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Resumo

Machado, André Sena; Landeira-Fernandez, Jesus. Resposta do Sistema
nervoso central a hormoénios de saciedade: um estudo de imagens de
ressonancia magnética. Rio de Janeiro, 2022. 103p. Tese de Doutorado —
Departamento de psicologia, Pontificia Universidade Catoélica do Rio de
Janeiro.

O agonista do receptor do peptideo semelhante ao glucagon 1 (GLP-1),
melhora o controle glicémico, reduz o apetite e o peso corporal, sendo usado para
o tratamento de diabetes tipo 2 (DM2). Também se mostrou associado a alteracdes
nas respostas cerebrais, relacionadas a estimulos alimentares. Entretanto, seus
efeitos na conectividade funcional intrinseca do cérebro ndo sdo conhecidos. Com
objetivo de melhor entender o papel do GLP-1 na conectividade intrinseca do
cérebro em pacientes DM2, dados de ressonancia magnética funcional (RMf) de
redes do estado de repouso relevantes para o comportamento alimentar foram
analisados em dois estudos. Em ambos, todas as imagens foram adquiridas apds um
jejum noturno (8-12 horas). O estudo 1 teve como meta investigar o efeito agudo
do bloqueio de GLP-1 na conectividade funcional. Foram adquiridas imagens de
RMT{ durante o estado de repouso, em dois dias separados, de 20 pacientes DM2
sem complicagdes e 20 controles saudaveis, primeiro sob infusao de solugdo salina
e, posteriormente, sob a infusdo de antagonista do receptor de GLP-1. Ja o estudo
2 teve como objetivo investigar, em pacientes DM2, se haveria diferencas na
conectividade intrinseca, quando comparados os tratamentos com agonista do GLP-
1 liraglutida e com insulina glargina. Os mesmos pacientes DM2, participantes do
estudo 1, foram tratados, em ordem aleatoria, por 12 semanas com liraglutida e por
12 semanas com insulina glargina. Os dados de RMf em estado de repouso foram
coletados antes do inicio do tratamento, apos 10 dias e apds 12 semanas. As analises
de neuroimagem foram corrigidas para multiplas compara¢des com o Family-wise
error, as correlacdes foram feitas com coeficiente de correlagdo de Pearson. Os
resultados do estudo 1 mostraram que, durante a infusdo da solugdo salina,
pacientes DM2 apresentaram maior conectividade comparados a controles na insula
esquerda e opérculo, relacionada a maior perda de peso, mediada pelo agonista de

GLP-1 apods 10 dias e 12 semanas. Além disso, a conectividade foi maior em
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pacientes DM2 versus controles no polo frontal, cértex frontal medial, no giro
cingulado anterior e no giro paracingulado, a qual se correlacionou com menor
perda de peso, mediada por agonista de GLP-1, apos 10 dias (todos Prwe < 0,05).
Nao houve efeito da infusdo do antagonista do receptor de GLP-1 ou do tratamento
com agonista de GLP-1, na conectividade (todos Prwe > 0,05). Em conclusdo, a
conectividade basal em estado de repouso mostrou estar relacionada & mudancga de
peso, mediada pelo agonista do GLP-1, com maior conectividade frontal
correlacionando com menos perda de peso durante o tratamento com agonista do
GLP-1, enquanto maior conectividade na insula esquerda, correlacionou com maior
perda de peso, mediada pelo GLP-1, indicando relagdo entre a conectividade

intrinseca dessas redes e o efeito de perda de peso do tratamento com GLP-1.

Palavras-chave

Diabetes tipo 2; peptideo como glucagon-1; GLP-1; conectividade; redes do

estado de repouso.
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Abstract

Machado, André Sena; Landeira-Fernandez, Jesus (Advisor). Central
Nervous System Response to satiety hormones: a study of magnetic
resonance imaging. Rio de Janeiro, 2022. 103p. Tese de Doutorado —
Departamento de psicologia, Pontificia Universidade Catoélica do Rio de
Janeiro.

The glucagon-like peptide 1 (GLP-1) receptor agonist is used for the
treatment of type 2 diabetes (DM2) as it improves glycemic control, reduces
appetite and body weight. It is also related to altered brain responses to food stimuli,
but its effects on intrinsic brain connectivity are unknown. With the goal of better
understanding GLP-1’s role in the intrinsic brain connectivity of DM2 patients,
functional resonance imaging (fMRI) data of resting-state networks relevant for
eating behavior was analyzed in two studies. In both, all images were acquired after
an overnight fast (8-12 hours). Study 1 aimed to investigate the acute effect of GLP-
1 blockade on functional connectivity. On two separate days, fMRI data was
acquired from 20 DM2 patients and 20 healthy controls, first under saline infusion
and thereafter under GLP-1 antagonist infusion. Study 2 aimed to investigate, in
DM?2 patients, if there were any between treatment differences in intrinsic
connectivity when comparing GLP-1 receptor agonist liraglutide with insulin
glargine. The same DM2 participants in study 1 were thus treated in random order
for 12 weeks with liraglutide and insulin glargine, fMRI data was collected at the
start of treatment, after 10 days and after 12 weeks. Study 1 results showed that,
during saline infusion, DM2 patients had greater connectivity compared to controls
in the left insula and operculum, which related to greater GLP-1 mediated weight-
loss after 10 days and 12 weeks. Also, connectivity was greater in DM2 patients
versus controls in the frontal pole, frontal medial cortex, anterior cingulate and
paracingulate giry, which related to less GLP-1 mediated weight-loss after 10 days
(all Prwe < 0.05). There was no effect on connectivity for GLP-1 antagonist, and no
long-term differences between treatments (all Prwe < 0.05). In conclusion, baseline
resting-state connectivity was shown to be related to GLP-1 mediated weight-
change, with greater frontal connectivity relating to less weight loss during GLP-1

treatment, while higher left insula connectivity correlated to greater weight loss
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during GLP-1 treatment, indicating a relationship between baseline intrinsic

connectivity in these regions and weight loss during GLP-1 treatment.

