéncia

Anos de uso 0,36 -0,200  -0,086 0,0009 -0,024
Idade 0,937 0,014 -0,202 -0,122 0,002 -0,037

Intercept = 13,641
Média 47,23 32,40 84,43 111

DP 10,40 11,09 251,74 3,16 R®= 0,042
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Ressonancia magnética estrutural, desempenho da FAB e do MEEM

A analise de regressao linear multipla foi utilizada para desenvolver um modelo de previséo
de desempenho da FAB ou do MEEM considerando o volume de substancia cinzenta do lado
esquerdo e direito de cada estrutura cerebral. Poucas estruturas cerebrais mostraram prever o
desempenho total da FAB e nenhuma das estruturas cerebrais foi preditora do desempenho do
MEEM. As descricdes basicas e coeficientes de regressao das analises que mostraram resultados
significativos estdo apresentados nas tabelas 4, 5 e 6.

O volume da substéncia cinzenta de cada um dos lados do cortex frontal médio rostral teve
uma correlacdo de ordem zero estatiscamente significante (p < 0,01) com relacdo ao desempenho da
FAB, mas apenas o lado esquerdo apresentou efeito parcial estatisticamente significante (p <0,01) no
modelo completo (Tab. 4).

O modelo com os dois preditores foi capaz de explicar 24,4% da variancia no desempenho da
FAB, F (2,57) =9,22, p < 0,001, R2 = 0,244, IC 95% [3,45, 7,07].

Tabela 4.

Bateria de Avaliacéo Frontal (FAB) relacionado ao cortex frontal médio rostral (CFMR) esquerdo (esq) e direito (dir) em
alcoolistas (N = 60).

r Ordem-Zero

Variavel CFMR dir CFMR esq FAB B sr b

CFMR esq 0,488%*** 0,63** 0,103 0,001

CFMR dir 0,858*** 0,376** -0,16 0,007 -0,0003
Intercept= 1,807

Média 14092,58 13474,82 11,1

DP 1984,98 2065,81 3,16 R*=  0,244%**

**p < 0,01;***p < 0,001

O volume da substancia cinzenta de cada um dos lados do cértex cerebelar teve uma
correlacdo de ordem zero significativa (p < 0,01) com relacdo ao desempenho da FAB, mas apenas o
lado esquerdo teve efeito parcial significativo (p < 0,05) no modelo completo (Tab. 5). O modelo
com os dois preditores foi capaz de explicar 29,2% da variancia no desempenho da FAB, F (2,57) =
11,75, p < 0,001, R2 = 0,292, IC 95% [2,71, 6,28].
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Tabela 5.
Bateria de Avaliacao Frontal (FAB) relacionado ao cortex cerebellar (CC) esquerdo (esq) e direito (dir) em alcoolistas (N
= 60).

r Ordem-Zero
Variavel CC dir CC esq FAB sr b
CCesq 0,532*** 0,085 0,0003
CCdir 0,923*** 0,455*** 0,009 -0,0001

Intercept= 1,784

Média 43683,85 43400,13 11,1
DP 6952,88 7338,38 3,16 0,292***

*p < 0,05; ***p < 0,001

Quando uma andlise de regressao linear maltipla foi utilizada para desenvolver um modelo de

previsibilidade de desempenho da FAB tendo o volume da substancia cinzenta do cértex frontal

médio rostral esquerdo e do cortex cerebelar esquerdo, cada estrutura apresentou uma correlacéo de

ordem zero significativa (p < 0,01) com relacdo ao desempenho da FAB e ambas as estruturas

tiveram efeito parcial significativo (p < 0,05) no modelo completo (Tab. 6). O modelo com os dois

preditores foi capaz de explicar 35,9% da variancia no desempenho da FAB, F (2,57) = 15,97, p
<0,001, R2 = 0,359, IC 95% [7,54, 2,36].

Tabela 6.

Bateria de Avaliagdo Frontal (FAB) relacionado ao cortex frontal médio rostral esquerdo (CFMR esq) e o cortex
cerebellar esquerdo (CC esq) em alcoolistas (N = 60).

r Ordem-Zero

Variavel CC esq CFMR esq FAB sr? b

CFMR esq 0,488*** 0,075 0,0005

CCesq 0,456*** 0,532*** 0,121 0,0002
Intercept= -2,591

Média 43400,13 13474,82 11,1

DP 7338,38 2065,81 3,16 = (,359%**

*p <0,05; **p <0,01; ***p < 0,001
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A figura 6 ilustra as regides cerebrais consideradas cortex frontal médio rostral e cerebelo de
acordo com a segmentacdo do FreeSurfer e as curvas de regressdo linear, representando o
relacionamento entre o desempenho da FAB e o volume da substancia cinzenta de ambos os lados
destas regides observados em alcoolistas.

A B
""E“ Cértex Frontal Médio Rostral
£
pa? - CFMResq
s 7. g 0 -
Cortex Frontal Médio Rostral £ 0007 o crvRdr
§ 18000+
S 160004
(1]
‘—, 14000-
& 12000-
§ 10000+
3 8000
2 6000-
3 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
>
FAB (escore total)
«2‘ Cortex Cerebelar
£
= 70000+ - CCesq
c -&- CCdr
§ 60000+ :
£ [
g 50000 -!.' ..
Cerebelo S 40000- Mﬁ:
s ==, g b
g 300004 "]
@ 20000 5
=
o 100004
E 1 Ll Ll L 3 Ll T Ll Ll Ll L]
-g 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
>

FAB (escore total)

Figura 6 — (A) Cértex Frontal Médio Rostral (CFMR) e cortex cerebelar (CC) obtidos através da reconstrucéo
do cortex cerebral (FreeSurfer) de dados de imagem de alta resolugdo ponderada em T1. (B) Analise de
regressdo linear entre a bateria de avaliagdo frontal (FAB) e os volumes das substancias cinzentas do CFMR e

CC direito (dir) e esquerdo (esq) de alcoolistas (N = 60).
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Ressonancia magnética estrutural em alcoolistas e grupo controle pareados pela idade

O volume intracraniano total e os volumes especificos do hipocampo direito, cortex entorrinal
direito, cortex temporomedial direito, insula direita e cortex cingulado posterior direito foram
significativamente menores em alcoolistas quando comparado com controle ndo-alcoolistas. O
volume da substancia branca do cerebelo, o tdlamo, o putame e o globo palido apresentaram-se
bilateralmente reduzidos em alcoolistas. Curiosamente, o cOrtex pos-central, como componente do

cortex somatossensorial, foi maior em alcoolistas (Tab. 7).

Tabela 7.

Dimensoes das regides cerebrais em grupos alcoolistas e controle ndo alcoolistas.

Medidas do FreeSurfer (média + DP)

Intracraniano 144+18 135+14 2,54 0,01
vol (x 10° mm?)

Hippocampus

vol (x 10°mm®)  Esq 35+0,4 34+04 1,26 ns
Dir 3504 33+04 1,97 0,05
Coértex Entorrinal  Esq 20+ 04 19+04 -0,25 ns
vol (x 10°mm® Dir 1,8+04 16+04 2,01 0,047
Cortex Médio Esq 9,616 95+14 0,20 ns
Temporal Dir 110+18 10,2+1,7 2,11 0,038
vol (x 10° mm?)
Insula Esq 6,3+0,7 6,3+0,7 0.18 ns
vol (x 10° mm®  Dir 68+11 6,3+0,7 2,72 0,008
Cerebelo
- Subst. branca Esq 129+0,3 12,0+0,2 2.11 0,038
vol (x 10° mm®  Dir 13,2+0,4 12,1+0,2 2.55 0,013
Thalamus
vol (x 10°mm®)  Esq 6,3+0,1 5,6 + 0,09 4,12 <0,0001
Dir 6,3+0,1 5,5+ 0,09 4,64 <0,0001
Putamen Esq 55+0,1 5,1+0,09 2,81 0,006
vol (x 10 mm®  Dir 53+0,1 49+0,1 2,14 0,035
Pallidum Esq 1,7 £ 0,04 1,6 +0,03 3,43 0,0009
vol (x 10° mm®)  Dir 1,6 £ 0,04 1,4 +0,03 2,59 0,01
Cortex Pos-central  Esq 79+0,7 88+11 -3,85 <0,001
(somatosensorial)  Dir 80+£1.2 8,3+£1,0 -1,17 ns
vol (x 10° mm?)
Cortex Cingulado  Esq 3,005 2804 1,41 ns
Posterior Dir 3,1+£05 28+04 2,78 0,007

vol (x 10° mm?)
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A superficie frontal bilateral foi significativamente menor ao passo que a espessura frontal
bilateral mostrou-se maior em alcoolistas, quando comparado ao grupo controle (Tab. 8), que é

objeto de outro estudo ainda em desenvolvimento.

