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1 ABREVIATURAS E SIGLAS

aCompCor - Anatomical component correction

ADHD - Attention-Deficit/Hyperactivity Disorder

ART - Artifact reduction toolbox

BOLD - Blood oxygenation level-dependent

CSF - Cerebrospinal fluid

DMN - Default Mode Network

DSM - Diagnostic and statistical manual of mental disorders
FC - Conectividade Funcional

FDR - False discovery rate

fMRI - functional magnetic resonance imaging

FWHM - Full width half maximum

GLM - General Linear Model

GM - Grey matter

HRC - High Risk Cohort

ICA - Independent component analysis

INPD - Instituto Nacional de Psiquiatria do Desenvolvimento
MPH - Metilfenidato

MRI - Magnetic resonance imaging

NIMH - National Institute of Mental Health

PCA - Principal component analysis

ProDAH-A - Programa de Transtorno de Déficit de Atencao/Hiperatividade em Adultos
R-fMRI - Resting state functional connectivity

RDoC - Research Domain Criteria

ROI - Region of interest

TDAH - Transtorno de Déficit de Atencao/Hiperatividade
WISC - Wechsler intelligence scale

WM - White matter



2 RESUMO

O estudo das bases neurobiolégicas do Transtorno de Déficit de Atencao/Hiperatividade
(TDAH) vem sendo realizado por diversas areas do conhecimento, em especial, pela
analise de imagens cerebrais. Dentro do campo da neuroimagem, a ressonancia
magnética funcional em estado de repouso (R-fMRI) tem sido a técnica de escolha para
a investigagdo do padrdao de conectividade funcional (FC) cerebral em criangas,
adolescentes e adultos. Contudo, a literatura ainda carece de detalhamento de com a
FC é caracterizada nas trajetdrias do curso do TDAH da infancia para a adolescéncia e
no tratamento medicamentoso em adultos. Com o objetivo de contribuir com essas
lacunas, a presente tese apresenta dois estudos que analisaram imagens de R-fMRI na
trajetoria do TDAH da infancia para a adolescéncia e no tratamento com metilfenidato
(MPH) em adultos com TDAH. No artigo #1 descrevemos os diferentes padrées de FC
entre novos casos de TDAH, TDAH persistentes e TDAH remitentes em relagédo a
controles. Nossos achados de conectividade funcional aumentada envolvendo o tdlamo
direito e a complexa colecdo de achados de conectividade em diversas areas de
processamento sensorio-visual-auditivo acrescentam complexidade aos modelos de
compreensao do TDAH, sugerindo a necessidade de ampliacdo das investigacbes para
além das redes mais estudadas, ligadas aos circuitos pré-frontais e aos circuitos
cortico-striato-talamicos. No artigo #2, encontramos aumento de uma das conexdes
dentro da DMN apds o uso de MPH, o que contribui para o entendimento de como a
medicacdo altera a conectividade de uma rede implicada nas altera¢cBes tipicas do
TDAH. Nossos resultados corroboram a hipétese do TDAH ser um transtorno do
neurodesenvolvimento na qual o MPH pode modificar o padrdo de conectividade da
DMN para um padrdo mais interconectado que, em Ultima analise, seria considerado
mais maduro (mais funcional). A presente tese colabora para o entendimento da
neurobiologia do TDAH através da aplicacdo de um método de andlise de imagens
funcionais cerebrais que especifica como cada regido cerebral se conecta/comunica

com as demais.

Palavras Chave: TDAH, Ressonancia magnética em estado de repouso, conectividade
intrinseca, fMRI, R-fMRI, tdlamo, metilfenidato



3 ABSTRACT

The study of the neurobiological bases of Attention-Deficit/Hyperactivity Disorder
(ADHD) has been carried out by several areas of knowledge, in particular, by the
analysis of brain images. Within the field of neuroimaging, resting state magnetic
resonance imaging (R-fMRI) has been the technique of choice towards the investigation
of functional connectivity patterns (FC) in children, adolescents, and adults. However,
the literature still lacks detailing on how FC is characterized during the trajectories of
ADHD from childhood to adolescence and in adult ADHD treatment. In order to
contribute to these shortcomings, the present thesis presents two studies that analyzed
images of R-fMRI in the trajectory of ADHD from childhood to adolescence and in the
treatment with methylphenidate (MPH) in adults with ADHD. In article #1 we described
the different FC patterns between new cases of ADHD, ADHD Persisters, and ADHD
Remitters in relation to controls. Our findings of increased functional connectivity
involving the right thalamus and the complex collection of connectivity findings in various
areas of sensory-visual-auditory processing add complexity to the understanding models
of ADHD, suggesting the need to broaden the investigations beyond the most studied
networks, connected to the prefrontal circuits and the cortico-striato-thalamic circuits. In
article #2, we found increased FC in one of the connections within DMN after the use of
MPH, which contributes to the understanding of how the medication alters the
connectivity of a network implicated in the typical alterations of ADHD. Our results
corroborate the hypothesis that ADHD is a neurodevelopmental disorder in which
methylphenidate can modify the connectivity pattern of DMN to a more interconnected
pattern that would ultimately be considered more mature (more functional). The present
thesis collaborates to the understanding of the neurobiology of ADHD through the
application of a method of analysis of cerebral functional images that specifies how each
cerebral region communicates with the others.

Key Words: ADHD, Resting-sate magnetic resonance imaging, intrinsic connectivity,
fMRI, R-fMRI, metilphenidate



4 APRESENTACAO

Este trabalho consiste na tese de doutorado intitulada “Contribuicbes ao
entendimento da trajetdria do Transtorno de Déficit de Atencao/Hiperatividade da
infancia a adolescéncia e do tratamento em adultos: o papel da ressonancia magnética
funcional em estado de repouso”, apresentada ao Programa de Pods-Graduagdo em
Psiquiatria e Ciéncias do Comportamento da Universidade Federal do Rio Grande do
Sul, em 21 de Dezembro de 2018, em Porto Alegre, RS, Brasil.

Os estudos que compdem essa tese foram desenvolvidos em dois projetos de
pesquisa distintos realizados pelo Instituto Nacional de Psiquiatria do Desenvolvimento
para Criancas e Adolescentes (INPD) e pelo Programa de Transtornos de Déficit de
Atencédo/Hiperatividade em Adultos (ProDAH-A).

O artigo #1 é fruto de uma andalise de imagens cerebrais por ressonancia
magnética em estado de repouso (resting-state functional magnetic resonance imaging
— resting-state fMRI) adquiridas de uma sub-amostra de um grande projeto de base
comunitaria que ainda segue sendo realizado nas cidades de Sao Paulo e Porto Alegre,
pela equipe do INPD (Brazilian High Risk Cohort Study for the Development of
Childhood Psychiatric Disorders - HRC). Este projeto do INPD vem sendo realizado por
pesquisadores da Universidade Federal de S&o Paulo (UNIFESP), Universidade de Sao
Paulo (USP) e Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) em Sé&o Paulo e
Porto Alegre. Minha participacdo nesse projeto iniciou no segundo semestre de 2010
(quando ainda era aluno de mestrado), coordenando a coleta de images de ressonancia
magnética em Porto Alegre no Hospital Dom Vicente Scherer (Santa Casa de Porto
Alegre) na primeira e segunda fase desse estudo. A segunda fase de coleta de imagens
ocorreu trés anos depois. Neste estudo, caracterizamos as diferencas de conectividade
cerebral utilizando imagens cerebrais da linha de base (baseline) em relacdo as
caracteristicas clinicas da linha de base e do seguimento depois de trés anos (follow-
up). Comparamos quatro grupos de criancas e adolescentes: (1) aquelas que nao
apresentavam nenhum diagnéstico psiquiatrico na linha de base e acabaram
desenvolvendo TDAH em trés anos (novos casos de TDAH — new ADHD); (2) aquelas
que apresentavam TDAH no inicio da pesquisa e persistiram com TDAH em trés anos

(TDAH persistente — ADHD Persisters); (3) aquelas que apresentavam TDAH na linha



de base e deixariam de apresentar o transtorno (remissdo do TDAH — ADHD Remitters)
em trés anos e (4) aquelas criancas e adolescentes que nao apresentaram nenhum
transtorno psiquiatrico em ambas avaliagdes (criancas e adolescentes com
desenvolvimento tipico).

O artigo #2 foi o resultado de um Quase-Experimento realizado com uma
amostra de homens adultos que nunca haviam sido previamente diagnosticados ou
tratados para TDAH e que ndo apresentavam nenhuma comorbidade psiquiatrica ou
clinica ou qualquer uso de medicacdo psiquiatrica. Esses sujeitos sdo oriundos do
ambulatério de pesquisa em TDAH em adultos do Hospital de Clinicas de Porto Alegre
(ProDAH-Adultos) do qual fago parte desde 2005. As avaliagBes clinicas, tratamentos e
ressonancias iniciaram em 2011 e somente foram finalizadas em 2016, devido ao rigor
e seletividades dos critérios de inclusdo e exclusdo, visando a obtencdo de uma
amostra com a menor variabilidade possivel do ponto de vista fenomenolégico. Os
sujeitos selecionados realizaram ressonancia magnética funcional em estado de
repouso antes e depois de receberem tratamento com Metilfenidato. A andlise das
diferencas entre as imagens de antes e depois do tratamento com Metilfenidato
demonstraram o efeito do tratamento sob a conectividade funcional da rede cerebral
padrao (default mode network - DMN).

Esta tese esta organizada na ordem que segue: Introducdo, Objetivos, Artigo #1
(submetido para a revista The Journal of Child Psychology and Psychiatry) Artigo #2
(publicado na revista Journal of Attention Disorders), Conclusdes e Consideracdes
Finais e Anexos. Os anexos contém documentos que foram utilizados durante a
conducdo dos dois estudos aqui apresentados e 0s resumos de outros estudos

realizados no periodo do doutorado, na qualidade de co-autor.
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5 INTRODUCAO

O Transtorno de Déficit de Atencao/Hiperatividade (TDAH) é um dos transtornos
psiquiatricos mais frequentes na infancia e adolescéncia, afetando 5,3% dessa faixa
etaria ao redor do mundo'? e cerca de 2,5% dos adultos®*. O TDAH é caracterizado
pela presenca de um padrdo exagerado de sintomas de desatencdo, hiperatividade
e/ou impulsividade®, tomando como base a etapa de desenvolvimento do sujeito. Outros
sintomas como baixa tolerancia a frustracéo, labilidade emocional® e comportamentos
desafiadores também encontram-se comumente associados aos trés referidos acima,
acarretando maior prejuizo social, académico, profissional e familiar. As comorbidades
psiquiatricas associadas ao TDAH prejudicam ainda mais o funcionamento geral do
individuo’. Trata-se de um problema relevante de salde publica que representa um
grande custo para os pacientes, familiares e sociedade?®?®.

As bases patofisioldgicas e os mecanismos envolvidos na génese do TDAH vem
sendo investigados a partir de diversos vértices, sendo os principais deles: genético?1!
(epidemiologia genética, genética molecular'?), fatores de risco ambientais®® (estilo
parental, fatores pré-natais e perinatais, organofosforados, chumbo), interacdo gene-
ambiente (modificacdes epigenéticas'?), neuropsicologial® (funcdes executivas, controle
inibitério), modelo animal, bioquimica (neurotransmissores e biomarcadores periféricos)
e neuroimagem. A busca pelo entendimento desses mecanismos recebeu novo vigor a
partir do langamento do projeto Research Domain Criteria (RDoC) por parte do Instituto
Nacional de Saude Mental dos EUA (National Institute of Mental Health - NIMH, USA)
no inicio de 2010%. O incentivo para a busca de medidas objetivas (pelo estudo da
neuropsicologia, neuroimagem, genética e fatores ambientais) que marquem o
surgimento/desenvolvimento de transtornos psiquiatricos, visando o desenvolvimento
futuro de um diagndstico mais preciso em psiquiatria e, consequentemente, abordagens
terapéuticas mais especificas e efetivas, coloca a neuroimagem como importante
ferramenta nessa busca'’.

O presente trabalho se propde a estudar a neurobiologia da trajetéria do TDAH
em criancas e adolescentes e do tratamento medicamentoso do TDAH em adultos
através da andlise de imagens cerebrais adquiridas com a técnica de ressonancia

magnética funcional em estado de repouso (R-fMRI — Resting state functional Magnetic
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resonance imaging). A Revisdo da Literatura sera dividida em trés se¢fes. Na primeira
serdo apresentados o0s conceitos e as técnicas de andlises de imagem cerebral
utilizadas em pesquisas com TDAH. Na segunda, serdo apresentados 0s principais
achados aplicando-se a metodologia de R-fMRI em criancas e adolescentes com
TDAH. Na terceira secao serdo apresentados achados existentes de R-fMRI na
investigacdo da neurobiologia do tratamento medicamentoso de adultos com TDAH.
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6 REVISAO DA LITERATURA
6.1 Neuroimagem do TDAH

Dentro do campo da neuroimagem, as diversas técnicas existentes sdo divididas,
primordialmente entre técnicas estruturais e funcionais. As abordagens estruturais
incluem as modalidades que evidenciam a anatomia do sistema nervoso central,
primeiramente com o uso da Tomografia Computadorizada de créanio (atualmente
comumente utilizada na pratica clinica de neurologistas) e subsequentemente com uso
da ressonancia magnética estrutural (MRI — Magnetic Resonance Imaging). A
ressonancia estrutural, por sua vez, expandiu as possibilidades de estudo da anatomia
cerebral por fornecer imagens com maior resolucdo espacial em comparagdo as
imagens fornecidas pelas tomografias. Além disso, atualmente permite o estudo
especifico da substancia cinzenta (GM — grey matter) e da substancia branca (WM —
White Matter) a partir do tipo de sequéncia de aquisicdo de imagens utilizada. Essas
ramificagcbes atualmente disponiveis a partir do dado fornecido pela ressonancia
magnética estrutural, constituem campos de pesquisa especificos, inclusive, por vezes,
segmentados pela forma como as imagens sdo processadas apds serem adquiridas.

A aplicacdo da ressonancia magnética estrutural na investigacdo das bases
neurobiolégicas do TDAH ja ocorre desde 1990'8. Achados de associacdo de menor
volume cerebral total de criancas e adolescentes’® e adultos®® com TDAH em
comparacao a controles saudaveis, menores volumes de globo palido direito, putamen
direito, caudado? e cerebelo?® evidenciam que as alteragbes estruturais s&o
heterogéneas, com inimeras regides cerebrais associadas ao transtorno.

Tabela 1. Ressonancia Magnética Estrutural:

Criancas Adolescentes Adultos
Menor Volume Cerebral Total X X X
Menores Volumes de: X X X
Globo Palido Direito X X X
Putamen Direito X X X
Caudado X X X
Cerebelo X X X
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Com uma abordagem com foco no desenvolvimento cerebral, Shaw et al. 23
evidenciaram, do ponto de vista estrutural a partir da afericdo da espessura do cortex
cerebral, que criancas e adolescentes com TDAH apresentavam um atraso na
maturacdo cerebral. Os portadores de TDAH atingiram o pico de espessura cortical
(utilizado como parametro de maturacao do cortex), em média, trés anos mais tarde do
que os controles saudaveis, principalmente em regides de cértex pré-frontal, que esta
envolvido em funcbes cognitivas (atencdo, funcbes executivas, planejamento) que
frequentemente estdo prejudicadas no TDAH.

Em relacdo a estudos com foco especifico nas alteracBes cerebrais de
substancia branca, a primeira meta-analise demonstrou alteracdes dispersas pelo
cérebro, mais consistentemente encontradas em corona radiata anterior direita, forceps
minor direito, capsula interna bilateralmente e cerebelo esquerdo?*. Contudo, uma
meta-analise mais recente demonstrou que a literatura utilizando andlise de imagens de
substancia branca (imagens por tensor de difusdo — Diffusion Tensor Imaging — DTI)
segue crescendo e apresenta diversos achados que sugerem conexdes inter-
hemisféricas atipicas nos pacientes com TDAH. Contudo os autores salientam para a
necessidade de se tomar com cautela os resultados atuais devido a possibilidade dos
efeitos de movimento (head movement effects) ndo terem sido propriamente
considerados nos estudos prévios. As diversas metodolégicas dos estudos que utilizam
imagens estruturais de substancia branca também sdo um fator adicional que pode
estar contribuindo para a heterogeneidade dos achados?.

Do ponto da neuroimagem funcional, técnicas que surgiram nos anos 1980,
como a Tomografia Computadorizada por Emissdo de Féton Unico (SPECT — Single
Positron Emission Computerized Tomography) ou a Tomografia por Emissdo de
Pésitrons (PET — Positron Emission Tomography) fornecem dados especificos em nivel
molecular cerebral (devido a ligacdo de um radiois6topo a uma molécula de interesse),
contudo acarretam risco ao individuo de pesquisa devido a radiacdo ionizante
envolvida®®. Essa carateristica diminui sua aplicabilidade em populacdes de criancas e
adolescentes, apesar de fornecerem dados Uteis em populacdes de adultos. Nesse
contexto, considerando a n&o-emissdo de radiacdo ionizante, o fornecimento de

imagens de alta resolucéo e o aumento da possibilidade de acesso ao exame (aumento
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do numero de scanners pelo mundo), a ressonancia magnética funcional passou a ser a
técnica de imagem cerebral funcional mais utilizada em pesquisas de neurociéncias.

A partir de 199027, quando a primeira sequéncia de ressonancia funcional foi
desenvolvida, inimeros grupos de pesquisa dedicados ao estudo do funcionamento
cerebral ‘in-vivo” (de humanos e animais) passaram a adotar cada vez mais a
ressonancia magnética funcional como técnica de escolha. O funcionamento do cérebro
comecou a poder ser aferido pela ressonancia magnética a partir do descobrimento do
sinal BOLD (Blood-Oxygen-Level Dependent). Como a ressonancia magnética se utiliza
da propriedade magnética dos prétons (principalmente do proton de hidrogénio
presente na molécula de 4gua), € a partir da diferenca de comportamento magnético da
hemoglobina com e sem oxigénio que o sinal BOLD oscila. Quando a hemoglobina esta
oxigenada ela apresenta um comportamento “neutro” (diamagnético) e quando ela ja
liberou o oxigénio para 0s neurdnios, estando de-oxigenada, ela apresenta um
comportamento magnético distinto (para-magnética). A captacdo dessa diferenca de
magnetismo pelas bobinas do aparelho de ressonancia magnética possibilita a
inferéncia do funcionamento das regifes cerebrais. Assim, obtendo-se imagens de todo
0 cérebro (whole-brain) ao longo do tempo (exames que podem variar de 3 a 10
minutos) é possivel, posteriormente (apds o processamento das imagens) se construir
uma série temporal com valores que demonstrem a oscilagdo do sinal BOLD nas
diferentes areas do cérebro.