Keywords
Type 2 diabetes; glucagon-like peptide-1; GLP-1; connectivity; resting state

networks.
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Se vocé pode mudar sua mente, vocé pode mudar sua vida.

William James
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1
Introducao

Obesidade e diabetes mellitus tipo 2 (DM2) sdo condigdes complexas.
Apesar dos grandes avangos em nossa compreensao geral de suas bases metabolicas
e fisiologicas, o papel do cérebro em ambas condi¢des € pouco compreendido. Em
ambos 0s casos, o sistema nervoso central (SNC) desempenha um papel importante
na génese da doenga, pois regula a ingestao alimentar e o balango energético, porém
a natureza exata de sua contribui¢do ndo ¢ clara, dificultando a formulacdo de
intervengdes comportamentais ¢ farmacologicas eficazes em modular os habitos de

consumo alimentar (Alonge et al., 2021).

Além de iniciar o comportamento alimentar para manter a homeostase
nutricional do corpo, o SNC também regula a alimentagao heddnica, em grande
parte, através de uma intrincada interagao entre circuitos de recompensa € processos
inibitorios. Estes, se desregulados (e.g. através de maior sensibilidade as
propriedades recompensadoras do alimento, ou menor capacidade de inibir a
alimentacdo hedodnica), podem contribuir para obesidade (e consequentemente
DM?2), modulando padrdoes desadaptativos em diversos processos ligados a
alimenta¢do, como: antecipar a comida, selecionar o tipo e quantidade de alimento
ingerido, sensacdo de prazer e saciedade provocada por se nutrir, entre outros
(Alonso-alonso et al., 2015; Moreno-Lopez et al., 2016; Murray et al., 2014; Val-
Laillet et al., 2015; van Opstal et al., 2019; Verdejo-Roman et al., 2017; Volkow et
al., 2008, 2011; Volkow & Wise, 2005; G. J. Wang et al., 2009b; Ziauddeen et al.,
2015).

A perspectiva evolutiva e historica da obesidade ¢ uma janela para entender
melhor como chegamos a esse ponto. Em nosso passado distante, especialmente o
periodo pleistoceno, os alimentos eram escassos e o impacto da variagdo ecologica
sobre o suprimento de alimentos era severo; assim, uma pressao comportamental
que motiva os individuos a comer alimentos, independentemente da homeostase,
(como devido ao alimento estar em sua linha de visao ou ser saboroso, ou ambos)
confere uma vantagem adaptativa, pois permite que individuos comam mais

alimentos, antes que eles ndo estejam mais disponiveis (Wells, 2006, 2012b).
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Isso, por si s6, ndo valeria muito, se ndo fosse a capacidade de usar o
excedente de nutrientes para aumentar o peso corporal, pelo actimulo de
adiposidade, o que confere maior flexibilidade na conversdo de nutrientes em
energia (Wells, 2012b). No entanto, na sociedade moderna ha uma oferta continua
de alimentos em muitas partes do mundo. Assim, a vantagem evolutiva de
armazenar o excesso de nutrientes para uso posterior tornou-se, em muitos casos,

uma desvantagem (Volkow & Wise, 2005; Wells, 2006, 2009, 2012b, 2012a).

Comparados com nossos ancestrais distantes, nosso suprimento de
alimentos ndo ¢, significativamente, impactado pela variagdo ecologica, e, para
maioria da populacdo urbana, muito menos energia metabolica ¢ gasta em
atividades laborais, que irdo resultar na aquisi¢ao de nutrientes. Além disso, houve
uma mudanc¢a na composicao da nossa dieta, que agora ¢ composta por menos fibras
e mais carboidratos e aguicares. De acordo com essa perspectiva, o aumento da
obesidade acontece, em parte, devido a uma combinagdo de fatores genéticos e
ambientais, que levam a respostas comportamentais menos apropriadas para essas

circunstancias modernas (Volkow & Wise, 2005; Wells, 2012b, 2012a; Wells &
Siervo, 2011).

Ao contrario da adiposidade, ndo esta claro que vantagem evolutiva os genes
relacionados a DM2 podem ter conferido aos individuos, em nosso passado pré-
historico; no entanto, acredita-se que essa mesma relacdo dindmica entre
comportamento alimentar, manutengao de peso, genes, fatores ambientais e SNC,

também contribua para o desenvolvimento da DM2 (Watve & Yajnik, 2007).

Assim, considerando o papel fundamental que o SNC tem, na regulagao
alimentar, na manuten¢ao do balango energético e do peso corporal, o SNC tornou-
se um alvo de pesquisa promissor, para aqueles que buscam estudar como as
alteracdes cerebrais se relacionam com o comportamento alimentar e manutengao
do peso em distirbios, como obesidade e DM2. Técnicas de neuroimagem, como
ressondncia magnética (RM), permitiram a investigacao nao invasiva da estrutura e
atividade do cérebro, e pesquisadores mapearam areas do cérebro que respondem a
avaliagdo, antecipagdo e consumo de alimentos. Além disso, muitas alteracdes na
atividade e estrutura do cérebro foram detectadas associadas a ambas as condigoes

(Macpherson et al., 2017; Parsons et al., 2021).

17
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O objetivo desta tese ¢ utilizar dados obtidos previamente em um estudo
anterior, parte de um esforco maior para entender o efeito do peptideo como
glucagon-1 (GLP-1) no SNC de participantes obesos e com DM?2 (ten Kulve et al.,
2016). Neste caso, especificamente, relagcdes entre a conectividade intrinseca de
redes do estado de repouso, e alteragdes no peso corporal promovidas pelo
tratamento com agonista do GLP-1, um promissor agente terapéutico no tratamento

de DM2.