Tabela 8.
Medidas do cortex pré-frontal e subdivisGes em grupos de alcoolistas e de controles do

FreeSurfer.

Grupos

Controles (n=27)  Alcoolistas (n=60) tvalor p valor

Cortex Frontal

- superficie Esq 222+26 209+272 2,30 0,024
(x10°mm?) Dir 22,1+26 208+24 2,21 0,030
- espessura Esq 2,35+0,11 2,41+0,13 -2,29 0,025
(mm) Dir 2,33+0,11 2,41 +0,13 -2,56 0,010
Cortex Pre-Frontal
(CPF) Esq 63,1 +8,3 63,4 +6,9 0,21 ns
vol (x10°mm®)  Dir 62,4+ 8,2 63,0+ 7,4 0,37 ns
- CPF Lateral Esq 26,3 +3,6 26,6 +3,6 0,40 ns
vol (x 10°mm®)  Dir 26,6 +4,1 271+35 0,50 ns
Polo Frontal Esq 0,6 + 0,09 08+0,2 -3,67 <0,001
vol (x10°mm®)  pjr 0,8+0,1 1,1+02 5,36 <0,001
- CPF Medial Esq 23,5 +3,3 233+25 0,38 ns
vol (x 10°mm®)  Dir 225+3,0 22,1+26 0,70 ns
- Orbital Frontal Esq 132+19 13514 0,72 ns
vol (x 10°mm® Dir 132+15 139+1,8 1,67 ns
Orbital Frontal Medial Esq 48+0,9 51+0,7 -0,24 ns
vol (x 10°mm®  Dir 45+0,6 48+0,6 -2,07 0,042

Cortex pré-frontal: cdrtex pré-frontal lateral, cortex pré-frontal medial e cortex orbitofrontal; cértex pré-frontal lateral:
pars opercularis, pars triangularis, frontal mediorostral, frontal mediocaudal, polo frontal; cortex pré-frontal medial:
cingulado anterocaudal, cingulado anterorostral, frontal superior; cortex orbitofrontal: pars orbitalis, orbitofrontal lateral

e orbitofrontal medial.

No entanto, o volume total do cortex pré-frontal e de suas subdivises medial, lateral e
orbitofrontal (Fig. 6) ndo foi diferente dos individuos ndo-alcoolistas (Tab. 8).

Surpreendentemente, algumas areas especificas do cortex pré-frontal, como o cortex
orbitofrontal medial direito, um componente do cortex orbitofrontal, e o cortex frontopolar bilateral,
a porcdo mais rostral do cortex pré-frontal lateral, apresentaram volumes maiores em alcoolistas
guando comparado com os controles ndo-alcoolistas (Tab. 8) que sdo objeto de outro estudo em

desenvolvimento pelo autor.
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DISCUSSAO

Neste estudo, o volume da substancia cinzenta de uma regido especifica do cortex pré-frontal,
o giro frontal médio rostral e o cortex cerebelar, especialmente do hemisfério esquerdo, foram
capazes de prever a funcdo executiva frontal medida por um instrumento simplificado como a FAB
em alcoolistas. Inesperadamente, nenhuma das estruturas cerebrais mostrou prever o estado mental
cognitivo avaliado pelo MEEM.

O uso da RM estrutural para detectar mudancas estruturais grosseiras e também para
identificar regiGes do cerebro particularmente vulneraveis aos efeitos da exposicéo cronica ao alcool,
tem sido utilizado por um longo tempo (Rosenbloom et al., 2003).

Nestes estudos a RM frequentemente mostra uma grande perda estrutural nos lobos frontais
relacionados com disfuncgdes executivas, mas também em outras estruturas envolvidas na memoria,
como hipocampo, corpos mamilares, tdlamo e cortex cerebelar, este dltimo geralmente relacionado
com déficit na estabilidade postural (Sullivan et ai., 2000).

De acordo com Sullivan e Pfefferbaum (2005), tem sido dificil correlacionar as estruturas do
cérebro utilizando medidas volumétricas por RM com as funcdes cerebrais e as tentativas de
correlacionar as fungdes executivas com volume pré-frontal em alcoolistas tém falhado.

No entanto, Chanraud e colaboradores (2010) observaram que os alcoolistas, que foram
desproporcionalmente mais afetados que os individuos ndo alcoolistas por um distrator aritmético em
uma tarefa de memdria de trabalho espacial de alta complexidade, tiveram o seu desempenho nesta
tarefa previsto pelo volume do talamo esquerdo e do hemisfério cerebelar esquerdo.

Por outro lado, em individuos ndo-alcoolistas o desempenho desta tarefa foi melhor previsto
pelo giro frontal medial direito e hemisfério cerebelar direito, sugerindo que o desempenho desta
tarefa, altamente exigente de memoria de trabalho, contou com a integridade de diferentes nucleos do
sistema cortico-cerebelar em individuos alcoolistas e ndo-alcoolistas.

Neste estudo, a funcdo frontal executiva, incluindo a capacidade de conceptualizagéo,
flexibilidade mental, programacdo motora, sensibilidade a interferéncia, controle inibitério e
autonomia ambiental avaliada pela FAB (Dubois et al., 2000), foi claramente prevista por alteracdes
volumétricas na substancia cinzenta no cértex pré-frontal nos alcoolistas, especialmente a partir do
giro frontal meédio rostral e o cerebelo, uma estrutura que também constitui o circuito frontal-
subcortical necessario para respostas executivas adequadas (Constantino e Todd, 2003).

O programa FreeSurfer segmenta automaticamente o cérebro em sub-regides, e parece
delinear com precisao as partes rostral e caudal do giro frontal medial (Desikan et al., 2006).

A diviséo rostral do giro frontal medial é delimitada anteriormente pela extensdo rostral do

sulco frontal superior, posteriormente pela extensdo caudal do giro frontal médio, medialmente pelo
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sulco frontal superior e lateralmente pelo sulco frontal inferior (Desikan et al . de 2006) (fig. 5 e 6).
Esta divisdo do cérebro é igual, ou inclui a cértex pré-frontal dorsolateral (Kikinis et al., 2010).

Embora a compreensdo das fungdes relacionadas com o cortex pré-frontal tenham evoluido
bastante, a competéncia mais especifica do cortex pré-frontal dorsolateral ainda precisa ser melhor
explorada (Barbey et al., 2013). No entanto, existem muitas evidéncias mostrando que essa area
frontal estd altamente relacionada com o processamento da memdria de trabalho em primatas néo-
humanos (Funahashi, 2006) e também em humanos (Barbey et al., 2013), que é um sistema de
manuten¢do, monitoramento e manipulagdo de informacGes na memoria de curto prazo, fornecendo
uma interface entre entradas sensoriais, memoria de longo prazo, memdria aversiva e saidas motoras,
permitindo um comportamento dirigido a um objetivo (Barbey et al., 2013) e, finalmente, as fungdes
executivas (Smith e Jonides , 1999).

Segundo Fuster (2000), o cortex pré-frontal dorsolateral é criticamente envolvido em todas as
formas de memoria de trabalho em direcdo a um objetivo, seja no comportamento, raciocinio, ou na
fala. Ele tem um papel central no controle, monitoramento e integracdo das atividades cognitivas
(Powell e Voeller, 2004). Ele medeia a atencdo e controla a distragdo, mantém o foco, mas também
fornece flexibilidade para mudancas de contexto, e estd envolvido na geracdo de atividade verbal
fluente e ndo-verbal (Powell e Voeller, 2004).

Na verdade, estudando individuos com lesdo restrita no cortex pré-frontal dorsolateral,
Barbey e colaboradores (2013) concluiram que esta regido € um componente central dos sistemas
neurais subjacentes a manipulacdo de conhecimento verbal e espacial. A sindrome pré-frontal
dorsolateral tem sido caracterizada, principalmente, pela disfuncdo executiva, tais como a
incapacidade de manter a flexibilidade ou de mudar o contexto, mostrando um comportamento rigido
e perseverante, as estratégias organizacionais sao pobres para tarefas de aprendizagem, bem como
para copiar desenhos complexos e anormalidades de programacdo motora, mostrando deficiéncia em
alternancia de tarefas motoras reciprocas e dos testes motores sequenciais (Cummings, 1993).