Tradicionalmente, as investigacbes de funcionamento cerebral dentro da
ressonancia magnética funcional utilizam a aplicagdo de tarefas (por exemplo tarefas
visuais, auditivas, motoras, neuropsicoldgicas, gustativas, olfativas, tateis, nociceptivas)
enquanto as imagens do cérebro vao sendo adquiridas. A partir de uma sincronizacao
temporal das imagens adquiridas e do momento em gue a pessoa esta executando a
tarefa em estudo, evidenciam-se quais regides cerebrais estdo mais ativas naquele
momento (diminuigéo do valor do sinal BOLD quando a pessoa esta realizando a tarefa
do valor do sinal BOLD quando a pessoa nao estava realizando a tarefa (durante o
“repous0”). Esse € o funcionamento dos estudos que utilizam ressonancia magnética

funcional baseada em tarefas (Task-based functional MRI) %,
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Desde o primeiro estudo?® utilizando ressonancia funcional (fMRI) ha 20 anos
atras, centenas estudos com sujeitos com TDAH foram publicados aplicando-se as mais
diversas tarefas cognitivas aos sujeitos dentro do scanner. Os primeiros achados
demonstravam ativacdo diminuida de regides fronto-estriatais e achados subsequentes
demonstraram envolvimentos de outras regides cerebrais, incluindo cortex pré-frontal
lateral, cortex medial pré-frontal, cingulo e regido orbito-frontal, além de dissociactes
fronto-parietais, fronto-limbicas e fronto-cerebelares. Meta-analises mais recentes dos
achados de estudos de fMRI com tarefas neuropsicolégicas em pacientes com TDAH
demonstram que ha alteracfes de circuitos cerebrais para além do circuito pré-frontal,
acometendo multiplos circuitos por todo cérebro.

Diferentemente dessa abordagem, a ressonancia magnética funcional em estado
de repouso (Resting State functional MRI)*! se baseia nos mesmos principios de
formacgéo da imagem baseada no sinal BOLD, descritas acima, porém sem a realiza¢éo
de nenhuma tarefa enquanto as mesmas séo obtidas. Historicamente, houve uma certa
confusdo em relagdo ao nome dessa metodologia, por incluir a palavra “repouso” (rest,
resting-state) 32, quando se sabe que ndo h& verdadeiro repouso do funcionamento
cerebral de um ser vivo, nem mesmo durante o sono ou coma. O uso dessa
terminologia veio a partir da tradicdo de se realizar os estudos funcionais aplicando-se
tarefas sempre em comparacao ao periodo de “repouso”, quando o sujeito ndo estava
realizando a tarefa em estudo. Como ndo ha aplicacdo de nenhuma tarefa, essa
metodologia apenas evidencia como o sinal BOLD oscila no cérebro, o que mostra que
a atividade cerebral € intrinseca, espontanea e independente de qualquer estimulo
externo para acontecer. Com o advento dessa abordagem metodoldgica, iniciou-se o
estudo de como as diferentes regides cerebrais se relacionavam entre si, se
“‘comunicam” umas com as outras. Apesar da primeira descricao desse método ter
ocorrido em 199533, somente a partir de 2000 a ressonancia magnética em estado de
repouso (R-fMRI) passou a ser mais utilizada e sua aplicacdo cresce cada vez mais nos
estudos de neuroimagem do TDAH.

O fato de ndo usar nenhuma tarefa € de grande vantagem no estudo de
populacdes pediatricas e, principalmente de sujeitos com TDAH (que tendem a se

mover mais que os demais), pois a organizacao funcional cerebral pode ser examinada
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independentemente de qualquer instrucdo que o0 sujeito tenha que cumprir e as
imagens podem ser coletas em periodos curtos de 3-10 minutos de duracdo dentro da
ressonancia. Assim, ndo ha necessidade de criancas serem treinadas numa tarefa
especifica e criangcas com TDAH podem realizar a ressonancia em um tempo curto, que
as ajuda a ficarem imoéveis dentro do aparelho durante o tempo de aquisicdo das
imagens. Essas caracteristicas tornam essa metodologia particularmente interessante
para o estudo das bases fisiopatologicas do TDAH, principalmente quando aplicadas a
tamanhos amostrais grandes, ja que sua aplicabilidade é mais facilitada em
comparacao as abordagens de ressonancia magnética funcional baseada em tarefas.

Além disso, devido ao fato da R-fMRI permitir o estudo da conectividade
funcional (FC), sua aplicacdo evidencia o funcionamento dos circuitos cerebrais. As
redes cerebrais estdo em funcionamento simultaneamente e, a partir do processamento
do sinal BOLD aferido sem nenhuma tarefa realizada, € possivel separar o
funcionamento de cada rede cerebral. As principais redes cerebrais frequentemente
estudas sdo: (1) rede cerebral padrdo (default mode network — DMN); (2) rede de
controle executivo (executive control network); (3) rede de saliéncia (salience network);
(4) rede atencional dorsal (dorsal attention network); (5) rede auditiva (auditory
network); (6) rede sensério-motora (sensori-motor network); e (7) rede visual (visual
network).
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Cada uma das redes cerebrais demonstradas na figura acima € proveniente de
um processamento do sinal BOLD extraido de uma regido especifica do cérebro,
tecnicamente chamada de regido-de-interesse (ROl — Region-of-interest). ROl também
pode ser denominada “semente” (seed) e dessa nomenclatura em inglés advém o nome
de uma das técnicas de poés-processamento do sinal BOLD, chamada de analise
baseada-em-semente (seed-based analysis - SBA). Esse tipo de analise é que permite
a construcdo das imagens que compde a figura 1 acima3®’. No caso especifico
demonstrado na figura, uma seed (ou ROI) foi escolhida na regido do cértex motor, o
sinal BOLD foi extraido, e, em seguida, todas as correlacdes (correlagbes de Pearson)
existentes entre o sinal BOLD da ROI inicial foram mapeados num cérebro-padréo,
gerando 0 mapa da rede sensorio-motora. Esse mesmo procedimento foi realizado para
gerar as imagens das demais redes cerebrais, ilustradas acima. Quando uma
correlacdo entre duas ROIs é positiva entende-se que essas duas regides estdo “se
comunicando”, devido a variagdo de seu sinal BOLD ao longo do tempo estar

predominantemente em sincronia. Quando uma correlagéo é negativa, entende-se que
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as duas regides cerebrais ndo estdo pareadas, tendo seu funcionamento
predominantemente ocorrendo de forma alternada (quando uma ROl estd com
preponderancia de conectividade com outras regibes a ROl que esta anti-
correlacionada esta com sua conectividade diminuida).

Uma das redes cerebrais que mais tem sido estudada em diversos transtornos
neuroldgicos®® e psiquiatricos € a DMN3¢37, A DMN é anatomicamente formada pelo
cortex pré-frontal medial (MPFC), cértex do cingulo posterior (PCC)/Precuneus, cortex

parietal lateral esquerdo (LLP) e cortex parietal lateral direito (RLP), e I6bulo temporal3e.

Cortex

Lébulo Temporal

Cortex do Cingulo Figura 2. Rede

Posterior (PCC)/ Cerebral Padrao
Precuneus - (Default Mode
> (;or'tex Network — DMN) com
Pre-frontal suas principais regides
Medial (MPFC) em destaque (imagem
do autor)

Estudos prévios demonstraram que a atividade da DMN esta associada a
sonhar-acordado (mind-wandering), recordar eventos do passado, planejar o futuro e
considerar as perspectivas das outras pessoas®. A diminuicdo da atividade da DMN foi
detectada em estudos que aplicavam tarefas cognitivas que orientavam a atencéao do
sujeito para a tarefa em questao (atencao direcionada para “fora”, em relagéo a “dentro”
se referir aos processos mentais descritos acima como relacionados a DMN). Estudos
com adultos saudaveis verificaram que lapsos de atencdo estavam relacionados com o
aumento da atividade da DMN“’. Baseados nisso, Castellanos e Sonuga-Barke
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hipotetizaram que os lapsos de desatencdo presentes no TDAH poderiam ser
decorrentes de interferéncias da atividade da DMN durante o funcionamento das redes

direcionadas a execucéo de tarefas cognitivas especificas*..

50 - Rest Goal Directed Task Performance Attention

1o task

[ | / IE / ||

Default Mode
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INTROSPECTIVE ~ —--=-=-=---=--
EXTROSPECTIVE

Figura 3. Grafico demonstrando a interferéncia da atividade da DMN no nivel de atencao direcionado a
tarefa (linha em vermelho). H4 uma diminuicao da intensidade de oscilacao (diminuicdo de atividade) da
DMN no inicio da tarefa e logo em seguida a intensidade do funcionamento da DMN volta a crescer, até
que a partir do segundo 200 (eixo x do grafico) a linha vermelha (de atencio direcionada a tarefa) comeca

a oscilar. Seria nesse momento que a atencdo passaria a ficar interrompida, significando o déficit

atencional e subsequente prejuizo no desempenho na realizacao da tarefa4.
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A partir dessa hipotese diversos grupos de pesquisa comecaram a estudar o
comportamento da DMN em pacientes com TDAH. Fair et al. demonstraram que a FC
dentro da Default Mode Network (DMN) de criancas com TDAH era atipica em relacdo a
controles, considerando ser devido a uma perturbacdo ou falha no processo do
desenvolvimento/maturacédo cerebral*>43, O conhecimento das diferencas da DMN em
relacdo a etapa do desenvolvimento foi evidenciado também por Fair et al. em um
estudo anterior com criancas e adultos saudaveis que evidenciou que a coeréncia da
DMN aumentava com a idade*. Em 2014, Sripada et al*®. evidenciaram significativo
atraso da maturagdo das conexdes da DMN e nas interconexdes da DMN com duas
redes atencionais: rede frontoparietal e rede de atencdo ventral. Esses estudos
evidenciam um dos focos de investigacdo das bases neurobioldégicas do TDAH, a
investigacdo do papel da DMN nos sintomas.

Apesar dos avancgos na investigacao de redes funcionais cerebrais permitidos
pela aplicacdo de R-fMRI e sua facilidade de replicacao e utilizacdo em diversos tipos
de pacientes, por ndo necessitar a realizagcdo de tarefas durante a aquisicdo de
imagens, esse método apresenta limitacoes e desafios a serem superados. Além das
limitacdes que ja existem no campo da neuroimagem como um todo (escala espacial-
temporal na qual a ressonancia magnética atual consegue obter os dados cerebrias (na
casa de 1-4mm); inexisténcia de um parametro de normalidade funcional cerebral;
crescente numero de abordagens metodolégicas na aquisicdo de imagens, no pré-
processamento de imagens, no poés-processamento de imagens; continuo
desenvolvimento de abordagens estatisticas para os dados funcionais cerebrais), a R-
fMRI pode ser completamente prejudicada pela presenca de movimento cerebral
enquanto as imagens sdo adquiridas. Como as imagens funcionais de cérebro-todo
(whole-brain) sao obtidas a cada 2 segundos (na maioria dos estudos), se numa dessas
imagens o sujeito se mexer mais que 0.5mm os resultados ja serdo corrompidos, ja que
um sinal BOLD adquirido 0.5mm mais para a esquerda (por exemplo) ja significaria uma
captacdo de uma area cortical diferente. Variagbes que podem parecer pequenas ao
olhar humano, na andlise de imagens sdo altamente prejudiciais. Apesar de inGmeros
meétodos de pos-processamento terem sido desenvolvidos e ainda estarem sendo

desenvolvidos (essa € uma area de pesquisa por si propria), sempre que iniciamos um



25

estudo de R-fMRI precisamos ter o maximo de cuidado no exato momento em que a
imagem esta sendo adquirida para que os possiveis erros ocasionados pelo movimento
sejam minimizados. Visando essa diminuicdo de movimento dentro da ressonancia,
algumas técnicas foram utilizadas em ambas pesquisas, aqui apresentadas, tais como:
treinamento dos pacientes antes da realizacdo da ressonancia com simulagbes do
exame (apresentando 0s sons tipicos da ressonancia enquanto 0s sujeitos
permaneciam deitados dentro de um tunel de pano, simulando o “tubo” da ressonancia
magneética); alongamentos dos musculos vertebrais, membros superiores, inferiores e
pescoco, visando diminuir a necessidade de movimentar-se e possibilitando a
permanéncia de mais tempo parados enquanto deitados; colocacdo de espumas
anatbmicas ao redor da cabeca e embaixo das pernas para que 0S pacientes se
sentissem 0 mais confortavelmente possivel dentro da ressonancia; explicacdes
detalhadas sobre o funcionamento do exame para os pacientes visando a diminui¢cao
da ansiedade e possivel medo da experiéncia e, por fim, conferéncia da qualidade das
imagens logo que as mesmas foram adquiridas visando a verificagcdo da possivel
necessidade de repeticdo do exame até que a qualidade necessaria fosse atingida.
Além das técnicas descritas e realizadas no momento da obtencdo das imagens,
utilizamos como metodologia de correcdo de movimentos uma das abordagens mais
efetivas que inclui dentro do modelo estatistico, como co-varidveis, as intensidades de
movimentacdo em cada eixo e subtrai do modelo imagens pontuais que excederem o
limiar de oscilagdo permitido (especificamente optamos por utilizar o limiar mais
conservador presente na literatura que compara 0s niveis de movimento com o percentil

95 da populacédo normativa, excluindo as imagens que excederem esse limite)*6.

6.2 Ressonancia magnética funcional em estado de repouso em criancas e
adolescentes com TDAH

A ressonancia magnética funcional em estado de repouso (R-fMRI) comecou a

ser utilizada em criangas e adolescentes com TDAH em 2006, antes de serem

publicados estudos com adultos com essa metodologia. Atualmente a literatura nesse

campo tornou-se mais extensa englobando diversos tipos de modalidade metodoldgicas

dentro do campo da R-fMRI do TDAH. Essa variabilidade ocorre na forma como o sinal
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BOLD é processado depois de ser adquirido. Até o presente momento, h4 seis
metodologias que foram mais utilizadas nos estudos com TDAH e esse numero tende a
crescer, tendo em vista as necessidades de aprimoramento necessarias para 0 método
poder melhor lidar com movimentos da cabeca e conseguir extrair outras informacdes a
partir do dado de R-fMRI. As principais metodologias de processamento das imagens
de R-fMRI séo: (1) anédlise baseada em semente (SBA — Seed-based Analysis); (2)
andlise dos componentes independentes (ICA — Independent componente analysis); (3)
andlise de agrupamento (clustering); (4) analise classificatoria de padrbes (pattern
classification, que inclui metodologias de aprendizado de maquina como support vector
machine - SVM); (5) teoria dos grafos (graph theory); (6) analises locais/regionais (Re-
Ho, regional homogeneity, ALFF — amplitude of low-frequency fluctuation)*’. A
diversidade metodoldgica aplicada nos estudos visa buscar um melhor entendimento do
fenbmeno cerebral captado pela R-fMRI, contudo dificulta, até o presente momento,
uma compilacdo de todos os dados disponiveis, por seus resultados ndo serem
plenamente comparaveis*®. Conforme apresentado acima na hipétese de interferéncia
da DMN, os demais estudos aqui compilados também se utilizaram dessa mesma
metodologia de processamento das imagens de R-fMRI, analise baseada em semente
(SBA), por ser a metodologia mais tradicional e que, geralmente, é utilizada a partir de
uma hipétese definida a priori. Alguns dos outros métodos analiticos mencionados tem
como caracteristica preponderante serem utilizados para investigacdo exploratoria dos
dados (ICA,SVM), partindo-se das carateristicas que os dados apresentam e, entdo,
indo para o seu significado neurobioldgico (data-driven approach). A definicdo de qual
metodologia € mais apropriada para cada tipo de investigacdo é um tdpico de intensa
discusséo entre os pesquisadores de R-fMRI4°:50,

Partindo de achados prévios da literatura de fMRI sobre a origem neurobiol6gica
do TDAH em regifes de circuitos fronto-estriatais, a aplicacdo da R-fMRI iniciou com
uma amostra pequena de oito meninos adolescentes que apresentaram FC aumentada
em relagdo a controles entre o cortex do cingulo anterior dorsal (dJACC) e talamo,
cerebelo, insula e ponte (todos bilateralmente)®. Também com uma amostra de
adolescentes, utilizando-se da mesmo ROI (dACC) Sun et al. %2 encontraram diminuicdo
de FC negativa (anti-correlacdo) entre dACC e os nodos anteriores e posteriores da
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DMN nos sujeitos com TDAH, demonstrando em adolescentes achado semelhante ao
que fora encontrado por Castellanos et al. >3 em adultos. O achado de uma menor anti-
correlacédo entre dACC e o PCC nos adolescentes com TDAH em relacdo aos controles
sugere que ha um desequilibrio ou interacdo anormal entre as duas atividades: manter
a atencao direcionada a tarefa (externamente) e os pensamentos internos (predominio
de funcionamento da DMN), corroborando a hipétese de alteragdo da DMN no TDAH.
Também investigando o papel da DMN, da mesma forma que Fair et al*? (ja
mencionado acima), Chabernaud et al. encontraram relacfes consistentes entre a FC
da DMN e sintomas externalizantes e internalizantes em criangas com TDAH>4.