11

Diabetes Mellitus Tipo 2 e Obesidade — Apresentagao clinica

O sobrepeso e a obesidade sdo inferidos pelo indice de massa corporal
(IMC), sendo o sobrepeso um IMC superior a 25 kg/m? enquanto a obesidade ¢
definida por um IMC superior a 30 kg/m?. As pessoas obesas correm maior risco de
hipertensao e geralmente apresentam niveis mais elevados de colesterol no sangue,
estando em risco de problemas cardiovasculares, respiratorios, hepaticos e da
vesicula biliar, além de ter maior risco de impoténcia, cancer (10% de todas as
mortes de cancer em fumantes sdao devidas a obesidade) e doengas
musculoesqueléticas (como artrite) (Kopelman, 2007; Sun et al., 2022; The World
Health Organization, 2017).

A diabetes tipo 2 ¢ uma doenga cronica, que afeta o metabolismo da glicose,
na qual a insulina, hormonio utilizado para permitir a captagdo de glicose pelas
células, ndo ¢ suficientemente produzida pelo pancreas ou pode estar ocorrendo
uma intolerancia (insensibilidade), que resulta em menor resposta do corpo aos seus
efeitos, resultando no acimulo de glicose no sangue; essas concentragdes, acima do
normal, podem ter sérias consequéncias para a saude do organismo; como nos
olhos, rins, nervos, além de aumentar o risco de problemas cardiovasculares. E ¢ a
principal causa de infec¢des e amputagdes de membros inferiores nos paises

desenvolvidos no mundo (Sun et al., 2022).

Medicamentos que regulam o metabolismo da glicose, como metformina,
insulina e agonistas do GLP-1, sdo capazes de mitigar problemas relacionados a

niveis elevados de glicose, enquanto mudancas na dieta e medicamentos que

18
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reduzem o nivel de colesterol podem controlar esse problema. Da mesma forma,
existe uma vasta gama de medicamentos para lidar com a pressdo arterial elevada

(Sun et al., 2022).

Embora o excesso de peso e DM2 sejam distintos, acredita-se que o aumento
da prevaléncia de ambas as condi¢des esteja inexoravelmente ligado, pois 90% dos
pacientes com DM2 apresentam IMC superior a 23 kg/m? e individuos obesos
apresentam maior taxa de distirbios do metabolismo da glicose (a questao central
da DM2), com estudos mostrando uma associagdo entre o acimulo de gordura

abdominal e a resisténcia a a¢do da insulina (Kopelman, 2007).

De fato, um dos maiores desafios na area da saude na era moderna tem sido
o crescimento endémico da prevaléncia de obesidade e diabetes tipo 2. De acordo
com a Organizacdo Mundial da Satide (OMS), em 2016, mais de 1,9 bilhao de
adultos (39% da populacao global com 18 anos ou mais) estavam acima do peso,
dos quais 650 milhdes (13%) eram obesos (The World Health Organization, 2017).
Em 2021, havia cerca de 537 milhdes de adultos vivendo com diagnostico de
diabetes; se as tendéncias atuais de aumento da prevaléncia persistirem, esse

numero chegara a quase 783 milhdes até 2045 (Sun et al., 2022).

111
Regulagdo glicémica, uma breve perspectiva dos hormonios

peptidicos e seu papel na ontogénese da diabetes

A insulina, produzida pelas células beta do pancreas tem, como principal
fungdo, promover a absor¢do de glicose na corrente sanguinea pelas células do
figado, lipidicas e dsseas que, por sua vez, vao converter essa glicose em glicogénio
ou triglicerideos (principal componente da gordura corporal). As células betas sdo
especialmente sensiveis ao nivel de glicose no sangue, usando niveis baixos como
sinal para a producdo e liberag@o de insulina (Sonksen & Sonksen, 2000).

O glucagon, por sua vez, ¢ um hormdnio peptidico, produzido nas células
alfa do pancreas, que atua convertendo o glicogénio armazenado no figado em
glicose. Aumentando a concentracdo de glicose e acidos graxos na corrente

sanguinea, o pancreas o produz, quando a concentracdo de glicose no sangue ¢
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considerada baixa (Habegger et al., 2010). A diabetes mellitus, caracterizada pela
hiperglicemia (excesso de glicose no sangue), ¢ hoje dividida em dois tipos. O tipo
1 ocorre devido a uma reagdo autoimune, que ataca as células beta, produtoras de
insulina, podendo ocorrer de forma abrupta e repentina, independente de fatores
ambientais de risco (Atkinson et al., 2014).

O tipo 2, objeto de estudo da tese, ndo ocorre devido a um processo
autoimune; nele, a destrui¢do de células beta ndo ¢ tao pronunciada quanto no tipo
1; na DM2, ocorre um aciimulo de amiloides nos sitios pancreaticos, que atrapalha
sua anatomia e fisiologia; a patogénese da DM2 nao ¢ bem entendida, mas a redugado
da populagdo de células beta, da fun¢do secretéria de insulina das células betas
sobreviventes e resisténcia a acdo da insulina, em tecidos periféricos, foram
identificados como componentes importantes, na formagdo do quadro cronico
(Chatterjee et al., 2017).

O GLP-1 ¢ uma incretina produzida pelas células L nos intestinos e ¢
liberada durante o consumo de alimentos. Os agonistas do receptor de GLP-1 agem
imitando os efeitos do GLP-1, aumentando a secrecdo de insulina e inibindo a
liberagdo de glucagon, em resposta aos niveis de glicose, promovendo a saciedade.
Assim, auxiliando no controle dos niveis de glicose e provocando a perda de peso

(Gautier et al., 2008).