Em relacdo ao cerebelo, além do seu envolvimento na estabilidade postural, ha evidéncias
convincentes de que esta estrutura e seu extenso circuito sustentam funcbes classicamente
relacionadas com os lobos frontais, como a aprendizagem verbal associativa, producdo de texto,
resolucdo de problemas, planejamento cognitivo, mudanca de atengdo e da memoria de trabalho
(Sullivan e Pfefferbaum, 2005). Ha ainda evidéncias de que uma reducdo seletiva do volume de
regido cerebelar seria melhor preditor que o volume do lobo frontal, para prejuizos executivos,
visuoespacial e equilibrio, que sdo considerados os trés principais sinais neuropsicoldgicos do
alcoolismo (Sullivan, 2003). Na verdade, a principal descoberta do estudo de Fein e colaboradores

(2010) foi a maior reducdo do volume cortical de substancia cinzenta comparada a perda normal
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relacionada a idade em dependentes de alcool nunca tratados e que foi independente da quantidade
de consumo de alcool na vida.

O dlcool afeta regibes seletivas no cerebelo que tém seus terminais de realimentacdo
(feedback) no cortex preé-frontal dorsolateral, que também ¢ afetada seletivamente por esta droga
(Sullivan e Pfefferbaum, 2005). Este circuito frontocerebelar suporta o desempenho de uma tarefa
sequencial motora em primatas nao-humanos (Kelly e Strick, 2003) e um circuito semelhante foi
também identificado no homem através da conectividade na RM funcional (Krienen e Buckner,
2009). De acordo com Krienen e Buckner (2009), 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 (2005), os exames de RM estrutural e funcional
sustentam a hipotese de que a interrupcdo do circuito fronto-cerebelar € o principal mecanismo
neural subjacente aos déficits incapacitantes e persistentes do alcoolismo, como ataxia, disfuncéo
executiva e comprometimento viso-espacial.

Além disso, as modificagdes estruturais especificas do cértex pré-frontal em alcoolistas
podem estar associadas com a manutencdo dos resultados mais negativos, como foi previamente
sugerido por Goldstein e Volkow (2011).

Por exemplo, se uma atribuicdo relevante a uma substancia e/ou suas pistas estdo acopladas a
um controle inibitério deficiente, resulta que alcoolistas seriam incapazes ou teriam maior
dificuldade em controlar o uso de alcool, assim, tornando-os mais propensos a uma recaida no seu
consumao.

Em um estudo recente, Beck e colaboradores (2012) sugeriram que a abstinéncia em
pacientes dependentes de alcool desintoxicados depende de um volume de substancia cinzenta no
cortex orbitofrontal, cértex pré-frontal medial, cortex pré-frontal e cortex cingulado anterior
preservados. Sugeriram ainda, que a sinalizacdo de aversdo ao alcool pode depender da
conectividade funcional entre a area tegmentar ventral e a amigdala, e também entre a area tegmentar
ventral e o cortex orbitofrontal.

Tem que ser destacado no presente estudo, que somente a substancia cinzenta do giro frontal
médio rostral esquerdo e o cortex cerebelar esquerdo puderam prever o desempenho da FAB em
alcoolistas. Curiosamente, Tamga e colaboradores (1995) compararam a perfusdo cerebral entre as
regides cerebrais direita e esquerda em 15 pacientes alcoolistas assintomaticos, ou seja, sem sintomas
neuroldgicos e/ou mentais, marcados com a 99mTc-hexametilpropileno-amina-oxima, e descobriram
uma importante hipoperfusao frontal, temporal, occipital e parietal, que foram mais pronunciadas no
hemisfério esquerdo. Considerando a lateralizagdo, hd uma especializa¢do funcional entre cortex pré-

frontal dorsolateral esquerdo e direito (Kaller et al., 2011).
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Barbey e colaboradores (2013) realizaram um amplo estudo em individuos com les6es
cerebrais, incluindo aqueles com leses mais especificas do cortex pré-frontal dorsolateral esquerdo
ou direito e observaram que o cOrtex pré-frontal dorsolateral esquerdo parece ser necessario para a
manipulacdo de informacao verbal/auditiva e ndo-verbal / espacial na memoria de trabalho, enquanto
0 cortex pré-frontal dorsolateral direito parece ser critico para manipular informacdes em um
intervalo ou raciocinio em contextos mais amplos, tais como raciocinio aritmético e espacial.

Em um elegante estudo utilizando um procedimento de RM funcional relacionado a evento
empregando a Torre de Londres como tarefa em individuos saudaveis, Kaller e colaboradores (2011)
mostraram que o cértex pré-frontal dorsolateral tem um papel fundamental para o planejamento e
observaram especializacdo funcional esquerda e direita neste processo.

Curiosamente, Chanraud e colaboradores (2010) observaram em seu estudo que os alcoolistas
mostraram deficits mais seletivos na memdria de trabalho espacial ao invés de um comprometimento
global cognitivo, sugerindo que os déficits no desempenho cognitivo em alcoolistas ndo apenas
podem ser explicados pelo impacto da droga sobre uma demanda geral cognitiva ou na capacidade
cognitiva geral, mas, possivelmente, em alterar o sistema executivo central mais especificamente.

O cortex pré-frontal dorsolateral esquerdo pode refletir uma maior exigéncia na analise
estrutural das informacdes externas durante o planejamento, provavelmente associada com a geracao
de um conjunto de trabalho de alto nivel incorporando as metas e as regras da tarefa, enquanto o
cortex pré-frontal dorsolateral direito parece estar associado com a crescente demanda para
integracdo de informacGes interdependentes em uma sequéncia coerente. Portanto, o cortex pré-
frontal dorsolateral esquerdo iria analisar estruturalmente e selecionar todas as informactes
necessarias para compor um plano de acordo com as metas especificas, enquanto o cortex pré-frontal
dorsolateral direito iria integra-los em uma sequéncia logica temporal.

Estas alteracdes estruturais em areas pré-frontais especificas e também no cerebelo e suas
conexdes precisam ser mais cuidadosamente investigadas com relacdo as caracteristicas funcionais e
microestruturais que podem estar relacionados ao consumo de drogas.

Neste sentido, mas ainda considerando aspectos estruturais, os alcoolistas deste estudo
apresentaram um volume intracraniano reduzido quando comparado a controles n&o-alcoolistas
pareados por idade. Com base em resultados de estudos na literatura, esta redugdo sugere a
ocorréncia de uma atrofia cerebral global em alcoolistas (Thomas, 1986; Di Sclafani et al, 1995;
Garcia-Valdecasas-Campelo et al, 2007). Quando as estruturas individuais no cérebro foram
examinadas com mais detalhes, foram observados volumes significativamente menores para o
hipocampo, cortex entorrinal, cértex temporal médio, insula e cértex cingulado posterior apenas no

hemisfério direito nesta amostra de alcoolistas comparados aos controles. Além disso, a substancia
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branca do cerebelo, talamo, putame e palido, foram todos menores bilateralmente nos alcoolistas. Em
contraste, o cOrtex pds-central do cdrtex somatossensorial foi maior no lado esquerdo nestes
alcoolistas comparado aos controles.

Em relagdo ao CPF, uma menor superficie cortical foi acompanhada de uma maior espessura,
bilateralmente nos alcoolistas, sugerindo que algum tipo de retragdo possa ter ocorrido nesta regido
do cérebro. Esta hipotese é sustentada pela auséncia de alteracdes no volume de matéria cinzenta
desta regido cerebral. Em contraste, os volumes das areas mais segmentadas desta regido, como as
regides bilaterais do cértex frontopolar e o cdrtex orbitofrontal medial direito, foram maiores nos
individuos alcoolistas em comparagdo aos controles.

Estes resultados sugerem que alcoolistas graves apresentam uma atrofia cerebral global e uma
perda de volume para muitas estruturas, especialmente no lado direito do cérebro, e sem qualquer
alteracdo aparente no volume total do CPF. No entanto, alguns alcoolistas apresentam um
alargamento em areas isoladas do CPF, especificamente o cortex orbitofrontal medial direito e o
cértex frontopolar bilateral.

Tem se demonstrado que o cértex orbitofrontal medial pertence ao circuito de recompensa
cerebral, cuja disfungdo compromete muitas respostas comportamentais. Por exemplo, a disfuncéo
desta estrutura pode estar na base do prejuizo do comportamento de inibicdo da resposta e da
atribuicdo inadequada de saliéncia a uma droga ou as suas pistas (Goldstein e Volkow, 2002, 2011).
O cortex frontopolar, por sua vez, tem sido associado a capacidade de monitorar ou avaliar decisGes
tomadas como descrito em macacos (Tsujimoto et al, 2010), e ao julgamento ou sentimentos morais
descritos no homem (Moll et al, 2011). Portanto, estas funcGes frontopolares podem estar
comprometidas nos alcoolistas, visto a mudanca estrutural observada neste grupo.