Cao et al. > utilizaram como ROI inicial o putamen, que junto com o nucleo
caudado formam o nucleo estriado (striatum) que é uma das estruturas que formam os
ndcleos da base, implicado na neurobiologia do TDAH em estudos de ressonancia
estrutural. A partir de uma amostra de adolescentes, os autores encontraram diminui¢cao
de FC entre o putamen e o giro sub-calosal, giro frontal superior, precuneus, giro
superior temporal. Encontraram também FC aumentada na compara¢do com controles
na conectividade do putamen com globo palido direito e talamo direito. Utilizando-se de
ROIls colocados em putamen (regides dorsais e ventrais) e regides ventrais e dorsais do
nucleo caudado bilateralmente, Hong et al. encontraram diminuicdo de FC entre
caudado dorsal e regides frontais (giro superior esquerdo e giro médio direito) na
comparacao de criancas com TDAH em relacdo a controles saudaveis. Também
evidenciaram diminuicdo de FC entre caudado ventral e a por¢éo inferior do lobo frontal
(giro reto) e cértex Orbito-frontal direito nos que respondera bem ao tratamento
medicamento em relacdo aos que ndo responderam tdo bem?®6,

Focando em compreender a contribuicdo do tdlamo do ponto de vista de sua FC,
Mills et al. 57 utilizaram cinco ROIs no talamo, bilateralmente, para elaborar um mapa da
FC dessas cinco areas com todo o cortex, exemplificando o circuito cortico-estriato-
talamico. Assim, os autores encontraram aumento de FC entre tdlamo e os ndcleos da
base e replicaram seus achados na amostra do ADHD-200%. Visando investigar o
possivel papel do hipocampo no TDAH, Posner et al. utilizaram um ROI no hipocampo
bilateralmente e reportou diminuicdo da FC entre hipocampo esquerdo e cortex orbito-
frontal esquerdo nas criancas com TDAH em comparacdo aos controles. Os achados
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também estavam inversamente correlacionados com a presengca de sintomas
depressivos, mesmo apés serem controlados para os sintomas do TDAH. Os autores
sugeriram, preliminarmente, que poderia haver uma relacdo entre anomalias
hipocampais e a susceptibilidade maior para depressdo em jovens com TDAH®®.
Visando investigar as relacdes das alteragdes neurobiolégicas do TDAH com alteracdes
emocionais, que muitas vezes estdo associadas, Hulvershorn et al. aferiram indices de
labilidade emocional em criancas com TDAH em comparacdo a controles e
encontraram aumento de labilidade emocional associada a um maior FC entre amigdala
e cortex do cingulo anterior regido rostral. Os autores utilizaram ROl em amigdala
baseados previamente na hip6tese da ligacdo da amigdala com manifestacdes de
desregulacdo emocional, como agressividade, crises de birra e irritabilidade®®.

Na busca de melhor compreender o papel do nucleo accumbens, previamente
estudado em TDAH com fMRI, Costa Dias et al. utilizaram ROI nessa regido subcortical
e evidenciaram que a FC entre nlcleo accumbens e regides do cértex pré-frontal eram
atipicas nas criancas com TDAH em comparacdo a controles. Os autores descreveram
também a relacdo dessa FC com dados clinicos de impulsividade®:. Numa amostra de
criancas e adolescentes comparando quatro grupos: TDAH, dispraxia desenvolvimental,
TDAH+dispraxia desenvolvimental e controles saudaveis, McLeod et al. demontraram
diminuicdo de FC entre cértex motor primario e giro frontal inferior, giro supramarginal
direito, giro angular, cortex insular, amigdala, putamen e globo palido tanto no grupo de
TDAH quando no grupo de dispraxias. Esse estudo coloca em destaque o estudo do
cortex motor em pacientes com TDAH e os autores sugerem a possibilidade de
substratos neurofisolégicos similares entre alteracdes motoras e os sintomas de
TDAH®2,

Com foco voltado para as redes DMN e rede cingulo-opercular, Barber et al.
demonstrou que o grupo de criangas com TDAH tinham FC aumentada dentro dos
nodos das redes Cingulo-Opercular (CON) e DMN, apresentavam aumento da anti-
correlagcdo entre DMN e regides occipitais associadas com menor variabilidade de
tempo de reacdo, aumento de anti-correlacdo entre DMN e coOrtex pré-frontal lateral
direito associado com menor numero de erros por omissdes. A CON esta envolvida na

manutencao do controle da tarefa. Autores ainda demonstraram que a anti-correlacao
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entre CON e DMN estava associada a melhora da ateng&do no grupo com TDAH, mas
nao em controles, ao que os autores sugerem que a melhora atencional em controles
se deva a atuacdo de outros circuitos cerebrais®. Também com foco para o papel de
redes cerebrais na neurobiologia do TDAH, Lin et al. investigaram a rede fronto-parietal
com ROIs em cortex pré-frontal. A partir de imagens de criancas com TDAH em
comparacdo a controles, os autores demonstraram diminuicdo de FC entre o PFC
anterior direito e PFC ventro-lateral direito e diminuicdo de FC entre PFC anterior
esquerdo e I6bulo parietal inferior direito. Os autores relacionaram as anormalidades de
FC com sintomas de oposicéo e impulsividade®.

Achados de R-fMRI em criancas e adolescentes com TDAH em comparagao a
controles saudaveis foram demonstrados a partir de diversas ROIs: dACC>15?,
putamen®®, talamo®’ (envolvendo circuitos fronto-estriatais), PCC (envolvendo a
DMN)#254, hipocampo®°, amigdala®®, nlcleo accumbens®!, cortex motor?, rede cingulo-
opercular®3, rede fronto-parietal®. A variabilidade de areas investigadas demonstra a
heterogeneidade de alteracdes encontradas no TDAH. E necesséario salientar que os
estudos a aplicacdo de R-fMRI na investigacdo das bases neurobiolégicas do TDAH em
criancas e adolescentes tem sido realizada predominantemente de forma transversal,
conforme descrito acima. Grupos de pesquisa ao redor do mundo ja estdo coletando
dados de R-FMRI com desenhos longitudinais, pois € necessario identificarmos as
carateristicas de conectividade cerebral que acabardo desencadeando o TDAH, antes
gue o mesmo ocorra®%6, Nosso trabalho visa contribuir para a investigacdo longitudinal
das bases neurobioldgicas do TDAH em criancas e adolescentes, principalmente com
foco nas alteracdes de conectividade funcional que precedam o surgimento do

transtorno.

6.3 Ressonéncia magnética funcional em estado de repouso no tratamento
farmacologico de adultos com TDAH
Dentre todas opc¢des de tratamento psicofarmacologicas disponiveis, o
metilfenidato (MPH) é o medicamento mais frequentemente prescrito em todo mundo
para o tratamento do TDAH®7:%8, Sua efetividade clinica ja foi amplamente documentada

em amostras de criancgas, adolescentes e adultos®®. Devido a importancia clinica que o
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MPH possui, faz-se necesséario compreender melhor sua atuacdo do ponto de vista de
conectividade funcional em adultos com TDAH.

Efeitos do MPH sob o funcionamento cerebral de criancas, adolescentes e
adultos com TDAH ja vem sendo investigados com aplicacdo de fMRI’®"t ha mais
tempo. Contudo, o numero de estudos utilizando especificamente R-fMRI em adultos
com TDAH ainda né&o é tdo extenso. Yang et al. 72 realizou estudo com foco no efeito do
tratamento farmacolégico do TDAH com a utilizacdo de R-fMRI em adultos. Incluindo 21
controles saudaveis que realizaram R-fMRI na linha de base, 16 adultos com TDAH de
ambos os sexos (sendo desses 11 homens) realizaram R-fMRI antes e depois de trés
semanas de tratamento com uso de sais racémicos de anfetamina
(dextroanfetamina/anfetamina) ou Lis-dex-anfetamina. Os autores encontraram
alteracdes no padrédo de conectividade funcional entre o cortex pré-frontal dorsolateral
esquerdo (DLPFC) e o cortex pré-frontal medial (MPFC). Andlises subsequentes
utilizando essas duas regides como regides de interesse (ROIs, Seed-regions),
demonstraram que o tratamento diminuiu a conectividade funcional aumentada entre
DLPFC e o cortex da Insula, DLPFC e o cortex do cingulo anterior e entre MPFC e o
cortex da Insula para niveis mais proximos aos niveis encontrados nos controles
saudaveis. A conclusao foi que o tratamento com estimulantes aumentou a segregacao
funcional do DLPFC (regido central do controle cognitivo), do MPFC (regido central da
DMN) e do cértex da Insula (regido central da rede de saliéncia) e que esse resultado
estava correlacionado positivamente com a melhora clinica dos sintomas de TDAH.

Outro estudo detalhando os efeitos do tratamento psicofarmacolégico sobre a
conectividade funcional de adultos com TDAH foi realizado por Cary et al. . Foram
incluidos 22 adultos com TDAH de ambos sexos (sendo 8 homens) que faziam uso de
MPH (7 sujeitos) ou dextroanfetamina/anfetamina (mistura racémica de sais de
anfetamina, medicacéo néo disponivel no Brasil) e 31 sujeitos sem TDAH. O protocolo
do estudo previa que as imagens de R-fMRI seriam adquiridas primeiramente sob efeito
agudo da medicacdo e posteriormente logo apdés o término do tratamento, apds ser
realizado um periodo de washout de 48 a 72 horas. O foco do estudo era de verificar as
alteracbes causadas pelo tratamento na conectividade das redes cerebrais aferidas

pela R-fMRI. Os autores evidenciaram que o funcionamento de todas as redes
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investigas apresentavam mais semelhantes (n&o iguais) ao funcionamento das mesmas
nos controles saudaveis. Especificamente em relacdo ao efeito farmacolégico sobre a
conectividade da DMN, os autores relataram que o efeito de diminuicdo das diferencas
de conectividade em relacdo aos controles foi menor quando comparado ao efeito sob
as outras redes, mas foi igualmente no sentido de se assemelhar a conectividade dos
controles, quando sob efeito das medicagoes.

Ambos estudos obtiveram resultados que demonstram o efeito positivo dos
estimulantes sobre o perfil de conectividade funcional dos adultos com TDAH. Contudo,
faz-se importante, para fins de melhor compreenséo do efeito dos estimulantes sobre a
conectividade funcional, salientar algumas caracteristicas dos estudos: (1) ambos
incluiam em suas amostras sujeitos de pesquisa de ambos os sexos; e (2) ambos
estudos nao excluiram pacientes que poderiam ja ter feito uso de estimulantes no
passado. Essas duas caracteristicas podem acarretar diferencas na comparacdo da
conectividade, quando se formam grupos de pacientes em comparacdo a controles,
pois sabe-se que o perfil de conectividade cerebral de homens é diferente do perfil de
conectividade cerebral de mulheres™ e que o uso passado de estimulantes pode ter
efeitos que alteram o padrdo de conectividade cerebral”™. Além dessas duas
caracteristicas, cabe salientar que ambos néo se utilizaram de uma uniformidade de

medicacédo, misturando MPH com sais de anfetamina e Lis-dex-anfetamina.



32

7 OBJETIVOS

7.1 Objetivo Geral

Investigar a neurobiologia da trajetéria do Transtorno de Déficit de

Atencao/Hiperatividade da infancia a adolescéncia e do tratamento de adultos através

de ressonancia magnética funcional em estado de repouso.

7.2 Objetivos Especificos

Investigar a conectividade funcional no baseline através da analise de
imagens cerebrais de ressonancia magnética funcional em estado de
repouso nas diferentes trajetérias do Transtorno de Déficit de
Atencao/Hiperatividade da infancia até a adolescéncia, comparando 0s
grupos de novos casos, TDAH persistentes, TDAH remitentes e controles, a
partir de dados longitudinais da coorte de alto risco HRC do INPD.

Investigar o efeito do tratamento com metilfenidato na conectividade
funcional da rede cerebral padrédo (default mode network) de homens
adultos que nunca foram tratados para Transtorno de Déficit de
Atencdo/Hiperavidade através da analise de imagens cerebrais de
ressonancia magnética funcional em estado de repouso antes e depois do

tratamento.
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8 JUSTIFICATIVAS
Justificativa para o estudo da neurobiologia na trajetéria do TDAH da
infancia a adolescéncia - Artigo #1.:

Apesar do crescente numero de estudos investigando a neurobiologia do TDAH
em criancas e adolescente com a utilizagdo da andlise de imagens cerebrais com
ressonancia magnética funcional em estado de repouso, ainda h& a necessidade de se
investigar a neurobiologia da trajetdria dos sintomas de TDAH ao longo do tempo. A
aplicacao das técnicas de neuroimagem tem sido realizada em estudos com desenho
transversal que ndo permitem a investigacdo das diferencas neurobioldgicas das
diferentes trajetérias do TDAH em criancas e adolescentes. A obtencdo desse
conhecimento a partir da aplicacdo de R-fMRI em um desenho longitudinal contribuird

para o entendimento de como o TDAH se inicia, persiste e remite.

Justificativa para o estudo da neurobiologia no tratamento de adultos com
TDAH - Artigo #2
Tendo em vista a prevaléncia do uso de metilfenidato no tratamento
medicamentoso do TDAH, a importancia da DMN na hipotese de interferéncia do TDAH
e a escassez de estudos que tenham sido rigorosos nos fatores que influenciam a
conectividade cerebral, faz-se necessario uma investigacdo da neurobiologia dos
efeitos do metilfenidato especificamente sobre a conectividade da DMN em adultos com

TDAH nunca previamente tratados.
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9 HIPOTESES
Artigo #1:
Hipotetizamos que cada uma das trajetorias clinicas do TDAH (novos casos de
TDAH, TDAH persistentes, TDAH remitentes) apresentard um padrdo de
conectividade cerebral distinto no baseline com conectividades anormalmente
aumentadas entre regides subcorticais e corticais, demonstrando alteracbes de
circuitos neurais na comparagdo com criancas e adolescentes com

desenvolvimento tipico.

Artigo #2:
Hipotetizamos que o tratamento medicamento com metilfenidato aumentara a
conectividade entre as regides que compde a DMN, concomitantemente com a

melhora clinica dos sintomas de TDAH.
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10 CONSIDERACOES ETICAS

O estudo apresentado no artigo #1 foi aprovado pelo Comité de Etica da
Universidade de S&o Paulo [IORG0004884 / Numero na Comissdo Nacional de Etica
em Pesquisa (CONEP): 15.457 / Numero de registro do projeto: 1132/08]. O termo de
consentimento foi assinado pelos pais e/ou cuidadores dos participantes, assim como
pelos participantes que puderam ler, escrever e compreendé-lo.

O estudo apresentado no artigo #2 foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre sob namero de projeto: 08-543 em 15
de Maio de 2011. O termo de consentimento foi assinado pelos préprios sujeitos de
pesquisa, todos adultos, apds sua plena compreensao dos riscos relacionados aos

procedimentos deste projeto.
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11 ARTIGO #1

Association of higher right thalamus functional connectivity with the emergence

of ADHD in children in a longitudinal community-based sample

Artigo completo em vias de publicacdo, submetido ao Journal of Child Psychology and
Psychiatry
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11.1 Artigo #1

Association of higher right thalamus functional connectivity with the emergence

of ADHD in children in a longitudinal community-based sample

Felipe Almeida Picon'?2, Jodo Ricardo Sato®*, Giovanni Abrahdo Salum?23, Mauricio
Anés?3, Marco Del Aquilla®®, Pedro Mario Pan®°, André Zugman3®, Luciana Monteiro
de Moura?, Ary Gadelha®®, Euripedes Constantino Miguel®>®, Andrea Parolin

Jackowski®®, Rodrigo Affonseca Bressan®®, Luis Augusto Paim Rohdel?3

Affiliations:

LADHD Outpatient Program, Hospital de Clinicas de Porto Alegre, Porto Alegre, RS,
Brazil

2Department of Psychiatry, Faculdade de Medicina, Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil

3National Institute of Developmental Psychiatry for Children and Adolescents, Brazil,
CNPq

4Center of Mathematics, Computing and Cognition, Universidade Federal do ABC,
Santo André, SP, Brazil

SDepartment of Psychiatry, Universidade Federal de Sdo Paulo, Brazil

5Department & Institute of Psychiatry, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, Brazil



Corresponding Author:

Name: Felipe Almeida Picon

Address: Rua Ramiro Barcelos, 2350, 4 andar
Servico de Psiquiatria da Infancia e Adolescéncia
Hospital de Clinicas de Porto Alegre

Porto Alegre — RS — Brazil, CEP 90035-003
Phone: +55-51-3359-8413

Email: felipepicon@gmail.com

38



39

Abstract:

Background: Aberrant patterns of functional connectivity (FC) have been systematically
described in children with Attention-Deficit/Hyperactivity Disorder (ADHD). However, few
studies have investigated their relationship with distinct trajectories of ADHD over time.
Our aim is to compare patterns of FC among children and adolescents with distinct

ADHD developmental trajectories and contrast with typically developing children.

Methods: A total of 439 children (6-15 years of age) from a large community-based
cohort (HRC) were included in the study. Resting-state fMRI (R-fMRI) was assessed
using a 6-min protocol. Whole-brain R-fMRI ROI-to-ROI baseline measures were
compared among four groups defined longitudinally: new emergent ADHD cases (n=11),
ADHD persisters (n=10), ADHD remitters (n=42) and typically developing comparisons

(n=376).

Results: The emergence of ADHD was associated with higher FC between the right
Thalamus and the left Temporal Occipital Fusiform Cortex when compared to all other
three groups; and higher FC between the right Thalamus and the left Superior Parietal

Lobule when compared to controls and remitters.

Conclusions: We have found distinct brain functional connectivity in children and
adolescents three years before they develop or remit ADHD. Our findings suggest a
central role of the right thalamus FC as a vulnerability marker of ADHD conversion. More
longitudinal brain functional studies are necessary to further investigate the dynamic

brain changes associated with ADHD and its clinical usefulness.
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Introduction

Attention-deficit/hyperactivity disorder (ADHD) is one of the most prevalent psychiatric
disorders in children and adolescents (Polanczyk et al., 2015). Understanding the
neurobiology of ADHD might provide ways of treating and preventing this disorder more
effectively (Milham et al., 2017). Several studies have showed aberrant resting-state
functional connectivity fMRI (R-fMRI) in children with ADHD (Castellanos & Aoki, 2016).
Longitudinal population-based neuroimaging studies applying R-fMRI may provide an

unbiased approach to investigate ADHD neurobiology (Paus, 2010).

Previous evidence on R-fMRI and ADHD using different approaches have demonstrated
atypical functional connectivity (FC) in the default mode network (Fair et al., 2010;
Chabernaud et al., 2012, Fair et al., 2013, Mills et al., 2018), salience network, executive
network (Elton et al., 2014), motor network (McLeod et al., 2014), cingulo-opercular
network (Barber et al., 2015), frontoparietal control network (Lin et al., 2015), thalamus
and basal ganglia (Mills et al., 2012), putamen (Cao et al., 2009, Hong et al., 2015),
dorsal anterior cingulate cortex (Tian et al., 2006 Sun et al., 2012), hippocampus
(Posner et al., 2014), amygdala (Huovershorn et al., 2014), and accumbens (Costa Dias
et al., 2013). These alterations of FC reported in several ROls across the brain have

been demonstrated in cross-sectional studies.
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Longitudinal studies detailing ADHD symptomatology trajectories across the life span
and investigating adolescent and adult-onset ADHD are recent (Moffitt et al., 2015;
Agnew-Blais, 2016; Caye et al., 2016; Riglin et al., 2016; Karam et al., 2017; Cooper et
al., 2018). ADHD neuroimaging studies with children and adolescents relying on
longitudinal design have already been announced, but their results are still to be
released (Silk et al., 2016; Casey et al., 2018). One important neuroimaging initiative,
gathering structural MRI from 1104 adolescents reported that brain volumetric
differences in ventromedial prefrontal cortex predicted the occurrence of
hyperactive/inattentive symptoms in adulthood (Albaugh, et al. 2018). Despite the
growing body of knowledge reported, studies of brain connectivity related to the
emergence, persistence and remission of ADHD during childhood and adolescence are

still scarce.