1.2

Neuroimagem

A literatura contém varios exemplos de anormalidades na estrutura e fungao
do cérebro de pacientes obesos e com DM2. Essas alteragdes foram detectadas em
estudos com imagens geradas por aparelhos de RM, que permitem a investigagao
estrutural (massa, volume, forma) e funcional (atividade e conectividade) do SNC,
de forma nao invasiva.

Por exemplo, investigagcdes estruturais em pacientes obesos mostraram
diminuicdo na espessura cortical, de matéria cinzenta, no giro frontal esquerdo,
médio e inferior direito (incluindo a insula), cerebelo, e no giro pré-central e cortex
temporal medial esquerdos, enquanto a espessura cortical era maior no Clneo

esquerdo, giro frontal medial e occipital esquerdos e no corpo caloso (Herrmann et
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al., 2019). Também foram evidenciadas reducdes de espessura cortical no cortex
orbito-frontal (OFC) em individuos obesos (Walther et al., 2010).

Investigagdes funcionais mostraram pacientes com DM2, apresentando
maior ativagdo da insula, OFC e ganglio basal, como resposta a imagens de
alimentos, comparando a imagens neutras (Macpherson et al., 2017).

Tipicamente, a ressonancia magnética funcional tem sido utilizada para dois
tipos de investigagcdo, em resposta a um determinado estimulo ou tarefa (conhecida
como task-based), utilizada, por exemplo, para identificar regides relacionadas a
uma determinada tarefa ou funcao, ou para investigar a atividade cerebral no 'estado
de repouso', que consiste na auséncia de estimulos e tarefas especificas, em que o
individuo ¢ instruido a apenas descansar, enquanto as imagens sao adquiridas pelo

aparelho (Raichle et al., 2001). Neste trabalho, a segunda abordagem sera utilizada.

1.21
Usando imagens de ressonancia magnética funcional para entender

acao do GLP-1 no cérebro de pacientes com diabetes tipo 2

O GLP-1 afeta o SNC de varias maneiras, como o aumento da fungdo no
hipocampo, aumento na aquisicao e intensidade da aversdo gustativa condicionada,
da ansiedade, da nausea ou mal-estar visceral, diminuicdo do valor hedonico do
alimento, diminui¢do do valor motivacional (recompensa) dos alimentos, da
quantidade e frequéncia do consumo alimentar e dos niveis gerais de atividade
motora (Bloemendaal et al., 2007; Eren-Yazicioglu et al., 2021; Kinzig et al., 2002,
2003; van Bloemendaal, ten Kulve, et al., 2014; Vrang & Just, 2010).

Acredita-se que o GLP-1 atue no cérebro, promovendo a saciedade e
suprimindo a ingestdo de alimentos, através dos receptores GLP-1, que foram
encontrados no hipotdlamo, no hipocampo, no talamo, no estriado (putdmen e
caudado), no cortex parietal, € no globo palido e medula (Alvarez et al., 2005; Farr
et al.,, 2016; Zheng et al., 2015). A obesidade tem sido associada a uma menor
responsividade do SNC, ao consumo de alimentos palatdveis em areas de
recompensa, como o nucleo caudado e o putdmen, e a um aumento da resposta do
cortex gustativo (insula, opérculo) a estimulos visuais de alimentos e a antecipacao

do consumo de alimentos palataveis (Stice et al., 2008).
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Além disso, as respostas cerebrais a estimulos visuais de alimentos, na
amigdala e na insula, foram maiores em pacientes obesos com DM2, em
comparacdo com controles magros (van Bloemendaal, IJzerman, et al., 2014).
Juntos, esses resultados mostram que a obesidade estd associada a uma resposta
embotada ao consumo de alimentos e a uma maior resposta a antecipacao de destes,
especialmente os palatdveis. Curiosamente, essa ativacdo cerebral elevada,
relacionada a imagens de alimentos, foi diminuida pela infusdo de exenatida
(agonista dos receptores de GLP-1), enquanto a infusao anterior de um antagonista
do receptor GLP-1 bloqueou, em grande parte, esse efeito (van Bloemendaal,

[Jzerman, et al., 2014).

Em resposta ao consumo de leite achocolatado, a insula e OFC mostraram
menor ativagdo em pacientes com DM2, em comparagdo a controles magros,
enquanto nesses controles, mas ndo em pacientes, o bloqueio dos receptores GLP-
1 inibiu a ativacdo na insula bilateral (ten Kulve et al., 2016). Apos 10 dias de
tratamento com um agonista do receptor GLP-1, comparado ao tratamento com
insulina glargina, houve aumento da ativacdo da insula e do nucleo caudado, em
resposta ao leite achocolatado. Porém, de forma geral, apds 12 semanas de
tratamento, essas diferencas desaparecem (ten Kulve et al., 2016) e, essa
divergéncia apos 10 dias, sugere um papel fundamental, desempenhado pelo GLP-
1, na regula¢do das respostas do SNC a antecipagdo e consumo de alimentos

palataveis.

1.2.2

Redes do estado de repouso — Obesidade e DM2

As redes em estado de repouso sdo as redes neurais, que sao mais facilmente
observaveis pois, para serem detectadas, basta que o sujeito descanse € nao pense
em nada especifico, quando as imagens de RMf sdo adquiridas. A conectividade ¢
uma medida indireta da organizac¢do cerebral por meio da deteccdo de grupos de
regides cuja atividade ¢ temporalmente correlacionada, e dentro de redes do estado
de repouso (e.g, Rede modo padrao (Default Mode Network, DMN), esta
relacionada a muitos processos cognitivos e demonstrou ser alterada em muitas

doengas cerebrais e ndo cerebrais (Broyd et al., 2009; Damoiseaux & Greicius,
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2009; Fox & Greicius, 2010; Gu et al., 2020; Manoliu et al., 2014; V. Menon, 2011;
Nomi & Uddin, 2015; Sutcubasi et al., 2020).