Existem limitagOes potenciais associadas a este estudo, que necessitam ser consideradas. As
grandes discrepancias na idade, tempo de uso do alcool e dias de abstinéncia podem impor diferengas
que ndo foram controladas nas andlises de regressdo consideradas neste estudo, mesmo considerando
que essas variaveis ndo sdo indicadores de desempenho da FAB ou do MEEM e também para

volumes das estruturas cerebrais principais incluidas nos modelos de regressdo maltipla.
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CONCLUSOES

Este estudo mostrou que estruturas especificas do cérebro, como o cortex frontal médio
rostral, que estd principalmente relacionado com o cértex pré-frontal dorsolateral, e o cértex
cerebelar, somente do lado esquerdo do cerebro, foram associados com desempenho executivo
examinado pela FAB em alcoolistas. Estas estruturas ndo parecem ser primariamente envolvidas no
estado mental cognitivo mais global avaliada pelo MEEM, sugerindo que a funcdo executiva e
estado mental geral sdo diferentemente afetadas pelo uso prolongado do &lcool.

Estes resultados sugerem que o exame das alteragcbes de volume da substancia cinzenta de
estruturas especificas do cérebro, mais especificamente a cortex pré-frontal dorsolateral e cortex
cerebelar esquerdo, juntamente com a FAB podem ser clinicamente relevantes para determinar de
ligeira a moderada disfuncdo executiva em pacientes alcoolistas assintomaticos, para auxiliar no
estabelecimento de tratamentos melhores e mais direcionados, e quem sabe reduzir 0 insucesso
terapéutico.

Concluimos que as medicGes volumétricas do cértex frontal médio rostral esquerdo e do
cortex cerebelar parecem ser capazes de prever o desempenho executivo frontal, mas ndo o estado
mental cognitivo em individuos alcoolistas.

Adicionalmente, também observamos que os alcoolistas apresentaram mudancas estruturais
globais no cérebro, e mais refinadamente em segmentos cerebrais mais especificos, que sugerem
alteracOes estruturais além da atrofia cerebral j& amplamente descrita na literatura, como as

alteracOes de regides especificas do cdrtex pré-frontal envolvidas na dependéncia quimica.
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ANEXO 1
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& Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Aol
Esras%n?&mapﬁes estio sendo fornecidas para sua participagéo voluntdria no estudo denominade “Técnicas convencionais e avangadas
de ressonancia magnética na avaliagio de pacientes alcoolistas classificades de acordo com a tipologia de Lesch”,

Objetive do estudo

Heste estudo pretende-se verificar os efeitos do uso prolongade do dloool sobre os tratos neurais e sobre o velume de diversas regides
cerebrais especificas cbservados em pacientes alcoolistas atendideos no Programa de Atendimentos ao Alcoolista do Hospital
Universitiric Cassiano Antdnio Moraes, do Centro de Ciéncias da Sadde da Universidade Federal do Espirite Samto
(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 nervoso central e a andlise de lesdes ndo detectiveis pelos métodos
diagndsticos tradicionais.

Frocedimentos

Na sua consulta com ¢ médico do Programa de Atendimento aoc Alcoolista do Hospital das Clinicas da UFES vocé serd avaliade e
informade sobre um estudo para investigar alteragdes no sistema nervose central nde detectiveis pelos métodos diagndsticos
tradicionais, Vocé ndo € obrigado a participar do estudo e serd tratade normalmente no ambulatdrio. Mas, se vocé aceitar participar do
estudo, além do tratamento normal do ambulatdrio, vocé serd avaliado guanto a sua inteligéncia (fungdo mental) e capacidade de
realizar tarefas (funcdes executivas) e memdria, A seguir, voce seTd encaminhado ao setor de Radiclogia do Hospital Cassiano Antdnio
Maoraes (HUCAM) onde serd feito um exame de Tomografia Computadorizada do Crinie para que sejam observadas alteragdes maiores.
Se seu exame ndc mostrar grandes lesdes que interfiram no prosseguiments do estudo como, por exemplo, dreas grandes de derrame
[AVC) e caso voré ndo tenha nenhuma contra-indicacdo, vocé serd encaminhado ao Servipo de Ressondncia Magnética do Hospital
Evangélico de Cachoeiro de [tapemirim, localizado(a) em Cachoeire de Itapemirim (ES), O transporte e a alimentacio serdo custeados
pelo presente estudo e partird um dnibus do HUCAM em hordrio previamente agendado. Voce terd direito a um acompanhante em caso
de necessidade. No local, vorcé serd submetido a um exame de Ressondncia Magnética, que nos permitird avaliar alterapfes que nio
puderam ser observadas no exame anterior, ao términe dos exames, vocé serd, entio, reencaminhado as HUCAM.

0s exames realizados 530 de baixo risco e ndo serd necessario o uso de contraste venoso e 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 caso da Tomografia Computadorizada, vocé serd exposto a baixos niveis de
radiagio ionizante, que, em doses altas e em excesso, & responsavel por aumento no risco de canceres, A Ressonancia Magnética é contra
indicada nos pacientes portadores de implantes metdlicos (dispositivo intra-uterino - DIU, vilvula cardiaca, placa, pino, parafuse, stent,
clip de aneurisma cerebral, estilhaco metilico no corpo, piercing, protese metdlica, aparelho ortoeddntico), de implante eletrdnico
(marca-passo cardiaco, neuro-estimulador, implante coclear), claustrofobicos (medo de lugares fechados) e o5 com maguiagem
definitiva ou tatnagem recente (nos dltimaos trés meses).

Os responsaveis por este estudo sdo: Dr. Rodrigo Sténio Moll de Souza, CRM 6687 /ES, Dr. Emerson L. Gasparetto, CRM 833934 /R]; Dra.
Ester Miyulki Nakamura Palarios, CRM 4746/ES, Dra. Maria da Penha Zago Gomes, CRM 2724 /ES, Dr. Roney Welinton Dias de Oliveira,
CRM &434/ES, Dra. Flivia Silva Braga, CRM 9391/ES, Dra. Adriana Maria Fonseca de Melo, CRM 9724 /ES, Se vocé tiver alguma
consideracio ou divida sobre ética em pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa - simado no Centro de Ciénrias da
Saude da UFES.

Todas as informapdes obtidas relativas i sua participacio neste estudo serdo analisadas em conjunto com aguelas obtidas com outros
parientes, resguardando, desta forma, a confidencialidade da sua participagio.

Desta forma, acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informacdes que li ou que foram lidas para mim,
descrevendo o estudo: “Técmicas convencionais e avanpadas de ressondncia magnética ma avaliacio de pacientes aleoolistas
classificados de acordo com a tipologia de Lesch”.

Data: _ /[ Assinatura do paciente,/representante legal

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

Dr. Rodrigo Stenio 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
Dra. Ester Miyuki Nakamura Palacios CRM/ES 4746 Dra. Flavia Silva Braga CRM 9391/ES

Dr. Roney Welinton Dias de Oliviera CRM/ES 6434

Medicos responsaveis pelo estudo

Data: _ /[
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Quadro 1 — Miniexame do estado mental (MEEM)

Orientaciio temporal
{5 pontos)

OQual a hora aproximada?

Em que dia da semana estamos?

Que dia do més & hoje?

Em que mes estamos?

Em que ano esamaos?

Orientagio espacial
{5 pontos)

Em que local estamos?

Que local € este aqui?

im que bairro nds estamos ou qual é o endereco dagui?

Em que cidade nés estarmnosr?