Our aim is to compare baseline FC patterns among children and adolescents with
distinct ADHD developmental trajectories and contrast these findings with those from
typically developing children from a non-clinical community-based sample. Using R-fMRI
data from baseline and clinical data from baseline and 3-year follow-up of the Brazilian
High Risk Cohort Study we hypothesized that whole-brain FC from the new-onset ADHD
group would present a distinct pattern of connectivity in comparison to the patterns of

persisters, remitters and typically developing comparisons.

Material and Methods

Participants
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The children and adolescents included in this study are a subsample from the Brazilian
High Risk Cohort Study for the Development of Childhood Psychiatric Disorders (HRC)
(Salum et al., 2015). HRC is a still ongoing large community-base cohort, which started
screening children in 2010 in two capitals from Brazil, Porto Alegre (POA) and S&o
Paulo (SP). The baseline clinical assessment and neuroimaging acquisition took place
from October 2010 until January 2012 in both cities. The follow-up clinical assessment
reported here happened on average 3 years afterwards.

As one of the goals of the HRC was to acquire neuroimaging features of those children
at high risk to develop future psychopathology, an oversampling procedure was
performed in order to select the high-risk group from the initial overall sample (Salum et
al., 2015). Initial screening took place in 57 publics school in both cities, gathering 9937
children in the first screening. From those, 2512 children comprise the HRC (957
randomly selected from the initial screened sample and 1554 selected from the
oversampling procedure based on their higher risk of future development of psychiatric
disorders, which was based on higher levels of both dimensional symptoms and family
psychopathology as assessed by the Family History Screen (Weissman et al., 2000)).
From the 2512 participants of the HRC, a subsample of 759 children underwent MRI
scanning. A total of 685 subjects had good quality R-fMRI scans. From those subjects
we first excluded 10 subjects (for not having complete diagnostic assessment), then we
excluded 226 subjects (who presented any psychiatric disorder different from ADHD
during either baseline or follow-up), and finally we excluded 10 children who were
currently receiving psychopharmacological treatment (further detailed in Figure 1). The

results presented here derive from a final subsample of 439 subjects.
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INSERT FIGURE 1 ABOUT HERE

Diagnostic Assessment

All children were initially evaluated during a household interview by trained personnel
applying the Development and Well-Being Assessment (DAWBA) (Goodman, et al.,
2000) to a biological parent. The DAWBA is a DSM-IV based structured interview
preferably suited for epidemiological screening studies. ADHD diagnosis was based on
DSM-IV diagnostic criteria. Al DAWBA scores were rated by a group of nine
psychiatrists in order to ascertain the diagnosis. Follow-up assessments were conducted
on an average of three years after baseline assessments (Mean=3.3 SD=0.8), using the
same diagnostic instrument (DAWBA). Considering our goal to investigate whole-brain
functional connectivity before the emergence of ADHD, we used the following criteria to
form four groups: (1) the typically developing comparisons included children who never
presented any psychiatric diagnosis neither during baseline, nor follow-up; (2) the new-
ADHD group included only those children that did not present any psychiatric diagnosis
during baseline, but presented ADHD in the follow-up assessment; (3) the ADHD
Persisters group included all children who had only ADHD in both time points; and (4)
the ADHD Remitters group consisted of children who had only ADHD diagnosis during

baseline and evolved to not fulfilling ADHD criteria in the re-evaluation.

Intelligence
Intelligence Quotient (IQ) was measured during the household interview using the
vocabulary and block design subtests of the Weschsler Intelligence Scale for Children

accordingly to Tellegen et. al approach (Tellegen & Briggs, 1967).
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Image Acquisition

All scans were acquired in two 1.5T MRI scanners (Signa HDX in site 1 and Signa HD in
site 2 — General Electric, USA) with the same image acquisition protocol in both sites.
High-resolution T1-weighted structural scans (3D FSPGR sequence) were acquired first
using up to 160 axial slices for whole brain coverage (TR=10.916ms, TE=4.2ms,
thickness=1.2mm, flip angle=15°, matrix size=256x192, FOV=24.0x18.0cm, NEX=1,
bandwidth=122.109). Then the R-fMRI scans were acquired with 26 slices using Echo
Planar Imaging (EPI) sequence with the following parameters (TR=2000ms, TE=30ms,
slice thickness=4mm, gap=0.5mm, flip angle=80°, matrix size=80x80, NEX=1, scan time
6 min). Prior to each scanning session every children and adolescent underwent a
desensitization activity, in which each subject entered a cloth tunnel, and listened to

recorded MRI sound, to mimic the scanning experience.

Image Processing

All R-fMRI processing was performed using the pipeline within the CONN toolbox
version 18 (www.nitrc.org/projects/conn) (Whitfield-Gabrieli & Nieto-Castanon, 2012)
over MATLAB 2016a (MathWorks, Natick, MA, USA). CONN is a MATLAB-based
software that applies neuroimaging-processing commands of SPM12
(wwwefil.ion.ucl.ac.uk/spm) (Ashburner, 2012). CONN starts with spatial preprocessing
(segmentation of anatomical volumes to compute grey matter, white matter and
cerebrospinal fluid masks; slice-timing correction, realignment and unwarp,
normalization, smoothing of functional volumes, and then extraction of the BOLD signal

timeseries from the functional volumes divided by all the regions of interest (ROIS) pre-
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defined by the Harvard-Oxford Atlas (91 cortical regions and 15 subcortical
regions)(Makris et al., 2006). The second step is temporal preprocessing (denoising),
when first-level covariates (confounding effects) are regressed out from the BOLD signal
from each voxel, in order to control residual physiological and motion artifacts (BOLD
signal from white matter, and CSF, realignment covariates, scrubbing and the
aCompCor approach (Behzadi, Restom, Liau, & Liu, 2007)) and then each individual’s
BOLD timeseries is band-pass filtered (0.008 - 0.09Hz). The third part of processing is
the First-level analyses, when each individual R-fMRI measures are computed from the
denoised ROI-timeseries in a ROI-to-ROI analysis, enabling all ROI-to-ROI
comparisons. The fourth part of processing is the Second-level analyses when CONN

computes all the group-level ROI-to-ROI comparisons results.

Head Motion Effects

In order to address the possible occurrence of spurious correlations due to movement
artifacts, we chose to use CONN due to its very effective approach to control
confounding effects of movement. During preprocessing we chose the “conservative”
threshold settings in which CONN uses ART (Artifact detection/identification toolbox)
with the 95" percentile in the normative sample, with a global-signal z-value threshold of
3 and a subject-motion threshold of 0.5mm. The mean Frame-Displacement for each
individual was extract from the First-level analyses and used again as a covariate in the

second-level analyses to have a more rigid control of movement effect.

Statistical analysis
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All second-Level analyses conducted with baseline-acquired images within CONN were
performed using the General Linear Model (GLM) approach as applied by the software.
In order to account for possible confounders in the second-level analyses, we included
age (demeaned), sex (male/female), site (POA/SP), IQ (total IQ measured by WISCIII),
and the mean-motion covariate (as extracted from each individual during First-level
analyses). Among all group comparisons, all variables that presented a p<0.2 were
included in the GLM model within CONN. All second-level comparisons were carried out
considering all connections between 106 regions-of-interest of each subject, defining the
threshold for ROI-to-ROI connections by intensity with a two-sided seed-level correction
of a False Discovery Rate (FDR) p-FDR=0.05. As a secondary analysis, we applied p-

FDR=0.01 to check which FC would survive.

Results

From the overall 439 children who passed all steps of analyses, 11 children developed
ADHD in three-year follow-up, 10 comprised the ADHD-Persisters group, 42 were
ADHD-Remitters and 376 were controls, as detailed in Table 1. None of the
sociodemographic variables were significantly different among all four groups. Mean
Frame-displacement and mean number of removed (scrubbed) volumes were not
different between all groups. The differences of functional connectivity between all four

groups are detailed in Table 2.

INSERT TABLE 1 ABOUT HERE
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The group of new ADHD cases presented higher functional connectivity between right
thalamus and left temporal occipital fusiform cortex when compared to all other three
groups. It also presented higher functional connectivity between right thalamus and left
superior parietal lobule when compared to controls and remitters. In our secondary
analysis (p-FDR=0.01), right thalamus continued to show higher FC with left temporal
occipital fusiform cortex when the new ADHD group was compared to controls and
ADHD Persisters. Comparisons between new ADHD and ADHD Remitters and between
ADHD Persisters and controls did not survive the 0.01 thresholds. When comparing
ADHD Remitters to controls the right Accubens continued to show higher FC with left
middle temporal gyrus temporooccipital part, and two FCs survived in the Remitters vs.
Persisters comparisons. All connections are further detailed in Table 2, and Figure 2

(Table 3 and Figures 3-5 can be found in the supplemental material).

INSERT TABLE 2 ABOUT HERE

INSERT FIGURE 2 ABOUT HERE

Discussion

In a longitudinal community-based sample of high-risk children, the emergence of new
cases of ADHD was associated with higher FC between right thalamus and left temporal
occipital fusiform cortex when compared to all other groups. We also found that new
ADHD patients presented higher FC between right thalamus and left superior parietal

lobule when compared to controls and remitters, but not to persisters. Remitters
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presented lower FC between right superior parietal lobule and bilateral superior
temporal gyrus posterior division, and bilateral Planum Temporale when compared to
the persisters group.

In accordance with our initial hypothesis all groups showed distinctive patterns of FC.
None of the sociodemographic variables were significantly different among all groups,
suggesting that different patterns of FC would be mainly due to neurobiological
differences among the clinically distinct groups.

Our findings related to the FC patterns between the ADHD groups cannot be fully
comparable to previous findings from the literature, due to methodological differences,
specially regarding our longitudinal and community-based design. Despite that, in a
task-based fMRI study, with a small sample of ten male adolescents (5 persisters and 5
remitters), Schulz et al. (2005) associated higher activation of ventrolateral prefrontal
cortex with persistence of ADHD rather than remission during adolescence. Our results
did not show higher or lower FC between prefrontal areas or other regions related to the
prefrontal cortex networks, traditionally related to ADHD. Wetterling et al. (2015) also
applying task-based fMRI, using an adult sample of childhood diagnosed ADHD
subjects, described impared reward processing in the prefrontal cortex differentiating
Remitters from Persisters. Differently from their results, we did not document any
relationship of prefontal cortex regions related to the persister or remitters group.
Weaker inhibitory function in a still developing thalamus has been previously
hypothetized to be related to over amplified thalamocortical acitivity (Murata, 2018). Our
results involving right thalamus could be explained by this hypothesis, since all results in
new ADHD group showed higher FC arising from thalamus to cortical regions. Right

thalamus was found to be connected with left temporal occipital fusiform cortex, which is
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a region, involved in high-level visual input processing, such as face recognition, object
recognition and reading (Weiner, 2016). Right thalamus was also connected with left
superior parietal lobule, which has been linked to high-order processing of sensory
inputs, spatial orientation and attention, and body-environment interactions (Berlucchi,
2018). Both connections are related to key cortical regions related to sensory
processing. Its interesting to note that this pattern of FC was happening before the onset
of ADHD symptoms and we could speculate the possibility of these alterations in FC
could be a first step before other more well-known FC ADHD-related alterations occur,
although the new ADHD group also had higher FC in right thalamus when compared to
ADHD persisters. This hypothesis should be further investigated in future larger
longitudinal studies scanning children before ADHD onset. Our results involving the new
ADHD group should be interpretd with cauton considering our small number of subjects
within the group. Despite that, the results arising from right thalamus survived the 0.01
FDR threshold, which, on the other hand, show the strength of this connectivity.
Considering the comparison made with the Persisters and Remitters groups, several
brain regions also demonstrated alterations in key regions of auditive-visual-sensory
processing areas. The Remitters group presents higher FC between right accubems,
which is know by its involvement in the reward system, previously studied as an impared
system in ADHD samples. In opposition to previous findings, our results point to higher
FC towards temporal and fusiform regions, also related to auditory and visual processing
networks. It is interesting to note that the Remitters groups presented lower FC also
between key ROlIs related to auditive (left planum temporale), and somatosensorial
(postcentral gyrus) processing in comparison to controls. When compared to Persisters

bilateral planum temporale has lower FC with right superior Parietal lobule showing that
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auditory and visual-spatial processing cortical areas are more lossely connected in
Remitters than Persisters.

Despite the novelty of our study presenting FC findings at baseline in emergent new
cases ADHD from a community-based sample, it has some limitations. Our FC results
are derived from a small number of subjects (emergent new ADHD cases (n=11), ADHD
persisters (n=10), ADHD remitters (n=42)), limiting our power. Other limitation is related
to the ROI selection, specially regarding the thalamus. Previous neuroimaging and
neuroanatomical studies have subdivided thalamus in subregions demonstrating
differences of each subregion in relation to cortical connectivity and overall function
(Hwang et al., 2017). Our results relative to the right thalamus consist of an overall
signal measure accounting all the voxels in the whole thalamus. Perhaps, if we had
applied a more detailed atlas with thalamic subdivision, then our results could be more
specific regarding FC to different cortical regions. We did not pursue this approach

considering the small sample size in each phenotypically defined ADHD sub-group.

Conclusions

In a large community sample of children and adolescents whole-brain R-fMRI analysis at
baseline revealed distinctive patterns of FC between emergent new cases of ADHD,
ADHD Persisters, and ADHD Remitters. Our results pointed out right thalamus as a key
player in the identification of new cases of ADHD. Future larger community samples will
be necessary to replicate this finding in order ascertain this distinctive role of thalamus.
Our results also highlight the involvement of key sensory-auditory-visual regions in the

neurobiology of ADHD trajectories, which, in turn, indicate the need for future studies
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focusing on the role of sensory processing networks beyond the fronto-striatal-thalamic

model.

Key Points

Studies examining functional connectivity patterns in children from a large
community-based cohort rarely investigate distinct Attention-Deficit/Hyperactivity
Disorder developmental trajectories over time.

We analyzed Resting-state fMRI images from four groups defined longitudinally
(3 year follow-up): new emergent ADHD cases, ADHD persisters, ADHD remitters
and typically developing comparisons

The emergence of ADHD was associated with higher FC between the right
thalamus and the left temporal occipital fusiform cortex.

The study suggests a central role of the right thalamus functional connectivity as
a vulnerability marker of ADHD conversion.

Further larger community-based studies examining the dynamic brain changes
associated with different ADHD trajectories across time are necessary to validate

our findings.
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Table 1. Demographic and clinical characteristics of participants

Table 1. Demographic and clinical characteristics of participants
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ADHD-Emergent

Cases ADHD-Persisters | ADHD-Remitters Controls Total
Sociodemographic N % N % N % N % N % p
Male 7 63.6 6 60.0 32 76.2 212 56.4 257 | 58.5 0115
Female 4 36.4 4 40.0 10 23.8 164 43.6 182 | 415| 7
Total 11 10 42 376 439
Porto Alegre 5 45.5 5 50.0 26 61.9 167 44.4 203 | 46.2 0.194
Séo Paulo 6 54.5 5 50.0 16 38.1 209 55.6 236 | 538 |
Total 11 10 42 376 439
Mother completed High School 2 18.2 4 40.0 18 42.9 127 34.3 151 | 34.9 | 0.722
Mother Married or living with 5 455 4 400 | 21 | 500 | 216 | 579 | 246 |56.4 0928
biological father
Children Right-handed 10 91.6 8 80.0 35 83.3 349 92.8 402 | 91.6)0.123
Sociodemographic Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD p
Age Baseline 9.04 1.18 9.70 1.92 10.18 1.68 9.91 1.90 9.91 | 1.87]0.337
Age Followup 1222 | 122 | 13.05 | 2.02 | 1361 | 168 | 1324 | 185 | 13.24 | 1.83 | 0.157
Total IQ (WISC) 94.72 | 17.03 | 96.60 | 13.37 | 98.09 | 16.51 | 103.44 | 16.73 | 102.55 |16.74| 0.052
Movement Parameters Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD p
Mean Movement (mm) 0.28 0.22 0.22 0.19 0.26 0.19 0.23 0.26 0.23 | 0.25 | 0.799
Number of scrubbed volumes 32.09 | 3145 | 30.5 26.6 | 30.78 | 24.8 | 24.11 | 23.45 | 25.09 | 23.9 | 0.215
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Figure 2. Functional connectivity results comparing New ADHD with other groups

o

B/ o
c/ P -

Figure 2. (A) New ADHD > Controls; (B) New ADHD > ADHD Persisters; (C) New ADHD
> ADHD Remitters. Regions: (1) right thalamus; (2) left temporal occipital fusiform

cortex; (3) left superior parietal lobule
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Figure 3. ADHD Persisters > Controls
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Figure 4. ADHD Remitters > Controls
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Figure 5. ADHD Remitters > ADHD Persisters
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Abstract:
Objective: This study evaluated the hypothesis that MPH treatment would improve
Default Mode Network (DMN) within-connectivity.

Method: Resting-state functional connectivity of the main nodes of DMN was evaluated
in a highly homogenous sample of 18 drug-naive male adult subjects with ADHD.

Results: Comparing resting-state functional connectivity fMRI scans before and after
MPH treatment focusing exclusively on within-DMN connectivity, we evidenced the
strengthening of functional connectivity between two nodes of the DMN: posterior

cingulate cortex (PCC) and left lateral parietal cortex (LLP).

Conclusion: Our results contribute to the further understanding on how MPH affects
functional connectivity within DMN of male adults with ADHD and corroborate the
hypothesis of ADHD being a delayed neurodevelopmental disorder.