Na obesidade, frequentemente se encontra maior conectividade no OFC e
menor conectividade na insula (Parsons et al., 2021), com um estudo investigando
gémeos idénticos, discordantes no seu peso corporal, mostrando menor
conectividade bilateral do putdmen no gémeo mais pesado, que se correlacionou
com maior ingestdo de gordura em todos os gémeos (Doornweerd et al., 2017),
outro estudo em pacientes obesos observou maior ativagdo no putdmen dentro da
rede de saliéncia, que se relacionou com maior lentiddo mental (Garcia-Garcia et
al., 2013), indicando uma importante relagdo entre conectividade e regulagdo do
comportamento alimentar.

Na DM2, ha diversos exemplos na literatura de pacientes apresentando
conectividade reduzida ou alterada, em redes do estado de repouso, associadas ao
funcionamento cognitivo, controle motor, processamento visual e emocional,
incluindo regides relacionadas a recompensa e saciedade, com relatos de pacientes
DM?2 apresentando menor conectividade na DMN, insula, no cértex cingulado
posterior (PCC), maior conectividade no cortex cingulado anterior (ACC), pré-
cineo e na rede fronto-parietal. De forma geral, o achado mais consistente ¢
conectividade funcional reduzida na DMN, que estd associada a uma ampla gama
de processos interoceptivos (Macpherson et al., 2017; Musen et al., 2012; Xia et al.,
2017).

Apesar de haver uma ampla gama de estudos funcionais, investigando redes
do estado de repouso e evidenciando alteragdes na conectividade funcional de
pacientes DM2, a maioria dos estudos investigou a relagao entre conectividade e
medidas de declinio cognitivo (Chen et al., 2015; Cui et al., 2014; Macpherson et
al., 2017; Y. F. Wang et al., 2016a). Ainda ha muito a ser entendido a respeito de
como alteragdes na conectividade se relacionam com comportamento alimentar e

manutengao do peso corporal, em especifico.
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1.3
As redes alvo de investigacao

Objetivando avaliar a relacdo entre a resposta ao tratamento com agonista
do GLP-1 e conectividade funcional de pacientes DM2, quatro redes associadas a
recompensa, saciedade e comportamento alimentar foram selecionadas para estudo.
Uma rede frontal associada ao controle cognitivo e de recompensa, envolvendo o
cortex cingulado anterior subgenual (SACC) e o cortex orbital frontal (OFC)
denominada (ACC-OFC); uma outra associada a saliéncia, degustacdo, saciedade e
recompensa abrangendo a insula e o ACC dorsal denominada rede de saliéncia;
mais uma relacionada a regulacao autonomica e digestdo que cobre os ganglios da
base e o talamo, denominada BG; e por fim envolvendo aten¢do, cognicao, controle
executivo e memoria abrangendo areas fronto parietais no hemisfério direito
chamada rede executiva central (Central Executive Network, CEN) (Laird et al.,
2011; Smith et al., 2009).

A DMN também foi incluida por sua relevancia em estudos de redes no
estado de repouso, além de frequentemente apresentar alteragdes, na conectividade,
em pacientes DM2 (Liu et al., 2019; Macpherson et al., 2017; Musen et al., 2012).
Estudos tem evidenciado um relacionamento importante entre a rede de saliéncia,
rede executiva central e rede modo padrdo. A DMN se mostra predominante em
processos interoceptivos (como teoria da mente), em contraste com a rede executiva
central, que ¢ ativada quando o SNC tem de lidar com tarefas relacionadas ao
mundo externo (i.e., requerem atencao) (Buckner et al., 2008; Godwin et al., 2017;
V. Menon, 2011; Tan et al., 2022).

Adicionalmente, tem sido evidenciado uma correlacdo negativa entre a
ativacdo da DMN ¢ da rede executiva central, salientando suas naturezas
antagdnicas (Greicius et al., 2003). Apesar dos mecanismos por tras da alternancia
entre essas duas redes ndo serem totalmente compreendidos, evidéncias crescentes
de estudos de RMf tém sugerido que a rede de saliéncia tem um papel essencial em
modular a mudanga entre a cognicdo interoceptiva da DMN e a cognicdo
exteroceptiva da rede executiva central (Goulden et al., 2014; V. Menon & Uddin,

2010; Molnar-Szakacs & Uddin, 2022; Sridharan et al., 2008).
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Com base nesse arcabougo teérico, um modelo triade foi formulado, que
encara o funcionamento das redes executiva central, de saliéncia ¢ DMN como
centrais para explicar certos aspectos normais e patoldgicos da atividade cerebral
(Beaty et al., 2018; Kronke et al., 2020; V. Menon, 2011; Nekovarova et al., 2014;
Sha et al., 2019; Supekar et al., 2019).

E teorizado que a principal regido responsavel por essa fun¢io moduladora
¢ o cortex insular anterior, pois, apresenta uma organizacdo microestrutural
especificamente adaptada para receber estimulos multissensoriais, tanto internos
quanto externos. O seu perfil de ativagdo temporal apresenta, em uma ampla gama
de tarefas, um padrdo de respostas mais rapido que outras regides cerebrais com as
quais se comunica, incluindo o ACC, o que permitiria regular a ativacao e
desativagdo da rede executiva central e DMN através da triagem dos estimulos
(Molnar-Szakacs & Uddin, 2022).

A teoria de Menon postula que: a combinagao das propriedades dindmicas
e interdependentes destas trés redes centrais podem explicar a grande maioria das
doencgas mentais, pois o funcionamento orquestrado desta sinfonia teria como
propriedade emergente a teoria da mente, ¢ em cada etapa desse processo,
desregulagdes, lesdes e disfungdes podem ocorrer, as quais dependendo do seu
locus, intensidade e natureza, resultariam em ontogéneses psicopatologicas (B.
Menon, 2019).