Em que estado nos estamost

Registro (3 pontos)

Repetiz CARRO, V ASO, TTJOLO

Atengio e cileulo

Subtraie: 100-7 = 93-7 = 86-7 = 79-T=72-7 = (5

{5 pontos)
Memdra de evocagio . PR X . .
(3 pontos) Quais 05 trés objetos perguntados anteriormentes
Nomear 2 objetos R
(2 pontos) Reldgio e caneta

PET
REPETIR “Nem aqui, nem ali, nem K™
{1 ponto)
Comando de estigios . . ~
(3 pontos) Apanhe esta folha de papel com a miio dircita, dobre-a a0 meio e coloque-a no chio
Escrever uma frase completa Escrever uma frase que tenha sentido
{1 ponto)
Lere executar Feche seus olhos
{1 ponto)

Copiar dois pentigonos com intersecio

Copiar diagrama
{1 ponto)

onte Bruckl oLy Isammnn Is, Laramelin P, BDertolucc:

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




ANEXO 3

BATERIA DE AVALIAGAD FRONTAL (FAB)

Nome: _

1. Semelhancas: “De que modo e sdo semelhantes?” Pontos
(Doul)

banana e laranja*:

mesa e cadeira:

tulipa, rosa e margarida:

Total: p0 p1 p2 p3

2. Fluéncia Verbal (flexibilidade mental):.

?ntal: p0 (<3 palavras) p1 ({35 palavras) p 2 (6-9 palavras)
p 3 (9 palavras)

3. 8éries Motoras (programagio)
Total: p0 (0 acompanhando) p (3 acompanhando) p2 (3 s02-
inha) p 3 (B sozinho)

4. Instrugbes 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)

Seqiéneia: 1-1-2-1-2-2.2-1-1-2.

Total: p0O (faz como o examinador) p 1 (=2 erros) p2(1-
2 erros) p 3 (sem erros)

5. Controle Inibitdrio (Go-No Go)

Exemplos: “Bata uma ver quando eu bater uma™ (1-1-1); "Nio 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) p2l-
2 erros) p 3 (sem erros)

6. Comportamento de preensdo manual (autonomia)
Total: pO (pega, mesmo apds instruglo) p 1 (pega)
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ANEXO 4

£,

Avcmmousss Coeaca s Exrernosaran Resanon

Performance in Alcoholic Subjects

Ester M. Nakamura- Palacios, Rodrgo 5. M. Souza, Maria P. Zagn-Gomes,
Adriana M. F. da Malo, Favia 5. Braga, Tadeu T. A. Kubo, and Emerson L. Gasparnetto

Backgrund Alcoholic subjects manifest important deficits in frontal executive functon, yet main-
tain cognitive mental statns within normal range.

Methods: This study sarched for volumetric measurements of sermented bmin structures obtained
from magnetic resonance imaging { MR1) that would predict executive functons and cognitive mental
status in aleoholic subjects. The frontal assessment battery (FAB)and the Mini-Mental State Examina-
tion (MMSE)were applied to aleobolic subjects whounderwent MR Cortical and subeortica ] se pren-
tation and correctons were performed usng FreeSurfer Multipke near regressions analyses having
volumetric measures of sepmented brain stmctures as predictors for FAB or MMSE scores as depen-
dent measums were conducted. Sixty aleoholic subjects, 52 males, mean ape of 47.2 = 5D 10.4 years,
with heavy use of alcohol (mean 284 4 = 5D 2759 p of alcohol/d) over along time (mean 324 = 5D
11.1 years), showed FAB11.1 = 5D 32 and MMSEof252 £+ SD 4.1.

Results: Multiple regression analyses having left and right side of each sepment as predictors
showed that gray matter volimes of rostral middk frontal cortex and ecerchellar cortex {p < 001}, in
which only the keft side of thes structures showed gpnificant partial effects in the full model (p < 003,
showed to predict FAB performance. They were oven more predictive when considersd topether
(p< 0001}, in which both left rostral middle frontal cortex {p < 005) and left cerebellar cortex
{p < 0.01) predictors had significant partial effects m the full model. Mone of brain structures was pre-
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Gray Matter Volume in Left Rostral Middle Frontal and
Left Cerebellar Cortices Predicts Frontal Executive
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dictive of MMSE performance.

Condusions: We have concluded that vohimetric measurements of left rostral middk frontal and
cerehellar cortices seem to be able to predict the frontal executive performance but not the copnitive

mental status in akcholic subjects.

Key Words: Alcoholism, Prefrontal Cortex, Executive Function, Cognition, Mapnetic Resonance

Imaging.

RONTAL LOBE DEFICIENCY, characterized by
exscutive dysfunction with deficits in attention and
working memory, has been associated with an inability to
absmin from alcohol and nepative clinical implications
{(Goldstein and Volkow, 2002). Accordingly, executive
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dysfunction may predict poor outcomes following treatment
of drug addiction (Moselhy et al., 2001). However, alcohol-
ics with important deficits in executive functions may have
global cognitive function preserved. Forexample, alcoholics
have been found to present different deprees of frontal dys-
function, notably according to different types of alcoholism
as evaluated using Lesch’s Typologv{Zago-Gomes Mda and
Makamura-Palacios, 200%). One of these types, type [V, has
been associated with the lowest scores on the Mini-Mental
State Examination (MMSE), and on the frontal assessment
battery (FAB) in particular, compared to nonalcoholics
and other types of alcoholics. Furthermore, executive
frontal function of type IV alcobolics was significantly
impaired even in those with preserved mental function
{(Zapgn-Gomes Mda and Nakamura-Palacios, 2009). Taken
together, these results sugpest that cognitive and executive
functions may be differently affected by chronic use of
aleohol.

Brain atrophy has commonly been observed in alcoholics
(Brooks, 2000k D Sclafani et al., 1995 Fein et al,, 2006;
Garcia-Valdecasas-Campelo et al, 2007, Thomas, 1986).
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Maoreover, chronic consumption of alcohol has been shown
to reduce levels of neurotropic factors, and this has the
potential to interfere with normal brain function and to
cause derepulation of meuronal synaptic connectivity and
apoptosis (Geibprasert etal, 2010). Indeed, Kril and
Harper (1989) have shown by histological analysis that
alcoholics present with a loss of neurons in the superior
frontal cortex, and also exhibit a reduction in the degree of
dendritic arborization of layer [II pyramidal newrons
in the superior frontal and motor cortices compared to
ape-matched controls.

Neuroimaging studies using computed tomography (CT)
and magnetic resonance imaging (MRI) have detected a
characteristic spread of volume loss (Geibprasert et al,
2010), enlarged lateral ventricles, and loss of both gray and
white matter volume (Gurling et al,, 1984, Pfefferbaum
et al., 2001, Wobrock et al, 2009) in subjects addicted to
alcohol.

In a recent study, Durazzo and colleapues (20011) com-
pared thickness, surface area, and volume in neocortical
components of brain reward system constituted by rostral
and caudal anterior cingulate cortex (ACC), insula, medial,
and lateral orbitofrontal cortex {OFC), and dorsolateral pre-
frontal cortex (DLPFC) between nonsmolking light drinking
controls and alcoholics by using FreeSurfer volumetric seg-
mentation and cortical surface reconstruction. They demon-
strated that alcoholic subjects showed significantly lower
neocortical thickness in 12 of 16 individual brain reward sys-
tem regions when compared to control and lower total brain
reward system and global thickness as well. They suggested
that both meocortical surface and brain reward system
regions of interest investigated in their study would serve as
proxy markers for rsk of relapse and/or predict the level of
severity of an episode of relapse, at least in their cohort.

Changes on prefrontal cortical (PFC) gray matter in drug
addiets may also be related to behavioral and cognitive dys-
function. A reduced medial OFC gray matter was observed
in subjects diagnosed with dependence of one or more illicit
substances, which was correlated with a persistence of play-
ing high-risk decks on a modified pambling task (Tanabe
et al,, 2009). Also, decreases in gray and white matter vol-
umes in dorsolateral frontal, cerebellum and brainstem
regions were found to be associated with impaiment of
executive function in clinicallty and socially preserved alcohol-
dependent subjects, which, according to Chanrand and col-
leagues (2007), suggests a cerebello-thala mo-cortical model
of impaired executive function inthis drug dependence.

However, there are no studies addressing the relationship
between segmented brain volumes and brief cognitive instru-
ments that screen for executive and mental stats conditions,
such as the FAB and MMSE, respectively.

Maoreover, if alcoholic subjects manifest important defi-
cits in frontal executive function, yet maintain copgnitive
mental status within a normal range, we hypothesized that
distinct brain strucmires are related to these copnitive
functions.

NAKAMURA-PALACIDSET AL

Thus, the aim of this study was to search for volumetric
measurements of segmented brain structures obtained from
high-resolution MR that could be predictive of executive
functions and cognitive mental status in aleoholic subjects.