Keywords: ADHD, neuroimaging, default mode network, methylphenidate, connectivity.
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Introduction

Methylphenidate (MPH) is the most prescribed stimulant treatment for Attention-
deficit/hyperactivity disorder (ADHD) worldwide (Cortese et al., 2017). Its clinical
effectiveness has been extensively documented in children, adolescents and adults with
ADHD (Clavenna & Bonati, 2017). Although ADHD was historically considered a
disorder of prefrontal-striatal-cerebellar circuits, structural (Makris, Biederman,
Monuteaux, & Seidman, 2009) and functional magnetic resonance imaging (fMRI)
revealed other brain regions also implicated in its pathophysiology during the last
decade, such as the temporal lobe (Wolfers et al., 2017), the occipital lobe (Proal et al.,
2011), and posterior cingulate cortex (PCC)/precuneus (Castellanos et al., 2008). Core
deficits of ADHD have been proposed to be related to disturbances on how discrete
regions of the brain interact with each other, constituting alterations in functional
networks activity (Castellanos & Aoki, 2016). An important whole-brain method to
comprehend the interplay of intrinsic functional networks is the resting-state functional
connectivity fMRI (R-fMRI) (Yeo et al., 2011; Smitha et al., 2017).

R-fMRI enables access to how different areas of the brain “communicate” with each
other without the dependency on any specific cognitive task. The functional relationship
of discrete areas of the brain, known as functional connectivity, is measured by the level
of correlation between the blood oxygen-level dependent (BOLD) signals of two different
brain areas (Azeez & Biswal, 2017). After a lag of time from its inception in 1995 (Biswal,
Yetkin, Haughton, & Hyde, 1995), R-fMRI gained momentum among adult ADHD
researchers after 2007 (Castellanos et al., 2008). Despite the growing number of papers
on ADHD using R-fMRI, studies focusing specifically on how MPH interacts with resting-
state functional connectivity in adults with ADHD are still scarce.

ADHD symptomatology has been hypothesized to be due to the intrusion of Default
Mode Network (DMN) activity over task-related networks (also called “task-positive”
networks) (Sonuga-Barke & Castellanos, 2007). Previously thought to be more active
during rest periods (in PET and fMRI studies) (Raichle, 2015), DMN has been linked to
mind-wandering, remembering past events, planning the future, considering the
perspectives of others (Buckner, Andrews-Hanna, & Schacter, 2008), and its function is
attenuated during externally oriented cognition (Andrews-Hanna, Reidler, Huang, &
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Buckner, 2010). It is anatomically distributed among the medial prefrontal cortex
(MPFC), PCCl/precuneus, left lateral parietal cortex (LLP), and right lateral parietal
cortex (RLP). DMN connectivity has been the focus of many studies with ADHD subjects
(Castellanos & Aoki, 2016). Findings with children and adolescents show decreased
integration of DMN (weakened within-network connectivity) (Fair et al., 2010; Kessler,
Angstadt, Welsh, & Sripada, 2014) and atypical connectivity between-networks (Fair et
al., 2013; Qiu et al., 2010; Sripada et al., 2014; Sripada, Kessler, & Angstadt, 2014).
Investigations with adult ADHD samples also support the hypothesis of a disrupted DMN
as one of the possible neurobiological underpinnings of ADHD symptoms (Sato,
Hoexter, Castellanos, & Rohde, 2012; Uddin et al., 2007; McCarthy et al., 2013).
Insufficient suppression of DMN led to lapses of attention in adults (Weissman, Roberts,
Visscher, & Woldorff, 2006) and MPH treatment was found to increase the suppression
of DMN as tasks were becoming increasingly difficult (Liddle et al., 2010).

Cary et al. (2016) carried out an R-fMRI study where 22 adult ADHD patients (8 males)
were scanned firstly under acute effect of treatment with stimulants (15 taking
dextroamphetamine/amphetamine and 7 taking MPH) and secondly soon after
withdrawn from treatment (48 or 72 hours) in order to examine changes in the
organization of functional networks (including the DMN). Authors evidenced a more
“control-like” status of all functional networks when patients were under the acute effect
of stimulants. Regarding the DMN specifically, authors reported a slightly smaller effect
of medication (when comparing with other task-related networks), but also towards the
same pattern of healthy controls.

In another R-fMRI study, by Yang et al. (2016),16 adults diagnosed with ADHD (11
males) were scanned before and after 3 weeks of amphetamine treatment
(dextroamphetamine/amphetamine extended release or lisdexamphetamine). Alterations
in the patterns of functional connectivity on left dorsolateral prefrontal cortex (DLPFC)
and MPFC were evidenced. Subsequent functional connectivity analysis using these two
regions as seeds revealed that treatment decreased positive functional connectivity
between DLPFC and insula, DLPFC and anterior cingulate cortex, and MPFC and
insula, bringing them toward the connectivity levels observed in healthy controls.
Authors concluded that the stimulant treatment increased functional segregation of



74

DLPFC (core region of cognitive control), MPFC (core region of DMN), and insula (core
region of salience) and these changes were positively correlated with clinical
improvement of ADHD symptoms.

Considering that the two previous studies using R-fMRI in adult ADHD samples included
both males and females, had no uniformity regarding stimulant medications, and did not
exclude subjects with previous use of stimulants, our goal was to investigate how MPH
influences the functional connectivity within the main nodes of the DMN of drug-naive
male adults with ADHD. We hypothesized MPH treatment would improve DMN
integration, through increased functional connectivity among its nodes, as it has been
shown that increased levels of dopamine increase functional connectivity (Silberstein et
al., 2016; Nagano-Saito et al., 2008).

Material and Methods

Participants

Patients were recruited and evaluated at the ADHD Outpatient Program — Adult Division
at the Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), in Porto Alegre, Brazil. The
inclusion criteria at baseline assessment were (1) 18 years or older, (2) male, (3)
fulfillment of Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders, Fourth Edition
(DSM-1V) diagnostic criteria for ADHD, both currently and during childhood (APA, 2000),
and (4) current indication of treatment with MPH. Exclusion criteria were (1) current
psychiatric comorbidity, (2) autism spectrum disorder (ASD) comorbidity, (3) past history
of psychosis, (4) current alcohol, tobacco or substance abuse or dependence, (5) use of
psychiatric medication currently or in the past 6 months, (6) past use of MPH, (7)
contraindication for MPH use, (8) evidence of clinically significant neurological disease
(e.g., delirium, dementia, epilepsy, head trauma), (9) intelligence quotient (IQ) < 85
(Wechsler, 1981), (10) to be left-handed, (11) history of brain lesions evidenced by MRI,
(12) history of injuries with metals, and (13) presence of metals in the body.

From a total of 185 individuals clinically evaluated at our outpatient clinic from 2011 until
2016, 75 were female and were excluded from this study. Of the 110 males, 78 were
excluded due to exclusion criteria or refusal to undergo neuroimaging scanning, as

shown in figure 1. Past or current use of MPH was the most prevalent reason for
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exclusion, followed by the use of cannabis and current psychiatric medication. A total of
five patients were excluded due to current medication use (three patients were taking
fluoxetine, one was taking carbamazepine and one risperidone) and three had current
depression as comorbidity. All patients excluded from this study were clinically assisted
and treated in our clinic as part of the standard treatment protocol of our outpatient
program.

The 18 remaining male patients underwent all the diagnostic, neuroimaging, and
treatment procedures of the study. After that, all of them also were kept on treatment in
our program for as long as 12 months. None of them received any financial aid for their
participation in the research.

Figure 1. Study subject flow

ADHD Qutpatient Program
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Treatment with MPH-IR
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¥
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and R-MRI scanning Post-MPH imaging
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Diagnostic assessment

All 185 patients were evaluated by four psychiatrists extensively trained in Adult ADHD
(FAP, RGK, MMV and VB). The evaluation procedure took place in a three level
manner: first through an extensive clinical interview with the patient for the detailed in-
depth investigation of ADHD symptomatology during childhood and adulthood, then by
the application of our clinical protocol (detailed below), and then, if necessary, with a
discussion in a clinical board chaired by a senior psychiatrist (EHG) for the resolution of
conflicting cases (further details of this diagnostic procedure can be found elsewhere)
(Grevet et al., 2006; Fischer et al., 2007).

The first step of our clinical protocol was the evaluation and confirmation of the
childhood and current diagnosis of ADHD, applying the Kiddie Schedule for Affective
Disorders and Schizophrenia for School-Age Children, Epidemiological Version (K-
SADS-E), Portuguese version (Mercadante et al., 1995). Since K-SADS-E was
structured for use with children and adolescents, we adapted the examples of ADHD
symptoms descriptions for adult use (Grevet et al., 2005). Conduct disorder and
antisocial personality disorder were evaluated using the Brazilian Portuguese version of
the Mini-International Neuropsychiatric Interview (MINI) (Sheehan et al., 1998; Amorim,
2000). The Structured Clinical Interview for DSM Disorders (SCID-1) was used to rule out
all other psychiatric disorders (First, Spitzer, Gibbon, & Williams, 2002). Handedness
was assessed with the Edinburgh Handedness Inventory (Oldfield, 1971).

The Portuguese version of the Swanson, Nolan, and Pelham scale, version IV (SNAP-
V) and the Barkley’s current and childhood ADHD symptoms scales were used to
assess ADHD symptoms severity and impairment in baseline assessment and when

optimal MPH dose was reached.

Methylphenidate treatment

MPH (immediate release form) was first administered once-a-day beginning with 5mg for
two days, then a dose of 5mg was given twice daily for four days. Then, doses were
increased every five days, raising 5mg each time, first in the morning and then in the
afternoon. Doses were increased until there is no room for improvement or with the

onset of intolerable adverse effects. MPH was suspended 72 hours prior to the second
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R-fMRI acquisition (Loureiro-Vieira et al., 2017). All patients underwent this washout
period in order to preserve the comparability between before and after treatment,
excluding the plausible confounding acute effect of MPH on the functional networks of

the brain.

Image acquisition

The selected 18 subjects underwent MRI scanning in a whole-body Siemens Magnetom
Avanto 1.5T scanner using a 12-channel head coil at Hospital Moinhos de Vento, in
Porto Alegre, Brazil. All subjects were instructed on how MRI works and sounds
previously to the scanning day, in order to improve the subjects’ engagement to the
procedure. Foams on both sides of the head of each subject were carefully placed in
order to diminish head movement. A resting-state functional connectivity fMRI and high-
resolution structural MRI sequences were acquired for each individual before and after
the treatment period with MPH. The R-fMRI sequence was an echo planar imaging (EPI)
with 34 slices of T2* weighted images with the following acquisition parameters: TE =
30ms, TR = 2500 ms, flip angle 70°, 64 x 64 matrix, in-plane voxels size = 4.00 x 4.00
mm, slice thickness = 4.5 mm, gap = 0.5 mm, FOV = 240 mm, lasting for 6:15 min. For
cortical thickness analysis and spatial normalization purposes, high-resolution structural
images were acquired using a T1-weighted 3D magnetization prepared rapid acquisition
with gradient echoes (MPRAGE) sequence with 160 slices, TE = 3.61 ms, TR = 2400
ms, Tl = 1000 ms, flip angle = 8°, 192 x 192 matrix, in-plane voxel size 1.25 x 1.25 mm,

slice thickness 1.2 mm, no gap, FOV = 240 mm, lasting for 7:42 min.

Image processing

All image processing was performed using CONN 15 (http://www.nitrc.org/projects/conn)
(Whitfield-Gabrieli & Nieto-Castanon, 2012), SPM12 (www.fil.ion.ucl.ac.uk/spm)
(Ashburner, 2012), and MATLAB 2015b (MathWorks, Natick, MA, USA). CONN (a
MATLAB-based cross-platform software for the computation, display, and analysis of
functional connectivity fMRI) applies spatial preprocessing steps of SPM12: realignment
and unwarp, slice-timing correction, segmentation of gray matter, white matter, and

cerebrospinal fluid (CSF), normalization, and spatial smoothing. Then a CompCor
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(Behzadi, Restom, Liau, & Liu, 2007) approach was applied in order to reduce
interference of confounding effects (white matter, CSF, realignment, scrubbing) by
regressing them out from the BOLD signal from each voxel, and then the data was
band-pass filtered (0.008 - 0.09Hz).

Functional connectivity analysis

First-level ROI-to-ROI functional correlations were measured between the DMN regions
(Fox et al., 2005): MPFC, PCC, RLP, and LLP from each individual. For the second-level
analysis, we applied two conditions to the whole group of patients: (1) Before-MPH, and
(2) After-MPH. Second-level General Linear Model analysis was performed through a
between-conditions contrast using the BOLD signal from the DMN regions in order to
assess if MPH would increase the intrinsic connectivity between PCC and any of the
three other DMN regions. False positives were controlled using Bonferroni correction for

three comparisons (alpha corrected 0.05/3 = 0.0166).

Results

A description of the characteristics of the 18 patients that met inclusion and exclusion
criteria is detailed in Table 1. ADHD symptomatology was significantly reduced from
baseline to follow-up, as shown by the difference in the SNAP scores after treatment
with MPH (Figure 2). The optimal doses of MPH were reached individually with a mean
dose prior to the follow-up scanning of 29.72mg/daily (0.37mg/kg/day) and mean
duration of treatment of 54.44 days. All subjects present minimal movement in both

phases of scanning (below 0.2mm).
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Baseline Follow-up p
(Before MPH) (After-MPH) (comparison)
Age [years] (mean = SD) 30.67 (7.41)
Education [years] (mean £ SD) 13.94 (2.07)
IQ (mean £ SD) 110.0 (16.53)
MPH Dose [mg/kg/day] (mean + SD) 0.37 (0.15)
Days of MPH Treatment (mean + SD) 54.44 (23.56)
Movement [mm] (mean + SD) 0.19 (0.07) 0.20 (0.11) 0.594
ADHD subtype (% [n])
Combined 66.7 (12)
Inattentive 33.3(6)
Socioeconomic Status (% [n])
A 22.2 (4)
B 55.6 (10)
C 22.2 (4)
SNAP-1V Scores (mean + SD)
Total | 38.33 (11.47) | 15.11(8.94) <0.001
Inattention | 17.83 (4.48) 5.28 (4.73) <0.001
Hyperactivity/Impulsivity | 14.06 (6.16) 4.83 (3.40) <0.001

SD = Standard Deviation; IQ = Intelligence Quoeficient; MPH = Methylphenidate; mm =
millimeters; SNAP-IV = Swanson, Nolan and Pelham Questionnaire version IV.
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Figure 2. SNAP-IV scores pre and post-treatment
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The results of the second-level analysis showing correlations among the PCC and the
three other DMN areas after treatment with MPH are shown in Table 2. We found an
increase in the functional connectivity between the PCC and the LLP after MPH
treatment, that remained statistically significant after Bonferroni correction (Figure 3).
We could not find any statistically significant correlations between age, years of
education, IQ, MPH dose, or duration of MPH treatment and the increase in functional
connectivity between the PCC and the LLP. Despite the clinical improvement seen in all
patients, it was not correlated with the increase in PCC-LLP functional connectivity.
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Table 2. General Linear Model Second-level analysis: Results of Functional
Connectivity between Posterior Cingulate Cortex and the DMN regions (After-

Before MPH treatment)

beta p-unc
Left Lateral Parietal Cortex (LLP) 0.15 0.0114
Right Lateral Parietal Cortex (RLP) 0.02 0.3168
Medial Prefrontal Cortex (MPFC) 0.01 0.4571

(Bonferroni alpha-corrected for 3 comparisons: 0.05/3=0.0166)
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Figure 3. Increased functional connectivity after MPH treatment

LLP = Left Lateral Parietal Cortex, PCC = Posterior Cingulate Cortex

Discussion

In a homogenous sample of right-handed drug-naive male adults with ADHD without
comorbidities, we found a strengthening of functional connectivity within DMN, between
the PCC and the LLP, after treatment with immediate-release MPH.

Our results did not show an increased functional connectivity among all areas of the
DMN after MPH treatment, as we had hypothesized. Instead, we were only able to
document strengthening of connectivity between PCC and LLP. The lateral parietal
cortex is known as an associative cortex, which integrates sensory inputs, and has been
linked to successful retrieval of previously learned items (Raichle, 2015). PCC is a
crucial hub of the DMN and it has been hypothesized to have a central role in supporting
internally directed cognition (Leech & Sharp, 2013), having increased activity when
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individuals are planning the future and recollecting autobiographical memories (Gusnard
& Raichle, 2001). Fair et al. (Fair et al., 2008) described that the connections within
DMN regions become more functionally strongly connected (more integrated) in healthy
individuals during DMN development from childhood to adulthood. Therefore, we can
hypothesize that strengthening the functional connectivity within the DMN, through the
use of MPH, could be a way to make the network function in a more mature manner,
which could then be related to ADHD symptomatology improvement.

Even though clinical improvement in both inattention and hyperactivity/impulsivity
symptoms was seen in all patients, this improvement was not correlated with the
increase in PCC-LLP functional connectivity. The absence of correlation can possibly be
explained by at least three hypotheses. The first one is related to our sample size, in the
sense that 18 subjects could not give enough power to show this correlation. A second
possible explanation is that these two findings are in fact unrelated. A third possibility is
that the strengthening of functional connectivity between PCC-LLP could subsequently
generate other non-detected effects that would indeed be related to the decrease of
symptoms, or vice-versa.

The characteristics of our study differ from previous studies that applied the same R-
fMRI methodology. We assessed 18 right-handed males without any psychiatric
comorbidity and who had never used MPH, in order to test our hypothesis in the most
homogenous sample possible. Psychiatric comorbidities are very common among
ADHD patients, but are known to bring different patterns of functional connectivity
disturbances depending on the assessed psychiatric disorder (Takamura & Hanakawa,
2017; Barkhof, Haller, & Rombouts, 2014). Similarly, the past use of stimulants might
alter functional connectivity, which could bias the interpretation of the results from
studies that included individuals with previous use of MPH (Konova, Moeller, Tomasi, &
Goldstein, 2015). Cary et al. (Cary et al., 2016) evaluated 8 males along with 14 female
subjects in the ADHD group and Yang et al. (Yang et al., 2016) had 11 males grouped
with 5 females. Due to these differences in sampling, our findings might not be fully
comparable with the ones from these previous studies, despite some similar results.

Gender has also been linked to differences in functional connectivity and therefore
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groups comparisons including males and females in the same analysis might reveal
different results (Satterthwaite et al., 2014, Ingalhalikar et al., 2013).