Dentro do arcabougo teérico do modelo triplo em que a rede de saliéncia
modula a ativagdo anti-correlata da CEN e DMN, tem se evidenciado que alteragdes
aberrantes no funcionamento dindmico entre essas redes estd associado a varias
doengas cerebrais, como esquizofrenia, Alzheimer, Déficit de atencdo, Transtorno
Obsessivo Compulsivo (TOC), transtornos dissociativos, psicose, autismo,
depressdo, deméncia fronto-temporal e transtorno de ansiedade generalizado (Li
et al., 2019; Manoliu et al., 2014; B. Menon, 2019; V. Menon, 2011; Nekovarova
et al., 2014; Supekar et al., 2019).

Dentro desta perspectiva, at¢é mesmo a obesidade faria parte dessa
constelagdo de aflicdes, e poderia ser melhor explicada analisando alteragdes nas
conexdes entre essas redes centrais para o funcionamento saudavel da mente. Um
estudo que corrobora essa hipotese demonstrou que individuos com vicio em
comida apresentaram maior conectividade, comparados com controles, entre o

tronco cerebral e o giro orbito-frontal, enquanto mulheres com vicio em comida,
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em contraste com homens na mesma condic¢do, apresentaram maior conectividade
na rede de saliéncia e menor conectividade entre a DMN e a CEN (Ravichandran

etal., 2021).

P
|

Rede de Saliéncia @
Controle Executivo ,
da Saliéncia Selecao do estimulo
/(:{> baseada em uma meta

N\

Correlagcdo Negativa

CEN

Figura 1. Esquema mostrando o relacionamento entre a ativacdo das redes executiva
central, modo padréo e de saliéncia. Em preto, o caminho padrao, onde estimulos sao
captados pelo cérebro, passam pela rede de saliéncia e, dependendo de pré-disposicdes
autondmicas, elicita a ativagdo da CEN ou da DMN. Em laranja, o caminho do controle
executivo que, quando orientado por uma meta, altera o processo de triagem, de forma a
ignorar ou salientar estimulos de acordo com sua relevancia para a meta. A lateralidade
das regides apresentadas esta invertida.
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1.3.1
Rede do Cértex Cingulado Anterior Subgenual e Cértex Orbito-
frontal (ACC-OFC)

B = ha J i i .
Figura 2. Imagem mostrando em verde a rede do cortex cingulado anterior e érbito-frontal;

em especifico dois cortes mostrando a mascara usada para representar esta rede nas
analises realizadas. Lateralidade invertida.

Em contraste com a rede de saliéncia, DMN e CEN, esta rede, aqui
denominada ACC-OFC, assim como muitas outras, tem um nome definido ndo por
sua funcdo, mas sim por suas regides neuroanatomicas. Isso se deve a uma
combinagdo de fatores; primeiramente, a gama de fungdes que as regides presentes
nesta rede abarcam sdo vastas e ndo necessariamente parte de um construto coeso
capaz de ser representado com uma terminologia simples. Entretanto, ela
consistentemente emerge compreendendo o sACC e o OFC em adicdo a areas
frontais; em virtude disso, a nomenclatura da rede ACC-OFC tem se consolidado a
partir das regides neuroanatdmicas que a compoe (Laird et al., 2011; Uddin et al.,
2019).

Neste sentido, esta rede frontal incluiu o SACC, OFC e areas do cortex pré-
frontal (PFC) anterior (Laird et al., 2011). O cortex pré-frontal e regides
parcialmente sobrepostas a ele (como areas fronto-polares) ndo foram incluidos no

nome da rede, pois, apesar de sua presenca na mesma, o uso de ACC-OFC para esta
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rede ja ¢ um fendmeno relativamente estabelecido e facilita a comparagdo de
resultados.

Funcionalmente, ha evidéncias mostrando que o PFC medial estd envolvido
com processos de recompensa, atencao e com relapso no uso de drogas; o PFC
lateral com tomada de decisdo, inibicdo comportamental, sinalizacdo de expectativa
de recompensa e triagem da aten¢do; o ACC se mostrou associado a atencgao,
processamento emocional e auto monitoramento; o OFC com inibi¢do, sinalizagdo
de recompensas esperadas e sensibilidade a recompensas e punicdes; ilustrando a
ampla gama de fung¢des que sdo abarcadas pelas estruturas presentes na rede ACC-
OFC (Perry et al., 2011).

Investigacdes task-based, identificaram a rede ACC-OFC estando associada
a tarefas de olfato, gustacdo e emog¢ao, com forte preferéncia por tarefas de
recompensa ¢ sede (Laird et al., 2011). Regides frontais também se mostraram
muito envolvidas em comportamentos compulsivos € modulando processos de
adiccdo, que tem uma interse¢ao com desregulacdo do comportamento alimentar,
pois, estdo ambos envolvidos na modulagao do valor da recompensa e na inibigdo
comportamental (Volkow et al., 2008, 2011; Volkow & Wise, 2005; G. J. Wang et
al., 2009a).

Em concordancia com estas investigacoes task-based, ha diversos estudos
nas redes do estado de repouso mostrando alteragdes na conectividade de regides
frontais em quadros patologicos e de obesidade. Individuos obesos
consistentemente apresentam aumento na conectividade do OFC e redu¢do na
conectividade da insula (Parsons et al., 2021). Pacientes DM2 apresentaram maior
conectividade no cortex frontal medial (Cui et al., 2015), ACC, giro frontal medial
e no cerebelo (Cui et al., 2014).