MATERIALS AND METHODS

Subjects

In 2010, between January and October, 74 aloohol-dependent
outpatients were referred to a specialized public senvice depariment
of the Medical School Hospital of the Federal University of Espirito
Santo {Brazl) for aloohol dependence treatment. OF these pabents,
60 met our inclusion ariteria, agreed to partiapate in this study, and
successfully oompleted it

The indusion criteria for this study included the followng: (i)
pabents betwesn the ape of 18 and 75 years; (1) consumption of at
lestst 30 drinks per week on average over the previous year; (1) met
ariteria for aloohol dependenes acoording to the Internatonal Ste-
tistical Chissifics ion of Dissases and Related Health Problems 10th
Revision (ICD- 10}, as determined by clnic evaluation; {iv} in stable
dinical condition with no nesd for inpatient cars; (v) able to read,
write, and speak Portupuese; and (vi} have no severe withdraaal
signs or symptoms at baseine Conversely, endusion criteria
included the following: (i) 4 conditon of intexdcation or withdrasal
due toa substance other than aleohol, (i1} unstable mental or medi-
| disorder other than alcohol dependence, except nicotine and/or
cffeine; (i} a dispnosis of epilepsy, convulsions, or delidum tre-
mens durmg abstinence from alcohol, (iv) a previous history of drug
hypersensitivity or adverse reactions to disrepam or other bene
mwdisrepines and halopendol; {(v) any contrandication for magnetic
resonanee proceduress such as ekctronic mmplants, metal implants,
daustrophobia, or permanent make-up or tatteo received within
the previous 3 months; (v} the presenee of vascular, traumatic,
inflammatory, or tumor mjuries detectable by CT examination;, or
{vii) suspected prepnancy for female participants

Ethical approvul for this study was provided by the Brazlian
Institutional Review Board of the Federal University of Espirito
Santo (remstration 207/09), Brazl. In addition, this study was con-
ducted instrict adherence with the Dedaraton of Helsinki and & in
aconrd with ethical standards of the Committee on Human Experi-
mentabdon of the Federal University of Espirito Santo, ES, Brazl,
where this study was conducted.

Procedures

After having been informed of all proocedures and given written

informed consent, 6 outpatients dipnosed with  aloohol

by [CD-10 were included in this study. Patients were
subsequently assessed using the following tools.

Sociodemographic and Drinking Behavior Characteristics. A
structured interview was conductad to obtain infformaton regarding
sododemopgruphic data and alcohol drinking characterisics of the
study partapants. This mterview was followed by a global physical
AT BT

Mini-Mental State Examination. An adapted version of the
MMSE in Portuguese was used. This version included an 11-item
examinabon that exammed § areas of copnibdve function ontents-
ton, registration, attention and caloulation, recall and languape.
The maximum score that could be achieved was 30, while 4 mean
soore betwemn 23 and 26 would be expected sccording to the ape
and educational level of the total sample of alcoholics (Crum et al,
1993).
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Frontal Assessment Battery. The FAB instrument ek borated by
Dubois and oolleapues (2000) consists of 6 subssts that explore the
follvwing: conceptusbzation, mentsl flexibility, motor program-
ming, sensifivity to interference, inhibitory control, and environ-
mental autonomy. Each of these subsets is soored from 0 to 3
points, and the maximum total soore that @in be achieved is 18
{Dubois et al., 2000

Magnetic Resonmoe Imaging. MRI Acgquiition: All subjects
underwent MREI m a 15T scanner (Signa Geness 1.5T;, GE
Medical Systems, Milwaukes, WT) without paramapnetc contrast
administration. Brefly, the MRI protocol induded an enhanced
3D Fast Gradient Echo sapittul Tl-weighted imapging with an
optimized protocel for postprocessing of obtained ]JTI.HI!C:S to
evaluate volume und cortical thickness (voxel size: 1.55 mm?; flip
anple: 12, TR,/TE/TI = 9300/4.19/400 ms, 81.3 Hz/pinel band-
width, SI2 » 512 matrx, 1.3 mm shice thid:mms, e averapes).
Conventional sequence 2D axial T2-weighted FLATR (TR/TE,/TIL
110021052400 ms, 512 = 512 matrix, pinel resoluton
1.5 % 1.5 mm) was also performed All MRIs were reviewed by
an experenced neurorasdiologst and were of pood quabty for
POStproEsSsinE.

FreeSurfer Postprocessing. All ma pes were transferred to a work-
station {Linux Distobution: CENTOS v 4.9, GNU General Public
Liense, orginUSA) with 8 GB of RAM memory and 2 Quad-Core
Intel Xeon processors (2 = 3.2 GHz) lomted in the Radiology
Sector of the Federal University of Rio de Janeiro, Brazl. Cortical
sepmentation and corrections were using FresSurfer
version 500 software (http:/ Surfer nmr.meh harvard.edu) by a
medical physicist {TTAK, 5 years of experience). The technical
details of thess procedures have previously been described (Dale
et al., 1999, Desikan et al, 2006; Fischl and Duale, 2000; Fxchl
et al., 2002). Brdly, this processing inchided: motion correction;
removal of nonbrain tisue using & hybrid wa tershed Surface defor-
maton procedure; automated Talsirach transformation; sepments-
tion of subcortcal white matter and deep pray matter structures
(induding the thalamus, hippocampus, amypdals, @uodste, puts-
men, and ventricles); intensity normalizdon; tessellabon of the gray
mma therfwhite matter boundary; automated topology correction; and
surfuce deformation and mflation of the cerebrum. The results of
the automa bc sepmentations were reviewed and any errors were oor-
rected. This segmentation procedure assigns a neuroanatomical
labed to every voxelin the MRI volume, and the method is bused on
probabilisic information estimated from a manually labelsd ram-
ing set. The Markov Random Field Theory is applied, where the
probability of a label ata gven voxel is computed not just in terms
of pray-scale intensides and prior probabilities at that voxe, but
also as a funcbon of the labels in a neighborhood around the vorel
in question {Fiachl et al., 2002). This is important for obtaining the
cormect separation of structures, which have similar pray-soile
vilues n the hippoampes and um:,'midb Completing an entire
postprodessing step took approdmately 20 hours per subject, and
implemented Unix scripts were used to extract the volume, area,
and thickness values. Furthermore, within the scripts, it was
possible to acoess all informaton regarding the prooessed structures
in a practical and rapid manner.

PFC Compaosiion.  Gray matter volumes of the PFC remons
was caleuluted using FreeSurfer sofbware and its desipnations of
the following regions: (i) the lateral PFC oonstituted by pars
operculins, pars toangulars, rostral middle front], candal mid-
dle frontal, and frontal pole; (i) the medial PFC consttuted by
the caudal anterior cingulate, rostral anterior cingubite, and
superior frontal; and (i)} the OFC constituted by the pars orbi-
talis, lateral orbitsl frontal, and medial orbital frontal (Desikan
et al., 2006).

Stat i tioal Analysis

Drata are presented as the percentapge or mean + standard devi-
ation (SD. Missing data {1 for years of alcohol use variable and 2
for MMSE variable) were imputed by linsar repression. Mulbple
repression analyss was conducted to examine the influence of ape,
years of alcohol use, and days of abstinence up to the time of this
study as independent varinbles having the totsl soores of FAR or
MMSE as dependent varubles. Gray matter volumes of sep-
mented brain regions of the PFC (11 sepments as described
above), and all other nonfrontal structures composing lateral or
medial temporal cortex, panetl cortex, sensonmotor coriex,
ouwipitl cortex, cerebellum {white matter and cortex) in the total
of 26 segments, and suboottical structures (such as amypdala, thal-
amus, candate, putsmen, and pallidum} in the total of 5 sepments,
were examined considering ther left and right side as i t
messures having the total soores of FAB or MMSE as dependent
variables. Brain structures that showed to be sipnificantly cormme-
lated to FAB or MMSE performance were further considered as
independent varibks in a multiple regression analysis with FAR
or MMSE performance as dependent varables. Mo adjustment for
multipk comparsons was considersd because of the explotatory
character of thess analyses (Bender and Lanpe, 2001} They nesd
tor be spedifically expunded in order to be considersd confirmatory
in future investigations. Besides, as ape, years of alcohol ue, and
days of alcohol abstinence were not sipnificntly reluted to FAB
or MMSE soores in this sample of alooholis, analysss were not
adjusted for these variables effects. A 2-twiled pvalue of 0.05 was
used to determine statisical siprificance. SPSS Stabstics version 17
{5P55 Inc., Chipo, IL) and Graph Pad Prism version 5 {Graph-
Pad Software, Inc., La Jolla, CA) were used for stabstical analyses
and graphic presentations.