In agreement with Cary et al. (2016), we also found that stimulant treatment brought
DMN within-connectivity to a more integrated pattern. Due to the fact that we chose to
only ascertain the DMN within-connectivity before and after MPH, we cannot compare
our findings with results from studies that evaluated how MPH would interfere in the
segregation and integration of networks, as reported by Yang et al. (2016).

Our study has some limitations. The first limitation is that our sample comprised only
men; therefore, our results cannot be extrapolated to women. Another limitation is the
small sample size, which could be expected due to our restrictive inclusion criteria.
However, this is a unique opportunity to address the effects of MPH on DMN without the
effects of possible confounders brought by psychiatric comorbidity, past MPH treatment,

handedness, and functional connectivity differences between males and females.

Conclusion

Employing a focused R-fMRI analysis in a very selective sample, our study was able to
contribute to the further understanding of the effects of MPH over within-connectivity of
the DMN in male adults with ADHD. Our results corroborate the hypothesis of ADHD as
a neurodevelopmental disorder in which MPH treatment might change the DMN
functional pattern between some areas to a more interconnected one. Studies with
larger samples are still needed to conclusively elucidate MPH actions upon DMN in
adults with ADHD.
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13 CONCLUSOES E CONSIDERACOES FINAIS

A presente tese colabora para o entendimento da neurobiologia do TDAH
através da aplicacdo de um método de analise de imagens funcionais cerebrais que
especifica como cada regido cerebral se conecta/comunica com as demais. Essa
abordagem foi aplicada em dois momentos distintos do ciclo vital, na infancia e
adolescéncia e em adultos e em dois desenhos metodoldgicos distintos: coorte
populacional e quase-experimento. Essas diferencas acabam sendo complementares
no sentido de oferecerem contribuicbes sobre a conectividade funcional antes do
proprio inicio do TDAH na infancia e adolescéncia e durante seu processo de remisséo
e persisténcia nessa faixa etaria. Por fim, traz dados sobre conectividade funcional em
individuos tratados enquanto adultos.

No artigo #1 os achados de conectividade funcional aumentada envolvendo o
talamo direito e a complexa colecao de achados de conectividade em diversas areas de
processamento sensorio-visual-auditivo acrescentam complexidade aos modelos de
compreensao do TDAH, sugerindo a necessidade de ampliacdo das investigacdes para
além das redes mais estudadas, ligadas aos circuitos pré-frontais e aos circuitos
cortico-striato-talamicos, classicamente conhecidos por seu envolvimento no TDAH.
Nosso estudo apresenta limitagdes, principalmente relacionadas ao numero de sujeitos
que compde cada um dos grupos de TDAH, limitando a extrapolacdoo dos nossos
achados. Além disso, a ndo investigacdo das subregifes do talamo, considerando que
utilizamos uma metodologia de parcelamento do cérebro que ndo prevé subregibes
talamicas, restringe nossas conclusdes sobre quais subregides talamicas estariam de
fato envolvidas em nossos achados.

No artigo #2, nossos achados de aumento de uma das conexdes dentro da DMN
apos o uso de metilfenidato contribuem para o entendimento de como a medicacaoo
mais utilizada para o tratamento do TDAH interfere na conectividade de uma rede
implicada nas alteracdes tipicas do TDAH. Nossos resultados corroboram a hipotese do
TDAH ser um transtorno do neurodesenvolvimento na qual o Metilfenidato pode
modificar o padréo de conectividade da DMN para um padrédo mais interconectado que,
em ultima analise, seria considerado mais maduro (mais funcional). A maior limitacéo

de nosso estudo é o pequeno tamanho amostral, que provavelmente foi o causador da
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ndo verificagcdo de nossa hipétese de forma completa. Apesar disso, nosso estudo é o
primeiro que utilizou uma amostra altamente selecionada de sujeitos que nunca haviam
sido diagnosticados e tratados para TDAH sem a interferéncia de comorbidades, uso
prévio de estimulantes ou mistura dos sexos na compilacdo dos achados.

A utilizagdo de imagens cerebrais para a compreensdo dos transtornos
psiquiatricos € uma éarea que envolve o conhecimento de diversas outras areas
cientificas além do campo da medicina (fisica, informatica, estatistica avancada). Isso
se deve ao fato de que o entendimento dos mecanismos do 6rgdo mais complexo do
corpo humano ndo poderia ser apreendido sem a juncdo de diversas areas do
conhecimento. Essa tarefa, de mapear o funcionamento cerebral diferenciando estados
de normalidade de estados psicopatoldgicos €, sem duvida, uma tarefa que demandara
esforcos ainda maiores dos que vem sendo possiveis até o presente momento. NOSs0s
achados contribuem para essa busca de conhecimento, especificamente relacionada ao
TDAH e especificamente relacionada ao padrédo de conectividade cerebral de criancgas,
adolescente e adultos. Outros grupos vem realizando estudos longitudinais
populacionais, arrolando pessoas de todas as idades, com as mais diversas patologias,
a fim de se chegar um pouco mais perto de uma compreenséo util do funcionamento
cerebral. Futuros trabalhos nesse campo deverdo persistir no objetivo de obtencao de
grandes tamanhos amostrais que possam elucidar, do ponto de vista populacional, os
mecanismos neurobiolégicos envolvidos na génese, persisténcia, remissdo e
tratamento do TDAH.
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15 ANEXOS
15.1 Documentos do estudo #1

15.1.1 Termo de Consentimento Livre Esclarecido

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE
DE SAO PAULO-HCFMUSP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(OBRIGATORIO PARA PESQUISAS CIENTIFICAS EM SERES HUMANOS -

RESOLUGAO N2 196 - CNS)

DADOS DE IDENTIFICAGAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL
1.NOME: .........
DOCUMENTO DE IDENTIDADE N°: .....cocooovuiinininiiniiieincinaens SEXO: Mo F o
DATA NASCIMENTO: ......../ ......../...... 5
ENDEREGO Ne APTO:

BAIRRO: CIDADE s

CEPS vove s mmassoressesss ssasonsonss TELEFONE: DDD ( Yienesss

2.RESPONSAVEL LEGAL
NATUREZA (grau de parentesco, tutor, curador €1C.) ........ccvvueuerneerninerieere e eeeseane

DATA NASCIMENTO.: ...... .../ ......

ENDERECO: N%..... APTO:
BAIRRO: .. CIDADE:
CEP: wrvnmanasenmsnawmag TEEEFONE:DDD'( ).

DADOS SOBRE A PESQUISA
1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA

“Esquizofrenia e Transtorno Afetivo Bipolar: identificagdo de estado mental de risco (EMR),
caracterizagao de endofenétipos e impacto de intervengoes para prevengao”.

2 PESQUISADOR RESPONSAVEL: EURIPEDES CONSTANTINO MIGUEL FILHO.

CARGO/FUNGAO: PROFESSOR ASSOCIADO INSCRIGAO CONSELHO REGIONAL N° 45280

UNIDADE DO HCFMUSP: Departamento de Psiquiatria

Investigadores executantes:
* Rodrigo Affonseca Bressan
Professor Adjunto da Universidade Federal de Sao Paulo - UNIFESP.
Inscrigdo no Conselho Regional no 72193 (CRM-SP)

3. AVALIAGAO DO RISCO DA PESQUISA:
RISCOMINIMO O RISCO MEDIO X

RISCOBAIXO [ RISCOMAIOR [

4.DURACAO DA PESQUISA : A duragéo total deste projeto € prevista em 3 anos.



PROPOSTA DA PESQUISA

Vocé esta sendo convidado a participar de uma pesquisa sobre problemas de saide mental na infancia e adolescéncia. Essa
pesquisa € uma nova fase do Estudo Epidemiol6gico da Saude Mental do Escolar Brasileiro do qual vocé participou anteriormente e tem
como objetivo ajudar os médicos e psicdlogos a conhecer melhor dois dos problemas de saide mental que podem afetar criangas e
adolescentes. Ao conhecer melhor os fatores de risco para desenvolver a esquizofrenia e o transtoro afetivo bipolar esperamos poder, no
futuro, planejar estratégias para prevenir seu aparecimento. Essa é a primeira vez que uma pesquisa nesse tema esta sendo realizada no
Brasil. A partir dos dados da primeira pesquisa foram selecionadas pessoas consideradas em risco para desenvolver estes transtomos e
pessoas consideradas fora de risco. A participagdo de todos é muito importante para o sucesso dessa pesquisa.

Se vocé der sua autorizagdo para participar da pesquisa, podera participar de um programa de avaliagdo médica e

neuropsicolégica. Vocé sera convidado também a preencher um questionario para responder perguntas sobre os proprios sentimentos e
comportamentos no dia-a-dia. Como parte da pesquisa sera convidado a fazer coleta de sangue e saliva para estudos genéticos e um
exame de ressonancia magnética. Vocé podera optar por receber ou ndo receber o resultado dos exames realizados. Deixamos claro que
os exames solicitados tém finalidade de pesquisa e néo tém significado clinico definido, ndo sendo possivel, a partir de nosso conhecimento
atual, definir o diagnéstico de uma doenga ou forma de tratamento através desses exames.
Apbds iniciar a pesquisa vocé sera convidado a participar de um acompanhamento por 3 anos por uma equipe de profissionais de satde
composta por médicos psiquiatras e psicélogos. Serdo realizadas avaliagdes a cada 6 meses durante esse periodo. A amostra de sangue
sera colhida no inicio do estudo. As amostras de saliva serdo colhidas durante todas as visitas durante o primeiro ano da pesquisa. A
ressonancia magnética sera feita 2 vezes, uma no inicio, a outra no final do estudo.

Alguns participantes do estudo serédo selecionados aleatoriamente através de um sorteio para participarem com suas familias de
um programa de educagéo sobre os transtornos mentais. Esse programa consiste de reunides semanais por 1 més, seguidas de reunides
mensais por 6 meses e reunides bimensais por mais um ano. Nessas reunides, elementos basicos dos transtornos mentais mais comuns
serao discutidos com os participantes, além de um espago para questdes e duvidas sobre saide mental.

Em qualquer momento do estudo vocé podera solicitar sua retirada do protocolo de pesquisa sem que isso apresente qualquer
conseqiiéncia para o seguimento médico. Para tanto, somente pedimos que seja comunicado o desligamento ao corpo clinico da pesquisa.
Se necessario (persisténcia de duvida quanto a manutengdo ou nao do paciente no protocolo) sera solicitado parecer da comissao de ética
do Hospital das Clinicas.

RISCOS E INCONVENIENCIAS
As tarefas a serem realizadas para a conclus@o deste projeto possuem alguns riscos e inconveniéncias para o participante.

1. Coleta de amostra de sangue. Neste procedimento pode ocorrer o aparecimento de manchas arroxeadas no local de onde o sangue
foi tirado. Todos os participantes serdo previamente orientados com relagéo a este risco e sobre os cuidados necessarios caso ocorra.
Além disso, raramente o local de onde foi retirada amostra de sangue pode inflamar e necessitar de cuidados locais (limpeza e
pomadas) por alguns dias. Exames de sangue sd@o necessarios para dois objetivos :1. Avaliar a saude de seu filho através de exames
laboratoriais de rotina; 2. Duas das amostras de sangue (volume equivalente a 2 colheres de chd) coletadas serédo utilizadas para
estudos que avaliardo o envolvimento de alguns genes com o estado mental de risco.

2. Coleta de saliva: Nao ha riscos fisicos envolvidos. Pode gerar angustia ou ansiedade para aqueles que considerem o procedimento
desagradavel.

3. Ressonancia Magnética de Cranio: Durante o exame o Unico desconforto € um ruido intermitente. No entanto para amenizar o
desconforto, serdo fornecidos tapa-ouvidos. O exame, entretanto, pode gerar angustia ou ansiedade, pois durante o procedimento
exige-se que o participante permanega imével dentro da maquina. Uma das vantagens da RM é o fato de nao utilizar radiagdes
ionizantes, ao contréario de outros exames como a tomografia computadorizada. Portanto, ndo existem efeitos nocivos ao organismo
dentro das condigdes normalmente utilizadas.

4. Preenchimento dos questionarios: Lembramos que os participantes podem ficar cansados com o preenchimento dos questionarios, ja
que demora mais ou menos uma hora para responder todas as perguntas. Também podem se sentir ansiosos por responderem
perguntas sobre os préprios sentimentos e comportamentos no dia-a-dia, pois os contetudos envolvem emogdes que podem ser
desagradaveis. Tentaremos minimizar estes possiveis efeitos utilizando avaliadores treinados e instrumentos curtos.

Caso vocé se sinta em qualquer momento desconfortavel durante algum dos procedimentos listados acima, vocé podera pedir para
que a avaliagdo seja interrompida.

Caso ocorra qualquer problema relacionado ao procedimento realizado, o nosso servigo se responsabiliza pelos custos de
atendimento relativos aos riscos envolvidos.

BENEFICIOS

N&o ha beneficio direto para os individuos que participarem deste estudo além de possibilitar a identificacdo precoce de transtornos
mentais. Isso ocorrendo possibilita a instituigdo mais rapida do tratamento. O potencial beneficio para a sociedade é que este estudo pode
aumentar o conhecimento sobre a detecgdo precoce e possibilidade de prevengdo da Esquizofrenia e do Transtorno Afetivo Bipolar.

UsoO DE MATERIAL

Durante a pesquisa, amostras de sangue serdo colhidas para anélises genéticas. Essas amostras serdo armazenadas e poderdo ser
utilizadas em pesquisas futuras. Toda nova pesquisa a ser feita com o material sera submetida antes a aprovagéo do Comité de Etica para
Andlise de Projetos de Pesquisa do Hospital das Clinicas da Universidade de Sdo Paulo — CAPPesq e, quando for o caso, da Comisséo
Nacional de Etica em Pesquisa CONEP. Caso deseje, a qualquer momento, ndo participar mais desta pesquisa, todos os dados genéticos
serdo retirados da andlise.
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SIGILO E PRIVACIDADE

As informagdes produzidas nesta tarefa serdo mantidas em lugar seguro, codificadas e a identificagdo sé podera ser realizada pelo
pessoal envolvido diretamente com o projeto. Caso o material venha a ser utilizado para publicagado cientifica ou atividades didaticas, ndo
serdo utilizados nomes que possam vir a identifica-lo.

Em qualquer momento do estudo vocé podera obter mais informagdes com a Dr. Rodrigo Affonseca Bressan, pelo telefone
(0XX11) 5573-3599, que esta apto a solucionar suas duvidas. Vocé podera solicitar informagdes de qualquer conhecimento significativo
descoberto durante este projeto.

Se voce tiver alguma consideragdo ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa
(CEP) — Rua Ovidio Pires de Campos, 225 — 5° andar — tel: 3069-6442 ramais 16, 17, 18 ou 20, FAX: 3069-6442 ramal 26 — E-mail:
cappesq@hcnet.usp.br

DESPESAS E COMPENSAGOES

Nao ha despesas pessoais, ou seja, ndo serd cobrado nada do participante em qualquer fase do estudo, incluindo exames e
consultas. Também ndo ha compensacgao financeira ou qualquer tipo de pagamento relacionado & sua participagdo. Se existir qualquer
despesa adicional, ela sera custeada pelo orgamento da pesquisa.

Em caso de dano pessoal, diretamente causado pelos procedimentos ou tratamentos propostos neste estudo (nexo causal
comprovado), o participante tem direito a tratamento médico na Instituigdo.

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informagdes que li ou que foram lidas para mim, descrevendo o
estudo: “Esquizofrenia e Transtorno Afetivo Bipolar: identificagao de estado mental de risco (EMR),

caracterizagao de endofenétipos e impacto de intervengoes para prevengao”.

Eu discuti com o Dr. Rodrigo Affonseca Bressan sobre a minha decisd@o em participar nesse estudo. Ficaram claros para mim quais s&o os
propdsitos do estudo, os procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de
esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que a minha participagédo é isenta de despesas e que tenho garantia do acesso a
tratamento hospitalar quando necessario. Concordo voluntariamente na minha participagdo e poderei retirar o meu consentimento a
qualquer momento, antes ou durante o mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido, ou
no meu atendimento neste Servigo.

Desejo receber os resultados das avaliagdes a que serei submetido bem com ser esclarecido sobre seus significados (os resultados seréo

enviados por carta para o enderego fomecido): ( )1SIM ( )2Nao (marque a opgéo desejada)
Assinatura do representante legal Data L
Assinatura da testemunha Data / /

para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos ou portadores de deficiéncia auditiva ou visual.

(Somente para o responsével do projeto). Declaro que obtive de forma apropriada e voluntéaria o Consentimento Livre e Esclarecido
deste paciente ou representante legal para a participagé@o neste estudo.

Assinatura do responsavel pelo estudo Data / /
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15.2 Documentos do estudo #2
15.2.1 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
GRUPO CONTROLE ADULTO

Projeto: Neuroimagem no Transtorno de Déficit de Atenciio e Hiperatividade

Antes de participar deste estudo, gostarfamos que vocé tomasse conhecimento sobre alguns detalhes envolvidos no
mesmo. Abaixo, seguem alguns esclarecimentos sobre ddvidas que vocé possa ter. Em caso de qualquer outra divida quanto ao
estudo ou sobre os seus direitos, vocé poderd contatar o Dr Luis Rohde ou Dr Felipe Piccon (departamento de psiquiatria
HCPA) pelo telefone 33598094 ou através do Comite de ética em Pesquisa do HCPA pelo telefone 33598304.

Muitos individuos tém problemas de atengdo, ficam facilmente distraidos, inquietos, esquecem coisas que se propdem a
fazer. movimentam-se constantemente e excessivamente em suas atividades, sio impulsivos e se intrometem nos assuntos dos
outros. Este problema de saide mental chama-se Transtorno de Déficit de Atencdo e Hiperatividade (TDAH). Virios estudos
tém demonstrado que a integracio de exames de imagem na avaliagdo deste transtorno agrega informagdes relevantes a0 manejo

clinico.

L. Qual o objetivo desta pesquisa?

Este € um estudo que visa pesquisar, através dos métodos de di gnostico por imag cerebral (SPECT e

Ressondncia funcional), o padrio do Transtorno de Déficit de Atengdo e Hiperatividade. Estas informagdes ajudario na
avaliagio e na conduta clinica destes pacientes. Serdo realizados exames de imagem (exame que mostram como esta

funcionando o cérebro) em individuos normais para correlagdo dos achados.