No transtorno do espectro autista, pacientes apresentaram maior
conectividade entre o ACC, OFC, giro frontal medial e paracingulado, nucleo
accumbens (NAcc) e caudado. Maior conectividade entre o ACC e caudado foi
associada com desativagao das recompensas sociais, e entre o caudado e giro frontal
medial direito com interesses mais restritos € comportamentos repetitivos, enquanto
entre o paracingulado e NAcc, assim como entre o OFC direito e o NAcc, foram
negativamente associadas com déficits sociais € comunicativos (Delmonte et al.,

2013).
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Um estudo investigando conectividade em adolescentes com Anorexia
Nervosa encontrou correlagdo temporal reduzida entre a conectividade da CEN e
do ACC, correlacionando positivamente com peso corporal (Gaudio et al., 2015).
Em individuos com TOC, conectividade reduzida entre caudado ¢ o PFC
ventrolateral se associou com menor flexibilidade cognitiva; em contraste, a
performance de comportamentos orientados a metas se relacionou com menor
conectividade entre o putdmen e o PFC dorsolateral (Vaghi et al., 2017).

Um estudo investigando internet gaming disorder evidenciou diversas
diminui¢des de espessura cortical em areas frontais no grupo patoldgico, como
ACC, OFC, PFC dorso lateral, e evidenciou menor conectividade entre elas e
regides de recompensa (como putamen, tdlamo, caudado e lobo temporal) (Jin et
al., 2016). Usuarios de heroina, apresentaram conectividade elevada entre o NAcc
e tanto ACC quanto OFC, também entre OFC e amigdala, j4 o PFC mostrou
conectividade reduzida com ACC e com o OFC (Ma et al., 2010).

Essas evidéncias demonstram um papel fundamental para a rede ACC-OFC
na ontogénese de comportamentos associados a quadros patologicos, especialmente

no que diz respeito ao controle inibitorio e valor das recompensas.
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1.3.2
Rede do Géanglio Basal bilateral e talamo (BG)

Figura 3. Imagem mostrando em verde a rede dos ganglios basais bilaterais e tdlamo; em
especifico dois cortes mostrando a mascara usada para representar esta rede nas
analises realizadas. Lateralidade invertida.

Similarmente a rede ACC-OFC, esta rede foi nomeada a partir de sua
macroestrutura anatdbmica mais consistente e funcionalmente relevante, no caso os
ganglios basais bilaterais ¢ o tdlamo. Contém o pallidum, putdmen, nucleo
subtalamico e substancia negra, com uma menor extensao para o giro temporal
transverso e area motora suplementar. E uma rede com grande simetria bilateral e,
apesar de comparativamente explicar menor variancia comparada a outras redes,
ela ¢ facilmente detectavel e reproduzivel, apresentando uma correlagdo positiva
com a CEN e negativa com a DMN (Robinson et al., 2009).

Devido a proximidade entre o putamen e a insula, a Gltima, frequentemente
¢ incluida nesta rede, tanto pelos métodos baseados em regides selecionadas a priori
(sementes), quanto pela segregagcdo automatica de componentes, neste caso (analise
de componentes independentes (ICA)), optou-se por nao restringir artificialmente
os componentes, resultando na sua inclusao.

Esta rede se mostrou ligada a uma multitude de atividades distintas, como

tarefas de recompensa, estimulos somatossensoriais (principalmente térmicos e
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nociceptivos), fungdes interoceptivas (regulagdo da bexiga, sexualidade, fome e
sede), processamento motor, condicionamento cldssico, paradigma “go/no-go”,
assistir obras cinematograficas, discriminagdo sintatica e atraso de recompensa.
Também teve associagdo com tarefas emocionais, sendo fortemente associada a
ansiedade e olfato (Laird et al., 2011).

No contexto patoldgico, foi evidenciada maior ativagdo da insula, OFC e
ganglios basais durante a visualizagdo de imagens de alimento em pacientes DM2,
com a ultima correlacionando, positivamente, com escores de alimentacao
emocional e maior apetite diante de um estimulo alimentar, e negativamente com
adocdo de dietas balanceadas (Chechlacz et al., 2009), em gémeos idénticos
discordantes em peso, o gémeo mais pesado apresentou menor conectividade no
putamen bilateral, correlacionando com maior consumo de gordura (Doornweerd
etal., 2017).

E, exemplificando sua importancia para o controle motor, em casos de
distonia, foi evidenciado que a precisdo temporal do apertar de notas do piano
correlacionou com conectividade funcional no putamen (Kita et al., 2018), e
pacientes de Parkinson com dificuldade na fala apresentaram menor conectividade
entre o putdmen esquerdo e o giro temporal superior esquerdo comparados aos sem

impedimento (Manes et al., 2018).
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1.3.3
Rede de Saliéncia

| - il . At R
Figura 4. Imagem mostrando em verde a rede de saliéncia; em especifico dois cortes
mostrando a mascara usada para representar esta rede nas analises realizadas.
Lateralidade invertida.

Esta rede recebeu esse nome por seu papel em selecionar, entre os multiplos
estimulos aos quais somos expostos a todo momento, quais sdo salientes e
merecedores de atencdo. Esse processo raramente ¢ consciente, para fazer isso a
rede de saliéncia combina informagdes da memoria com estimulos autondmicos
viscerais, € a partir de suas predisposi¢cdes autondmicas o cérebro influencia o que
¢ percebido como saliente (Goulden et al., 2014; Puglisi-Allegra & Ventura, 2012).
Entretanto hé instancias onde este processamento de saliéncia ¢ influenciado por
processos atencionais € cognitivos fop-down associados a execucdo de um
comportamento orientado a uma meta (Corbetta et al., 2008).