RESULTS
Sociodemographic Characterisiics and Patierm of Alcohol Use

Alcoholic subjects included 52 (86.7%) males and 3
{13.3%) females, with a mean age of 47.2 + 10.4 vears
{ranging from 24 to 72 vears, one subject aged 24 vears and
another 29 vears, and the majority, 58 subjects [96.7%)] aged
=31 vears). The majority, 50 (83.3%) presented 8 or less
vears of schooling, 7 (11.7%) achieved high school level, and
only 1 {1.7%) had a college degree. Schooling information
was missing for 2 subjects. They showed a history of heavy
wse of alcohol over the past 13 to 63 years (mean,
324 + 11.1 vears), with 6-1,600 g of alcohol consumed per
day {mean, 284.4 + 275.9 g/d). The mean of days in absti-
nence before the study was 844 + 251.7 (mnge, 0-
1,825 days). These demographic characteristics are typical of
alcoholics in this region.

Mini-Mental State Examinaion

The alcoholics in this study had a mean score of
252 + 4.1 and 74.6% of the subjects of this smdy were into
normnal scores according to the ape and vears of education
established by Crum and colleagues (1993). Multiple regres-
sion analysis considering ape, vears of alcobol use, and days
of abstinence of alcohol use showed that these variables were
not predictive of MMSE performance in these aleoholic
subjects.
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Fromtal Assessment Battery

The alcoholic group in this study showed a mean of total
FAB score of 11.1 £ 32 (ranging from 3 to 17), which is
congruent with 1 to 3 vears of schooling observed by Beato
and colleapues (2012)in a recent nomative study of FAB on
a Brazilian sample of healthy controls. Multiple regression
analysis considering ape, vears of alcohol use, and days of
abstinence of alcohol use showed that these variables were
not predictive of FAB performance in these alcoholic sub-
jects, A3, 56) = 0.816, p = 049, B* = 0042, 93% CI[8.635,
18.647) (Table 1).

Structural MRT and FA B and MM SE Performances

Multiple linear regression analysis was used to develop a
maodel for predicting FAB or MMSE performances consider-
img gray matter volumes of left and right side of each brain
structure. Few brain structures showed to predict FAB total
score and none of brain structures were predictive of MMSE
performance. Basic descriptive and regression coefficients
from those analvzes showing significant results are presented
in Tables 2, 3, and 4.

Gray matter volumes of each of the sides of rostral middle
fromtal cortex had a significant (p < 0.01) zero-order correla-
tion with FA B performance, but only the left side had signifi-
cant (p < 0.01) partial effects in the full model (Table 2). The
two-predictor model was able to account for 24.4% of the
variance in FAB performance, A2, 5T) = 922, p < 0001,
R? = 0244, 95% CI[-3.45, 707

Gray matter volumes of each of the sides of cerebellar cor-
tex had a sipnificant (p < 0.01) zero-order correlation with
FAB performance, but only the left side had significant
{p < 0.035) partial effects in the full model (Table 3). The
two-predictor model was able to account for 29.2% of the
variance in FAB performance, A2, 57) = 11.75, p < 0.001,
R =0292,95%CI[-2.71,6.24].

When a multiple linear regression analysis was used to
develop a model for predicting FAB performance having
gray matter volumes of left rostral middle frontal cortex and
left cemehellar cortex, each structure had a significant
{p < 0.01) zero-order correlation with FAB performance,
and both structures had significant (p < 0.05) partial effects
im the full model (Table 4). The two-predictor model was
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Table 2. Frontal Assessment Battary { FAB) Total Soore Ralated to Laft
and Right Sida of Rostral Middle Frontal Ciortex in Alcoholic Subjects
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(N = 6&0)
Zaro-Ondar r
Variable RAMF L AMF FAB B s h
LRAMF 0488 0&3" 0103 000
R RMF QAa5e*= 0376~ 016 0007 —-00003
Imtarcept = 1.807
Mean 1408258 1347482 111
5D 1884 88 206581 316 A = 0244

**p = 0.01, *=p < 0001.
L AMF, laft rostral middla frontal cortens; B AMF, right rostral middle fron-
tal coriex.

Table 3. Frontal Assessmant Battery {FAB) Total Soore Related to Laft
and Right Side of Carebsllar Coriex in Alcohalic Subjects [N = 60)

Zarg-Ordar r
Variabla RCC LCC FAB B sF h
LCC 0.530=" 076 0085 00003
ROC 0.823*= Q455" 024 0008 —-0.0001
Intarcept = 1.784
Maan 4368385 4340013 111
5D G652 B  T33RAA 216 A =020~

*p < 005, ='p < 0.001.
L GG, laft carsbalbr cortexs R GG, night cansballar corten.

Table 4. Frontal Assessmeant Battary { FAB) Total Soore Ralated to Laft
Fosgtral Middle Frontal Cortex and Left Caraballar Corlex in Alcoholic

Subjacts (N = 60)
Zaro-Ordar r

Variabla LCC L AMF FABR B st h
LAMF 0.4B88°= 031° 0075 00005
LCC 0A56=" 053~ 039 0121 00002

Intarcept = —2.581
Maan 4340013 1347482 111
5D 733838 206581 a6 A= 0350

*p < 005 *p<001,""p < 0.001.
L RMF, left rostral middla fromtal cortex; L CC, left carebellar cortax

able to account for 35.9% of the varance in FAB perfor-
mance, M2, 37) = 1597, p <0001, B =0359, 95% CI
[-7.54,238]

Table 1. Frontal Assessmant Battery (FAB) Total Scora Relaied to Age, Daysof Absfinenoa, and Y aars of Aloohol Usa in Alcoholic Subjects (N = 60)

Faro-Ordar r
Yaarsof Days of
Variabla Aoa usa ahstinenca FAB B s b
Duays of abstinanca 0.002 0,006 0.00004 0.00008
¥ aars of usa 0.36 —0.200 —0.088 0.0008 —0.024
Aga 0.837 0.014 —0.202 —0.122 0.002 —0.037
Intercept = 13,641
Mean 4723 3240 B4 .43 111
5D 1040 1.08 B51.74 316 A = 0.042
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The Fig. 1 illustrates regions that were considered rostral
middle frontal cortex and cerebellum according to FreeSur-
fer segmentation and linear regression curves representing
the relationship between FAB performance and gray matter
volumes from both sides of these regions observed in aleo-
holic subjects.

DISCUSSION

In this study, gray matter volumes of a specific region from
PFC, the rostral middle frontal gyrus, and of the cerebellar
cortex, especially from the left hemisphere, were able to
predict the frontal executive function measured by a brief
instrument such as the FAB in alcoholic subjects. Unexpect-
edly, none of brain structures was shown to predict global
cognitive mental status measured by the MMSE.

The use of strucral MEI to detect gross structural
chanpes and also to identify brain regions particularly vul-
nerable to the effects of chronic alcohol exposure has been
used for along time { Rosenbloom et al., 2003). [n these stud-
ies MEI frequently shows a great structural loss in the fron-
tal lobes related to executive dysfunctions, but also in other
structures involved in memory, such as the hippocampus,
mammillary bodies, thalamus, and cerebellar cortex usually
related with deficits in posmral stability (Sullivan et al ,
2000).

Rostral Middle Frontal

5

According to Sullivan and Pfefferbaum (2005), it has been
difficult to correlate brain structure using volumetric MRI
measures with brain functions, and the attempts to correlate
executive functions with prefrontal volumes in aleoholics
have been largely unsuccessful.

However, Chanrand and colleagues (20010) observed that
alcoholic subjects, which were disproportionately more
affected than nonalcoholic subjects by arithmetic disractor
on the high-load spa tial working memory task, had their per-
formance on this task predicted by volumes of the left thala-
mus and left cerebellar Crus [. By contrast, in nonalcoholic
subjects the performance of this task was better predicted by
right middle frontal gyrus and right cerebellar Crus [, sug-
gesting that the performance of this highly demanding work-
ing memory task relied on the integrity of different nodes of
corticocerebellar systems in alcoholic and nonalcoholic sub-
Jects.