2. Qual a minha participacio?

Voce esta sendo convidado a participar deste estudo porque ndo apresenta o transtorno de déficit de atengdo e
hiperatividade. Este grupo ird gerar o modelo padrio normal cerebral, servird como modulador dos estudos de imagem em
investigagdo. A importincia deste grupo estd baseada no fato de que a comparagdo das imagens ocorre através do programa que
constréi mapas estatisticos do cérebro, necessitando de um grupo controle para correlagdo.Vocé fard um exame chamado de
SPECT/CT cerebral basal/ativado, trodat, e ressonancia.

O SPECT serd realizado uma semana apds sua selegio para este estudo. O exame serd realizado no Complexo
Hospitalar Santa Casa (Hospital Santa Rita, no laboratério de medicina nuclear).

A ressondncia serd realizada na semana seguinte a0 SPECT. O exame ser4 realizado no Hospital Moinhos de Vento.

3. 0 que é 0 exame SPECT/CT? Como é realizado?
O SPECT basal/ativado ¢ um exame que mostra a chegada de sangue nas células cerebrais (perfusdo cerebral), Para
isso, ima dose pequena de substincia radioativa que é eliminada completamente do seu corpo em 24 horas ¢ administrada numa

veia do brago. O exame consiste de trés etapas. Uma equipe médica vai acompanhi-lo durante todo exame e estimamos que
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vocé permanega aproximadamente | hora sob nossos cuidados: 1) na primeira etapa, vocé recebers uma inje¢do numa veia do
brago para administragio do radiotragador (radiotracador é o nome dado a substincia que serd injetada, ele é que vai
permitir que facamos imagens (fotos) de como seu cérebro esti funcionando) : 2) na segunda etapa (40 minutos apés a
inje¢do), vocé deitard na mdquina onde fard o exame (a cimara de SPECT). Vocé permanecerd na cimara por 25 minutos,
durante este tempo pede-se que permaneca imével para que as imagens sejam adquiridas com perfei¢ao. Caso vpcé decida,
poderd ser retirado do aparelho a qualquer momento. O exame SPECT/CT (trodat) € realizado 3 horas apés a injecdo.

Voceé tem a liberdade de desistir do estudo a qualquer momento, sem precisar fornecer um motivo, Se a qualquer
momento vocé se sentir pior, ou contrair qualquer doenga, informe um dos médicos responsdveis. Se o exame ndo parecer ideal
ou tolerdvel para vocg, ele pode ser interrompido. Vocé serd comunicado sobre qualquer nova informagio, durante o estudo, que

possa afetar a sua disposi¢ao de continuar.

3.1 O que é 0 exame de ressonincia? Como é realizado?

A ressondncia funcional é um exame que avalia qual drea cerebral é responsavel pelo estimulo gerado por um teste de
ativagdo (como por exemplo reconhecer letras) e como esta 4rea responde a este estimulo. Para isso vocé serd colocado na
posicdo adequada na mesa de RM e um dispositivo chamado de Bobina seri colocado em volta da drea de interesse do exame (é
como se fosse um capacete). Esta bobina ¢ usada para receber as imagens do seu corpo. A seguir, 0 operador vai coloci-lo
dentro do equipamento, movimentando a mesa para dentro. A mesa da RM na qual vocé estd deitado deslizard suavemente para
dentro do aparelho, onde permaneceri durante todo o exame. O técnico saira da sala, mas ficard em constante contato com vocé
através de um aparelho de comunicacdo interna. Relaxe e permaneca o mais imével possivel. Em caso de qualquer desconforto
haverd uma campainha para voceé fazer contato com a equipe. Durante o exame vocé ouvird um barulho parecido com batidas
em intervalos regulares, [sto significa que as imagens estdo sendo adquiridas. O seu exame terd uma duragdo, aproximada, de 30

minutos,

4. Quais os riscos em participar?

Assim como qualquer exame, ha riscos imprevistos, mas ainda nio foram descritos efeitos danosos causados por
estes exames. A dose de radiagio para o SPECT corresponde & exposi¢io que uma pessoa recebe ao fazer um exame de
Raio-X simples de pulmio, por exemplo. Algumas vezes ao injetar a substincia no acesso venoso, pequenos vasinhos
podem romper formando uma pequena drea de hematoma (concentraciio de sangue). Este tipo de exame ja foi realizado,
Por nossa equipe, em mais de 100 criangas e nenhum efeito danoso foi identificado. A ressonincia magnética niio utiliza
administracdo de matérias, nio apresentando riscos.

Na presenca de qualquer efeito colateral, embora nenhum evento tenha sido relatado na literatura nem na nossa
cexperiéncia de mais de 100 exames iguais a0 que vocé ird realizar, vocé ter4 atendimento da equipe médica envolvida no

estudo.

5. O que vocé ganha com este estudo?
Vocd poderd receber alguns beneficios por participar deste estudo: poderd se beneficiar por ter identificado,

cventualmente. um problema’ que antes ndo era identificado e que. 2 partir disso. poderd vir a ter um tratamento superior e mais
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especifico que também lhe beneficiard. Também poderd contribuir com uma populagio grande de pessoas que nio utiliza este
exame por falta de melhor padronizagio.

Vocé estard contribuindo com um estudo inédito em nosso meio, que poderd ajudar virias criangas e adolescentes.

6. Quais sio os seus direitos?

Embora nio seja esperado que vocé venha a sofrer quaisquer problemas de satde pela participagio neste estudo, vocé
poderd contar com os servicos do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), para problemas de saide que possam surgir.
Vocé ndo precisa provar que a culpa é de terceiros, se surgir qualquer problema devido ao teste, vocé serd imediatamente
avaliado.

6.1 Os seus registros médicos serdo sempre tratados confidencialmente. Todos os resultados dos testes e exames
realizados s6 serdo acessados pela equipe de pesquisador responsdvel por este estudo.

6.2 Os resultados deste estudo poderdo ser publicados em um jornal cientifico.

6.3 Sua participacio no estudo é voluntdria, de forma que, caso vocé decida nio participar, isto ndo afetard o tratamento
normal ac qual vocé tem direito.

Sua participagdo no estudo é voluntdria, de forma que, caso vocé decida ndo participar, isto ndo afetard o tratamento

normal ao qual vocé tem direito.

FORMULARIO DE CONSENTIMENTO PARA PACIENTES

Eu § , li ou me foi lido as informacdes contidas neste consentimento e

entendi o que estd sendo proposto. Tive as minhas dividas respondidas e sei que poderei tirar futuras dividas caso as tenha. Eu sei que posso
ou ndo participar desta pesquisa. Caso decida nio participar niio terei prejuizo nas avaliagdes clinicas e orientagiio de tratamento que tenho
direito, caso seja necessario. Sei que posso sair da pesquisa a qualquer momento. Entendi ue niio terei custos nem despesas ao participar
deste estudo. Sei que todos os dados pessoais seriio preservados.

Declaro que aceito participar da pesquisa (neuroimagem em criangas e adolescentes com TDAH).

Assinatura do participante:

Data: /. /

Comita de Etica am Pesqus.
GPPGIHCPA
YERSAQ APROVADA

L (_)—I C"J ;- LA

C2 sy )




15.2.2 Protocolo Critérios de Inclusdo e Exclusdao dos casos com TDAH

UFRGS - HCPA - PRODAH-A - PROGRAMA DE DEFICIT DE ATENGAO/HIPERATIVIDADE EM ADULTOS

PROJETO: 08-543

NEUROIMAGEM EM ADULTOS COM
TRANSTORNO DE DEFICIT DE ATENGAO E HIPERATIVIDADE

CASOS-TDAH
Nome Completo: Numero:
CASOS critérios de inclusao:
idade superior a 18 anos SIM Nao
sexo masculino SIM Néo
diagnostico de TDAH pelos critérios do DSM-IV (atual e passado), com indicagao de tratamento SIM Nao
medicamentoso com MFD
CASOS critérios de EXCLUSAO:
uso de metilfenidato no passado sim NAO
doenca neuroldgica sim NAO
uso de medicagao psiquiatrica nos Ultimos 6 meses sim NAO
uso continuado de alcool ou de qualquer outra substancia psicoativa sim NAO
doenca clinica que afete o estado geral sim NAO
Ql total inferior a 70 sim NAO
diagnoéstico de Transtorno de Humor Bipolar sim NAO
lesdo estrutural evidenciada na RNM sim NAO
contra indicagéo clinica de uso de MFD sim NAO
uso de marcapasso, placa de metal, pino ou qualquer outro implante metalico, valvula Sim NAO
cardiaca artificial e grampo de aneurisma
Idade:
Lateralidade: Predominancia ESQUERDA Predominancia DIREITA
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15.2.3 Protocolo Inventario de Dominancia Lateral de Edimburgo

UFRGS - HCPA - PRODAH-A - PROGRAMA DE DEFICIT DE ATENGAO/HIPERATIVIDADE EM ADULTOS

PROJETO: 08-543

NEUROIMAGEM EM ADULTOS COM
TRANSTORNO DE DEFICIT DE ATENCAO E HIPERATIVIDADE
Inventario de Dominéancia Lateral de Edimburgo (edinburgh Handedness Inventory)

Nome Completo:

NuUmero:

Indique a sua mao de preferéncia na realizacdo das seguintes atividades marcando na coluna
apropriada. Onde a preferéncia for tao intensa ao ponto de vocé nunca tentar utilizar a outra mao, a

menos que de forma absolutamente forcada, coloque duas vezes. Se for indiferente qual mao

vocé utiliza, coloque um ] em ambas colunas.

Algumas das atividades abaixo utilizam ambas as maos. Nessas perguntas, a parte da tarefa ou

objeto para a qual se utiliza a mao preferencial esta indicada entre parénteses.

Tente responder todas as perguntas e deixe em branco apenas se vocé nao tiver experiéncia

alguma com a atividade ou nunca a tenha realizado.

Mao Esquerda Mao Direita

1. Escrever

. Desenhar

. Arremessar

. Cortar com tesoura

. Escovar os dentes

. Comer com colher

. Varrer (mé&o superior)

2
3
4
5
6. Cortar com faca (sem garfo)
7
8
9

. Acender fésforo (mao segurando o fosforo)

10. Abrindo uma caixa (mao segurando a tampa)

TOTAL:

Diferenca

Total cumulativo

RESULTADO

Adicione o numero de "checks" nas colunas Mao Esquerda e Mao Direita colocando o resulta no TOTAL de cada coluna. Adicione os
valores totais de ambas colunas e coloque na casela "total cumulativo". Subtraia o total da Mao Esquerda pelo total da Mao Direita e
coloque na casela "diferenga". Divida a "diferenga” pelo "total cumulativo" (arredonde para dois digitos, se necessario) e multiplique

por 100; coloque o resultado final na casela "Resultado".

Lateralidade EDINBURGH:

Predominancia ESQUERDA Predominancia DIREITA
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15.2.4 Protocolo Checklist de Screening Pré-Ressonéancia Magnética

UFRGS - HCPA - PRODAH-A - PROGRAMA DE DEFICIT DE ATENGAO/HIPERATIVIDADE EM ADULTOS
PROJETO: 08-543

NEUROIMAGEM EM ADULTOS COM TDAH )
CHECKLIST DE SCREENING PRE-RESSONANCIA MAGNETICA

Nome Completo: Numero:

Ja realizou Ressonancia magnética previamente? sim NAO
Tem histéria de Trauma Cranio-Encefalico (TCE)? sim NAO
Geralmente vocé sente Claustrofobia? sim NAO
Faz hemodiélise? sim NAO
Utiliza lentes de contato? sim NAO
Ja realizou alguma cirurgia previamente? sim NAO
Que tipo de cirurgia?

Possui marcapasso cardiaco? sim NAO
Possui valvula cardiaca artificial metalica? sim NAO
Possui stent cardiaco? sim NAO
Ja fez clipagem de aneurisma? sim NAO
Possui algum tipo de neuro ou bioestimulador implantado em seu corpo? sim NAO
Possui qualquer tipo de bombas de infusdo subcutaneas ou implantadas? sim NAO
Possui placa, clip metalico, pinos, parafusos, prétese metalica no corpo? sim NAO
Ja foi ferido com arma de fogo? sim NAO
Ja trabalhou com metais ou frequentava metalurgia ou serralheria? sim NAO
Tem histéria de trauma ocular com metais? sim NAO
Possui qualquer tipo de metal no corpo (farpas, projeteis e outros)? sim NAO
Utiliza prétese dentaria mével (dentadura, aparelho dentario mével)? sim NAO
Utiliza aparelho dental fixo? sim NAO
Utiliza agulhas de acupuntura na orelha? sim NAO
Utiliza aparelho para Surdez? sim NAO
Possui implante coclear? sim NAO
Utiliza patch transdérmico (nicotina, horménio ou outros) sim NAO
Possui tatuagem? sim NAO

Qual o local da tatuagem no corpo? |

Ha quanto tempo tem a tatuagem? |

Possui maquiagem definitiva? | sim I NAO

Em que local do corpo realizou maquiagem definitiva?

Existe a possibilidade de vocé estar gravida? sim NAO

Possui DIU? sim NAO
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15.2.5 Protocolo Questionario de Consumo de Cafeina

UFRGS - HCPA - PRODAH-A - PROGRAMA DE DEFICIT DE ATENCAO/HIPERATIVIDADE EM ADULTOS
PROJETO: 08-543

NEUROIMAGEM EM ADULTOS COM
TRANSTORNO DE’DE'FICIT DE ATENGCAO E HIPERATIVIDADE
QUESTIONARIO DE CONSUMO DE CAFEINA

Nome Completo: Numero:
Data:

Anote todos os itens que vocé consome em um dia. Atente para as quantidades (em xicaras ou em latinhas
ou copo) de cada um dos produtos nas listas abaixo.

CAFE Manha Tarde Noite Madrugada | Total
Em Xicaras pequenas (30ml) | (06:00 & 12:00) | (12:00 s 18:00) | (18:00 s 02:00) | (02:00 &s 06:00) | /dia

Café Passado

Expresso

Café Instantaneo (ex: Nescafé)

Café Descafeinado

Outras Bebidas que contém Manha Tarde Noite Madrugada | Total
Cafeina: (06:00 as 12:00) | (12:00 as 18:00) | (18:00 as 02:00) | (02:00 as 06:00) | /dia

Cha (xicara grande - 60ml)

Achocolatado (Nescau, Toddy) (Copo)

Coca-Cola, Pepsi (350ml = Lata)

Coca-Cola Zero, Diet ou Pepsi Diet
(350ml = Lata)

Guarana ou Diet (350ml = Lata)

Energético (RedBull, Burn, etc) (Lata)

Chimarrao

Outros Alimentos que contém Manha Tarde Noite Madrugada Total
Cafeina: (06:00 as 12:00) | (12:00 as 18:00) | (18:00 as 02:00) | (02:00 as 06:00) | /dia

Chocolate (Barra pequena)

Bebida (ml) Cafeina (mg)

Café xicara pequena (30ml) 20mg

Café Descafeinado xicara pequena (30ml) Menos de 1mg

Expresso (30ml) 35mg Consumo Total de Cafeina/dia
Cha xicara grande (60ml) 17mg
Cha verde xicara grande (60ml) 7mg
Energéticos (RedBull) Lata (350ml) 250mg
. Chocolate Quente (350ml) 15mg
v Refrigerantes com cafeina (350ml) 40-60mg

Barra de chocolate pequena 20mg
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15.3 Outros trabalhos publicados durante o periodo do Doutorado na qualidade
de Co-Autor.
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15.3.1 Artigo anexo #01 (resumo)
Publicado no periédico Neuroimage
Fator de Impacto (2015)= 5.463
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Neuroimage.
2015 Jan 1;104:44-51.
https://doi.org/10.1016/j.neuroimage.2014.09.063. Epub 2014 Oct 5.

Decreased centrality of subcortical regions during the transition to adolescence: a
functional connectivity study.

Jodo Ricardo Sato, Giovanni Abrahdo Salum, Ary Gadelha, Gilson Vieira, André
Zugman, Felipe Almeida Picon, Pedro Mario Pan, Marcelo Queiroz Hoexter, Mauricio
Anés, Luciana Monteiro Moura, Marco Antonio Gomes Del’Aquilla, Nicolas Crossley,
Edson Amaro Junior, Philip Mcguire, Acioly L. T. Lacerda, Luis Augusto Rohde,
Euripedes Constantino Miguel, Andrea Parolin Jackowski, Rodrigo Affonseca Bressan.

Investigations of brain maturation processes are a key step to understand the cognitive
and emotional changes of adolescence. Although structural imaging findings have
delineated clear brain developmental trajectories for typically developing individuals,
less is known about the functional changes of this sensitive development period.
Developmental changes, such as abstract thought, complex reasoning, and emotional
and inhibitory control, have been associated with more prominent cortical control. The
aim of this study is to assess brain networks connectivity changes in a large sample of
7- to 15-year-old subjects, testing the hypothesis that cortical regions will present an
increasing relevance in commanding the global network. Functional magnetic resonance
imaging (fMRI) data were collected in a sample of 447 typically developing children from
a Brazilian community sample who were submitted to a resting state acquisition
protocol. The fMRI data were used to build a functional weighted graph from which
eigenvector centrality (EVC) was extracted. For each brain region (a node of the graph),
the age-dependent effect on EVC was statistically tested and the developmental
trajectories were estimated using polynomial functions. Our findings show that angular
gyrus become more central during this maturation period, while the caudate; cerebellar
tonsils, pyramis, thalamus; fusiform, parahippocampal and inferior semilunar lobe
become less central. In conclusion, we report a novel finding of an increasing centrality
of the angular gyrus during the transition to adolescence, with a decreasing centrality of
many subcortical and cerebellar regions.
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15.3.2 Artigo anexo #02 (resumo)
Publicado no periddico Human Brain Mapping
Fator de Impacto (2015)= 4.962
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Human Brain Mapping.
2015 Dec;36(12):4926-37.
https://doi.org/10.1002/hbm.22985. Epub 2015 Sep 9.

Temporal stability of network centrality in control and default mode networks:
Specific associations with externalizing psychopathology in children and
adolescents.

Jodo Ricardo Sato, Claudinei Eduardo Biazoli Jr., Giovanni Abrahdo Salum, Ary
Gadelha, Nicolas Crossley, Theodore D. Satterthwaite, Gilson Vieira, André Zugman,
Felipe Almeida Picon, Pedro Mario Pan, Marcelo Queiroz Hoexter, Mauricio Anés,
Luciana Monteiro Moura, Marco Antonio Gomes Del'aquilla, Edson Amaro Jr., Philip
McGuire, Acioly L.T. Lacerda, Luis Augusto Rohde, Euripedes Constantino Miguel,
Andrea Parolin Jackowski, Rodrigo Affonseca Bressan.