In this study, the frontal executive function, including the
ability of conceptualization, mental flexibility, motor
programming, sensitivity to interference, inhibitory control,
and envirommental autonomy assessed by FAB (Dubois
et al., 2000), was clearty predicted by volumetric changes of
gray matter in the PFC in alcoholics, espedally from the ros-
tral middle frontal gyrus, and with a structure constituting
frontal-subcortical circuits required for adequate exscutive
responses, the cerebellum {Constantino and Todd, 2003)

Rostral Middle Frontal Cortex

Cerebellum

Gray Matiar Yolume (mm®]
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Fig. 1. (A) Rostral middla frontal (RMF) corex and carsballum obtained through automatic reconstrudion of the cerebral cortex (automated Free Sur-
far software) from a high resolution T1-weghted magnetic resonance imaging data set. (B) Linear regression analysis betwean frontal assesament bat-
tary (FAB) (total soore) and gray mattar wolumes from leftand right AMF and careballar corticas of alcoholic subjads (= 60).
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FreeSurfer software automatically segments the brain into
subregions, and it seems to delineate the rosral and caudal
parts of the middle frontal gyrus accurately {Desikan et al.,
2006). The rostral division of the middle frontal pwus is
delimited anteriorly by the rostral extent of the superior fron-
tal sulcus, posteriorly by the caudal extent of the middle fron-
tal gyrus, medially by the superior frontal sulcus, and
laterally by the inferior frontal sucus {Desikan et al., 2006)
{Fig. 1). This division of the brain is equal to or includes the
DLPFC{Kikinis et al., 2010).

Although the understanding of functions related to the
PEC has evolved extensively, the more specific competence
of DLPFC still remains to be better explored (Barbey et al.,
2013). However, there are many evidence showing that this
frontal area is highly related with the processing of working
memory in nonhuman primates {Funahashi, 2006} and also
in human {Barbey et al., 2013), which is a system for main-
taining, monitoring, and manipulating information in short-
term memory, providing an interface between sensorial
inputs, long-term memaory, aversive memory, and motor out-
puts that enables poal-directed behavior (Barkey et al., 2013)
and ultimately the executive functions {Smith and Jonides,
1999,

According to Fuster (2000), the DLPFC is critically
involved in all forms of working memory toward a poal,
whether in behavior, reasoning, or speech. It has a central
role in the control, monitoring, and integration of cognitive
activities (Powell and Voeller, 2004). [t mediates attention
and controls distractibility, maintains focus but also provides
flexible shifts of cognitive set, and isalso involved in penerat-
ing fluent verbal and nonverbal activity (Powell and Voeller,
2004). In fact, studyving individuals with restricted lesion in
the DLPFC, Barbey and colleagues {2013) concluded that
this region is a central component of the neural systems
underlying the manipulation of verbal and spatial knowl-
edge. The dorsolateral prefrontal syndrome has been charac-
terized primarily by executive dysfunction, such as inability
to flexibly maintain or shift sets, showing rigid and persever-
ative behavior, poor organizational strategies for leaming
tasks, poor strategies for copying complex designs, and
motor programming abnormalities, showing deficiencies in
alternating reciprocal motor tasks and sequential motor tests
{(Cummings, 1993).

Reparding the cerebellum, hesides its involvement in
postural stability, there are convincing evidence that this
structure and its extensive circuitry would support functions
classically associated with the frontal lobes, such as verbal
associative leaming, word production, problem solving,
cognitive planning, attentional set shifting, and working
memory (Sullivan and Pfefferbaum, 2005). There is even
evidence that a selective region of cerebellar volume
shrinkape would be better than frontal lobe volumes as
predictor of executive, visuospatial, and balance impairment,
which are considered the 3 main neuropsychological signs of
alcoholism (Sullivan, 2003). In fact, the major finding from
Feinand colleagues” (2010) study was the presence of greater
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than nomal age-related cortical gray matter volume reduc-
tion in treatment naive alcohol dependent that was indepen-
dent of lifetime alcohol consumption.

Alcohol affects selective regions on cerebellum that have
their feedback endpoints in the DLPFC, which is also selec-
tively affected by this drug (Sullivan and Pfefferbanm, 2005).
This fronto-cerebellar loop supports performance om a
motor sequence task in nonhuman primates (Kelly and
Strick, 2003) and a similar circuit has been also identified in
human through the functional connectivity MEI {(Krienen
and Buckner, 200%). According to Krienen and Buckner
{2009}, the presence of circuits that involve prefrontal regions
confirms the involvement of cerebellum in high-order cogni-
tive petworks.

According to Sullivan and Pfefferbaum (2005), MRI struc-
tural-neuropsychological and functional MRI studies sup-
port the hypothesis that disruption of fronto-cerebellar
circuitry is the principal neural mechanism underying alco-
holism's salient, enduring, and debilitatng deficits such as
ataxia, executive dysfunction, and visuospatial impairment.

Furthermore, specific structural changes in the PFC in
alcoholics may be associated with the maintenance of more
negative outcomes as was previously supgested by Goldstein
and Volkow (2011). For example, if salience attribution to a
drug and jor its cues is coupled with impaired inhibitory con-
trol, it follows that alcoholics would be unable, or would
have greater difficulty, controlling the use of alcohol, thereby
making them more prone to a relapse to its consumpton.

In a recent study, Beck and colleapues (2012) suggested
that abstinence in detoxified alcohol-dependent patients
would require preserved gray matter volume in the OFC,
medial PFC, and ACC. They further sugpested that the sig-
malization of alcohol-related averseness may depend on the
functional connectivity between ventral tegmental area and
the amypdala and also berween ventral tegmental area and
OFC.

Therefore, structural changes in specific prefrontal areas
and also in cerebellum and their connections need to be more
carefully investigated with repard to functional and micro-
structural characteristics that may be related to drug addic-
tion.

It has to be pointed out that in the present study only the
gray matter from left rostral middle frontal gyrus and left
cerebellar cortex showed to predict FAB performance in
alcoholics. Interestingly, Tampag and colleagues (1995) have
compared the regional cerebral perfusion between right and
left cerebral regions in 13 asymptomatic alcoholic patients,
that is, with no neurological and/or mental symptoms, stud-
ied with ®™Tc hexamethvlpropylene amine oxime, and have
found important hypoperfusions in frontal, temporal, occipi-
tal, and parietal, which were more pronounced in the left
hemisphere.

Considering the lateralization, there is a functional special-
ization between left and right DLPFC (Kaller et al., 2011).
Barbey and colleapues {20 3) conducted a large study with
subjects with brain lesions including those with more specific
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lesions of left or right DLPEC and observed that the left
DLPFC seems to be necessary for manipulating verbal/audi-
tory and nonverbal/spatial information in working memaory,
whereas the right DLPFC seems to be critical for manipulat-
ing informmation in a broader range or reasoning contexts
such as arithmetic and spatial reasoning.

In an elegant study using an event-related functional MRI
procedure emploving the Tower of London task in healthy
subjects, Kaller and colleagues {2011) showed that DLPFC
has a pivotal role for planning and observed left and right
functional specialization in this process. The left DLPFC
may reflect hipher demands on structural analysis of external
information during planning, probably associated with the
generation of a high-level task set incorporating the goals
and rules of the task, whereas the right DLPFC seems to be
associated with increased demands for integrating interde-
pendent information into a coherent sequence. Therefore,
the left DLPFC would structurally analyze and select all
information nesded to compose a plan according to specific
goals, whereas the right DLPFC would integrate them into a
logical temporal sequence.

There are potential limitations associated with this study
that nead to be considered. The larpe discrepancies on ape,
duration of alcohol use, and davs of abstinence may impose
differences that were not controlled in the regression analyses
considered in this study, even considering that these variables
were not predictive for FAB or MMSE performance and
also for volumes of the main brain structures included in the
multiple regression models. However, when controlling for
these variables, statistical analyses were not substantially
changed and they remained significant.

In summary, this smdy showed that specific brain struc-
tures such as rostral middle frontal cortex, which is mostly
related to the DLPFC, and the cerebellar cortex, only from
the left side of the brain, were associated with executive per-
formance examined by FAB in alcoholic subjects. These
structures seemed not to be primarily involwed in more
global cognitive mental status as evaluated by MMSE, sug-
gesting that executive function and peneral mental status are
differently affected by longterm use of alcohol. [nterestingly,
Chanraud and colleagues (2010) observed in their study that
aleoholics showed more selective deficits on spatial working
memory instead of global cognitive impaiment, suggesting
that deficits on cognitive performance in alcoholics would
not be explained only by the impact of the drug on a general
cognitive demand or in the peneral cognitive capacity, but
possibly by impairing the central executive system more spe-
cifically.

These results suggest that the examination of changes in
volume of gray matter of specific brain sructures, more spe-
cifically the DLPFC and cerebellar cortex from the left hemi-
sphere, along with a brief frontal assessment may be
clinically relevant to determine mild to moderate executive
dysfunction in asymptomatic alecoholic patients and to help
to establish better and more directed treatments and to
prevent worse outcomes.
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