Abnormal connectivity patterns have frequently been reported as involved in
pathological mental states. However, most studies focus on "static," stationary patterns
of connectivity, which may miss crucial biological information. Recent methodological
advances have allowed the investigation of dynamic functional connectivity patterns that
describe non-stationary properties of brain networks. Here, we introduce a novel
graphical measure of dynamic connectivity, called time-varying eigenvector centrality (tv-
EVC). In a sample 655 children and adolescents (7-15 years old) from the Brazilian
"High Risk Cohort Study for Psychiatric Disorders" who were imaged using resting-state
fMRI, we used this measure to investigate age effects in the temporal in control and
default-mode networks (CN/DMN). Using support vector regression, we propose a
network maturation index based on the temporal stability of tv-EVC. Moreover, we
investigated whether the network maturation is associated with the overall presence of
behavioral and emotional problems with the Child Behavior Checklist. As hypothesized,
we found that the tv-EVC at each node of CN/DMN become more stable with increasing
age (P < 0.001 for all nodes). In addition, the maturity index for this particular network is
indeed associated with general psychopathology in children assessed by the total score
of Child Behavior Checklist (P = 0.027). Moreover, immaturity of the network was mainly
correlated with externalizing behavior dimensions. Taken together, these results suggest
that changes in functional network dynamics during neurodevelopment may provide
unique insights regarding pathophysiology.
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15.3.3 Artigo anexo #03 (resumo)
Publicado no periddico The Journal of Child Psychology and Psychiatry
Fator de Impacto (2016)= 6.226
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The Journal of Child Psychology and Psychiatry.
2016 Jan;57(1):55-64.
https://doi.org/10.1111/jcpp.12444. Epub 2015 Jun 26.

Default mode network maturation and psychopathology in children and
adolescents.

Jodo Ricardo Sato, Giovanni Abrahdo Salum, Ary Gadelha, Nicolas Crossley, Gilson
Vieira, Gisele Gus Manfro, André Zugman, Felipe Almeida Picon, Pedro Mario Pan,
Marcelo Queiroz Hoexter, Mauricio Anés, Luciana Monteiro Moura, Marco Antonio
Gomes Del'Aquilla, Edson Amaro Jr., Philip McGuire, Acioly Luiz Tavares Lacerda, Luis
Augusto Rohde, Euripedes Constantino Miguel, Andrea Parolin Jackowski, Rodrigo
Affonseca Bressan.

BACKGROUND: The human default mode (DMN) is involved in a wide array of mental
disorders. Current knowledge suggests that mental health disorders may reflect deviant
trajectories of brain maturation.

METHOD: We studied 654 children using functional magnetic resonance imaging (fMRI)
scans under a resting-state protocol. A machine-learning method was used to obtain
age predictions of children based on the average coefficient of fractional amplitude of
low frequency fluctuations (fALFFs) of the DMN, a measure of spontaneous local
activity. The chronological ages of the children and fALFF measures from regions of this
network, the response and predictor variables were considered respectively in a
Gaussian Process Regression. Subsequently, we computed a network maturation status
index for each subject (actual age minus predicted). We then evaluated the association
between this maturation index and psychopathology scores on the Child Behavior
Checklist (CBCL).

RESULTS: Our hypothesis was that the maturation status of the DMN would be
negatively associated with psychopathology. Consistent with previous studies, fALFF
significantly predicted the age of participants (p < .001). Furthermore, as expected, we
found an association between the DMN maturation status (precocious vs. delayed) and
general psychopathology scores (p = .011).

CONCLUSIONS: Our findings suggest that child psychopathology seems to be
associated with delayed maturation of the DMN. This delay in the neurodevelopmental
trajectory may offer interesting insights into the pathophysiology of mental health
disorders.
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15.3.4 Artigo anexo #04 (resumo)
Publicado no periédico Magnetic Resonance Imaging
Fator de Impacto (2016)= 2.225
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Magnetic Resonance Imaging.
2016 May;34(4):529-34.
https://doi.org/10.1016/j.mri.2015.12.021. Epub 2015 Dec 18.

Age-effects in white matter using associated diffusion tensor imaging and
magnetization transfer ratio during late childhood and early adolescence.

Luciana Monteiro Moura, Matthew Kempton, Gareth Barker, Giovanni Salum, Ary
Gadelha, Pedro Mario Pan, Marcelo Hoexter, Marco Antonio Gomes Del Aquilla, Eelipe
Almeida Picon, Mauricio Anés, Maria Concepcion Garcia Otaduy, Edson Amaro Jr.,
Luis Augusto Rohde, Philip McGuire, Rodrigo Affonseca Bressan, Jo&do Ricardo Sato,
Andrea Parolin Jackowski.

In the last decade, several studies have described the typical brain white matter
maturation in children and adolescents. Diffusion tensor imaging (DTI) is the most
frequent MRI technique used to investigate the structural changes across development.
However, few previous studies have used the magnetization transfer ratio (MTR), which
gives a closer measure of myelin content. Here, we employed both techniques for the
same sample of 176 typically developing children from 7 to 14years of age. We
investigated the associations between DTI parameters and MTR measure, to assess the
myelination in the brain in development. Secondly, we investigated age-effects on DTI
parameters (fractional anisotropy, axial, radial and mean diffusivities) and MTR. No
significant correlations between MTR and DTI parameters were observed. In addition, a
significant age-effect was detected for DTl data but was not visible for MTR data.
Thereby, changes in white matter at this age might be primarily correlated with
microstructural changes.
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15.3.5 Artigo anexo #05 (resumo)
Publicado no periddico Developmental Cognitive Neuroscience
Fator de Impacto (2016)= 4.321
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Developmental Cognitive Neuroscience
2016 Aug;20:2-11.
https://doi.org/10.1016/j.dcn.2016.05.002. Epub 2016 May 14.

Connectome hubs at resting state in children and adolescents: Reproducibility
and psychopathological correlation.

Jodo Ricardo Satoa, Claudinei Eduardo Biazoli Jr., Giovanni Abrahdo Salum, Ary
Gadelha, Nicolas Crossley, Gilson Vieira, André Zugman, Felipe Almeida Picon, Pedro
Mario Pan, Marcelo Queiroz Hoexter, Mauricio Anés, Luciana Monteiro Moura, Marco
Antonio Gomes Del’Aquilla, Edson Amaro Junior, Philip Mcguire, Luis Augusto Rohde,
Euripedes Constantino Miguel, Rodrigo Affonseca Bressan, Andrea Parolin Jackowski

Functional brain hubs are key integrative regions in brain networks. Recently, brain hubs
identified through resting-state fMRI have emerged as interesting targets to increase
understanding of the relationships between large-scale functional networks and
psychopathology. However, few studies have directly addressed the replicability and
consistency of the hub regions identified and their association with symptoms. Here, we
used the eigenvector centrality (EVC) measure obtained from graph analysis of two
large, independent population-based samples of children and adolescents (7-15 years
old; total N=652; 341 subjects for site 1 and 311 for site 2) to evaluate the replicability of
hub identification. Subsequently, we tested the association between replicable hub
regions and psychiatric symptoms. We identified a set of hubs consisting of the anterior
medial prefrontal cortex and inferior parietal lobule/intraparietal sulcus (IPL/IPS).
Moreover, lower EVC values in the right IPS were associated with psychiatric symptoms
in both samples. Thus, low centrality of the IPS was a replicable sign of potential
vulnerability to mental disorders in children. The identification of critical and replicable
hubs in functional cortical networks in children and adolescents can foster
understanding of the mechanisms underlying mental disorders.
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15.3.6 Artigo anexo #06 (resumo)
Publicado no periddico Brain Connectivity

(ainda sem fator de impacto publicado)
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Brain Connectivity
2016 Sep;6(7):519-23.
https://doi.org/10.1089/brain.2016.0430. Epub 2016 Jul 28.

Children with Poor Reading Skills at the Word Level Show Reduced Fractional
Anisotropy in White Matter Tracts of Both Hemispheres.

Luciana Monteiro de Moura, Hugo Cogo-Moreira, Clara Regina Brand&o de Avila, Pedro
Mario Pan, Ary Gadelha, Tais Moriyama, Marco Antonio Del Aquilla, Marcelo Hoexter,
Giovanni Abrahdo Salum, Felipe Almeida Picon, Mauricio Anés, Marcos Tomanik
Mercadante, Acioly Lacerda, Edson Amaro Jr., Euripedes Constantino Miguel, Luis
Augusto Rohde, Rodrigo Affonseca Bressan, Philip McGuire, Jo&do Ricardo Sato, Jair de
Jesus Mari, and Andrea Parolin Jackowski.

Diffusion tensor imaging (DTI) studies showed that microstructural alterations are
correlated to reading skills. In this study, we aim to investigate white matter
microstructure of a group of Portuguese speakers with poor reading level, using different
parameters of DTI. To perform this analysis, we selected children ranging from 8 to 12
years of age, poor readers (n=17) and good readers (n=23), evaluated in the word-
level ability based on a Latent Class Analysis (LCA) of Academic Performance Test
(TDE). Poor readers exhibited significant fractional anisotropy (FA) reductions in many
tracts of both hemispheres, but small and restricted clusters of increased radial
diffusivity (RD) in the left hemisphere. Spatial coherence of fibers might be the main
source of differences, as changes in FA were not similarly accompanied in terms of
extension by changes in RD. Widespread structural alterations in the white matter could
prevent good reading ability at word level, which is consistent with recent studies
demonstrating the involvement of multiple cortical regions and white matter tracts in
reading disabilities.
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15.3.7 Artigo anexo #07 (resumo)
Publicado no periédico American Journal of Psychiatry
Fator de Impacto (2017)= 13.391
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American Journal of Psychiatry.
2017 Nov 1;174(11):1112-1119.
https://doi.org/10.1176/appi.ajp.2017.17040430. Epub 2017 Sep 26.

Ventral Striatum Functional Connectivity as a Predictor of Adolescent Depressive
Disorder in a Longitudinal Community-Based Sample.

Pedro Mario Pan, Jodo R. Sato, Giovanni A. Salum, Luis A. Rohde, Ary Gadelha, Andre
Zugman, Jair Mari, Andrea Jackowski, Felipe Picon, Euripedes C. Miguel, Daniel S.
Pine, Ellen Leibenluft, Rodrigo A. Bressan, Argyris Stringaris.

OBJECTIVE: Previous studies have implicated aberrant reward processing in the
pathogenesis of adolescent depression. However, no study has used functional
connectivity within a distributed reward network, assessed using resting-state functional
MRI (fMRI), to predict the onset of depression in adolescents. This study used reward
network-based functional connectivity at baseline to predict depressive disorder at
follow-up in a community sample of adolescents.

METHOD: A total of 637 children 6-12 years old underwent resting-state fMRI.
Discovery and replication analyses tested intrinsic functional connectivity (iFC) among
nodes of a putative reward network. Logistic regression tested whether striatal node
strength, a measure of reward-related iFC, predicted onset of a depressive disorder at 3-
year follow-up. Further analyses investigated the specificity of this prediction.

RESULTS: Increased left ventral striatum node strength predicted increased risk for
future depressive disorder (odds ratio=1.54, 95% CI=1.09-2.18), even after excluding
participants who had depressive disorders at baseline (odds ratio=1.52, 95% CI=1.05-
2.20). Among 11 reward-network nodes, only the left ventral striatum significantly
predicted depression. Striatal node strength did not predict other common adolescent
psychopathology, such as anxiety, attention deficit hyperactivity disorder, and substance
use.

CONCLUSIONS: Aberrant ventral striatum functional connectivity specifically predicts
future risk for depressive disorder. This finding further emphasizes the need to
understand how brain reward networks contribute to youth depression.
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15.3.8 Artigo anexo #08 (resumo)
Publicado no periddico The World Journal of Biological Psychiatry
Fator de Impacto (2018)= 3.713
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The World Journal of Biological Psychiatry.
2018 Mar;19(2):119-129.
https://doi.org/10.1080/15622975.2016.1274050. Epub 2017 Feb 8.

Association between abnormal brain functional connectivity in children and
psychopathology: A study based on graph theory and machine learning.

Jodo Ricardo Sato, Claudinei Eduardo Biazoli Jr., Giovanni Abrahdo Salum, Ary
Gadelha, Nicolas Crossley, Gilson Vieira ORCID Icon, André Zugman, Eelipe Almeida
Picon, Pedro Mario Pan, Marcelo Queiroz Hoexter, Edson Amaro Jr., Mauricio Anés,
Luciana Monteiro Moura, Marco Antonio Gomes Del’Aquilla, Philip Mcguire, Luis
Augusto Rohde, Euripedes Constantino Miguel, Andrea Parolin Jackowski & Rodrigo
Affonseca Bressan

OBJECTIVES: One of the major challenges facing psychiatry is how to incorporate
biological measures in the classification of mental health disorders. Many of these
disorders affect brain development and its connectivity. In this study, we propose a
novel method for assessing brain networks based on the combination of a graph theory
measure (eigenvector centrality) and a one-class support vector machine (OC-SVM).

METHODS: We applied this approach to resting-state fMRI data from 622 children and
adolescents. Eigenvector centrality (EVC) of nodes from positive- and negative-task
networks were extracted from each subject and used as input to an OC-SVM to label
individual brain networks as typical or atypical. We hypothesised that classification of
these subjects regarding the pattern of brain connectivity would predict the level of
psychopathology.

RESULTS: Subjects with atypical brain network organisation had higher levels of
psychopathology (p<0.001). There was a greater EVC in the typical group at the
bilateral posterior cingulate and bilateral posterior temporal cortices; and significant
decreases in EVC at left temporal pole.

CONCLUSIONS: The combination of graph theory methods and an OC-SVM is a
promising method to characterise neurodevelopment, and may be useful to understand
the deviations leading to mental disorders.
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15.3.9 Artigo anexo #09 (resumo)
Publicado no periodico Journal of Psychiatric Research
Fator de Impacto (2018)= 4.000
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Journal of Psychiatric Research.
2018 Mar;98:51-58.
https://doi.org/10.1016/j.jpsychires.2017.12.008. Epub 2017 Dec 20.

Effects of the brain-derived neurotropic factor variant Val66Met on cortical
structure in late childhood and early adolescence.

Celia Mariade Araujo, Andre Zugman, Walter Swardfager, Sintia lole Nogueira
Belangero, Vanessa Kiyomi Ota Leticia Maria Spindola, Hakon Hakonarson, Renata
Pellegrino, Ary Gadelha, Giovanni Abrah&o Salum, Pedro Mario Pan, Luciana Monteiro
de Moura, Marco Del Aquilla, Felipe Almeida Picon, Edson Amaro Jr., Jodo Ricardo
Sato, Elisa Brietzke, Rodrigo Grassi-Oliveira, Luis Augusto Rohde, Euripedes
Constantino Miguel, Rodrigo A. Bressan, Andrea Parolin Jackowski

BACKGROUND: The brain-derived neurotrophic factor (BDNF) Val66Met polymorphism
(rs6265) has been associated with several neuropsychiatric disorders and regional
structural brain changes in adults, but little is known about Val66Met's effect on brain
morphology during typical or atypical neurodevelopment. Windows of vulnerability to
psychopathology may be associated with the different alleles of the Val66Met
polymorphism during childhood and adolescence.

METHODOLOGY: We investigated the effect of Val66Met on cortical thickness in MRI
scans of 718 children and adolescents (6-12 years old) with typical development, and in
those meeting DSM criteria for a psychiatric disorder.

RESULTS: Val66Met had a significant effect on cortical thickness. Considering the
typically developing group, Met-carriers presented thicker parietal and occipital lobes
and prefrontal cortices compared to Val homozygotes. Met-carriers with psychiatric
disorders presented thicker medial and lateral temporal cortices than Val homozygotes.
Furthermore, a significant genotype x psychiatric diagnosis interaction was found: Met-
carriers with a psychiatric diagnosis presented thinner bilateral prefrontal cortices than
Val homozygotes.

CONCLUSION: This study provides evidence that Val66Met is associated with cortical
maturation in children and adolescents with and without psychiatric disorders.
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Polygenic Risk Score for Alzheimer's Disease: Implications for Memory
Performance and Hippocampal Volumes in Early Life.

Luiza K. Axelrud, Marcos L. Santoro, Daniel S. Pine, Fernanda Talarico, Ary Gadelha,
Gisele G. Manfro, Pedro M. Pan, Andrea Jackowski, Felipe Picon, Elisa Brietzke,
Rodrigo Grassi-Oliveira, Rodrigo A. Bressan, Euripedes C. Miguel, Luis A. Rohde,
Hakon Hakonarson, Zdenka Pausova, Sintia Belangero, Tomas Paus, Giovanni A.
Salum.

OBJECTIVE: Alzheimer's disease is a heritable neurodegenerative disorder in which
early-life precursors may manifest in cognition and brain structure. The authors evaluate
this possibility by examining, in youths, associations among polygenic risk score for
Alzheimer's disease, cognitive abilities, and hippocampal volume.

METHOD: Participants were children 6-14 years of age in two Brazilian cities,
constituting the discovery (N=364) and replication samples (N=352). As an additional
replication, data from a Canadian sample (N=1,029), with distinct tasks, MRI protocol,
and genetic risk, were included. Cognitive tests quantified memory and executive
function. Reading and writing abilities were assessed by standardized tests.
Hippocampal volumes were derived from the Multiple Automatically Generated
Templates (MAGeT) multi-atlas segmentation brain algorithm. Genetic risk for
Alzheimer's disease was quantified using summary statistics from the International
Genomics of Alzheimer's Project.

RESULTS: Analyses showed that for the Brazilian discovery sample, each one-unit
increase in z-score for Alzheimer's polygenic risk score significantly predicted a 0.185
decrement in z-score for immediate recall and a 0.282 decrement for delayed recall.
Findings were similar for the Brazilian replication sample (immediate and delayed recall,
B=-0.259 and p=-0.232, both significant). Quantile regressions showed lower
hippocampal volumes bilaterally for individuals with high polygenic risk scores.
Assaociations fell short of significance for the Canadian sample.

CONCLUSIONS: Genetic risk for Alzheimer's disease may affect early-life cognition and
hippocampal volumes, as shown in two independent samples. These data support
previous evidence that some forms of late-life dementia may represent developmental
conditions with roots in childhood. This result may vary depending on a sample's genetic
risk and may be specific to some types of memory tasks.