Anatomicamente, inclui a insula bilateral, cértex fronto-insular adjacente,
cortex cingulado anterior dorsal, opérculo frontal com eferentes subcorticais para
amigdala, substancia negra, area tegumentar ventral, talamo dorso medial,
hipotalamo e substancia cinzenta periaquedutal (Laird et al., 2011; Seeley et al.,
2007). Funcionalmente, essas regides se mostraram associadas a processos

envolvendo funcdes executivas, afetivas e interoceptivas, além de linguagem,
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audicdo, dor e gustacdo. Também estd relacionada a paradigmas que incluiam
dissimula¢do, musica e condicionamento classico (Laird et al., 2011).

A insula, peca chave desta rede, mostrou-se relacionada ao comportamento
alimentar em varios estudos. Pacientes DM2 obesos apresentaram uma maior
resposta a imagens de comida na insula e amigdala, comparados a obesos
normoglicémicos, com agonista do GLP-1 reduzindo essa ativagdo nessas regides
em ambos grupos e no OFC (van Bloemendaal, [Jzerman, et al., 2014). Uma maior
ativacdo do putamen na rede de saliéncia foi encontrada em pacientes obesos
comparados a controles magros, correlacionando com lentiddo mental (Garcia-
Garcia et al., 2013).

Um estudo em gémeos monozigdticos, investigou a conectividade antes e
depois de uma refeigdo, tanto em obesos quanto em controles a conectividade da
rede de saliéncia foi reduzida apds a refei¢ao, com gliose do hipotdlamo mediobasal
correlacionando com uma ndo reducdo da conectividade, fatores genéticos
influenciaram a conectividade pré- e pods-refei¢do, mas ndo a intensidade da
mudanca (Sewaybricker et al., 2020)

Comparados com controles saudaveis, pacientes com DM2 sem prejuizo
cognitivo apresentaram maior conectividade no cortex fronto-insular esquerdo, na
insula anterior direita € no putamen, enquanto aqueles com prejuizos cognitivos
apresentaram menor conectividade nos giros frontal medial e inferior direitos, e
comparando pacientes DM2 com e sem prejuizos, 0s com prejuizos apresentaram

menor conectividade cortex fronto-insular esquerda (D. Zhang et al., 2021).
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1.3.4
Rede Executiva Central (CEN)

Figura 5. Imagem mostrando em verde a rede executiva central; em especifico dois cortes
mostrando a mascara usada para representar esta rede nas analises realizadas.
Lateralidade invertida.

A rede executiva central, do inglé€s Central Executive Network ou CEN, ¢
uma rede associada a tarefas que envolvam metas e estimulos exteroceptivos, ou
seja, aquilo que estd além do corpo. Anatomicamente compreende o giro frontal
inferior e temporal superior, parte do cortex frontal (cortex dorsolateral pré-frontal),
e o cortex parietal (principalmente a por¢ao posterior). Funcionalmente, ela esta
associada a varios processos cognitivos, como raciocinio, atencdo, inibi¢do e
memoria (Laird et al., 2011). Mostrando preferéncia para tarefas relacionadas a
atraso de recompensa e atencao auditéria dividida. Alteracdes na conectividade
funcional de pacientes DM2 foram detectadas nesta rede (Macpherson et al., 2017;
Yang et al., 2016; Y. Zhang et al., 2016).

A atividade fisica esta associada a conectividade intrinseca desta rede, com
uma correlagdo negativa entre sedentarismo e conectividade da CEN tendo sido
evidenciada, enquanto atividade fisica, apresentou uma correlagdo positiva (tanto

no seu vigor quanto na sua duracdo). Também foi observada uma correlagdo
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positiva entre indices de atividade fisica (passos por minuto) e conectividade na
DMN e na rede de saliéncia (Dion et al., 2021).

Menor conectividade entre a CEN e o cerebelo foi observada em pacientes
com transtorno de estresse pds-traumatico (TEPT) quando comparados a controles
expostos a um trauma, com essa diferenca desaparecendo apds tratamento com
terapia de processamento cognitivo. ApOs a terapia os pacientes também
apresentaram uma reducao na conectividade da DMN, com conectividade nesta e
na rede de saliéncia correlacionando positivamente com mudangas no afeto positivo
e negativo, sintomas de TEPT e ruminagao (Vuper et al., 2021).

Um estudo investigou o efeito de uma intervencao de atividade de danca ao
longo de 6 meses em individuos sem problemas clinicos, os resultados mostraram
que, comparados a controles, os participantes apresentaram aumento na
conectividade do pré-cuneo, e maior conectividade entre a rede de saliéncia e a
CEN (Balazova et al., 2021). Ao investigar, em obesos, o efeito de estimulacio
magnética transcraniana repetitiva, foi evidenciado uma maior perda de peso
comparada a linha de base apds 8 sessdes, com a conectividade aumentando na
CEN (Kim et al., 2019).

Pacientes com anorexia nervosa apresentaram maior conectividade no giro
angular, associada a persisténcia da anorexia, € na insula anterior, associada a auto
relatos de prejuizos na consciéncia interoceptiva (Boehm et al., 2014). Esses
resultados diversos mostram o papel multifacetado da CEN, e indicam uma
contribuicdo relevante do controle cognitivo para manutencdo de peso e

alimentacao.
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1.3.5
Rede Modo Padrao (DMN)

Figura 6. Imagem mostrando em verde a rede modo padrédo; em especifico dois cortes
mostrando a mascara usada para representar esta rede nas analises realizadas.
Lateralidade invertida.

Durante a aquisi¢do de imagens de ressonancia magnética, o estado de
repouso representa o resultado de um conjunto de instru¢des simples: permanecer
imoével dentro do scanner, manter os olhos fechados, ndo dormir e ndo pensar em
nada especifico. A rede modo padrao, do inglés Default Mode Network (DMN),
recebe este nome em virtude de ser uma rede interoceptiva que ¢ detectada mais
facilmente quando o individuo esté neste estado, ndo realizando nenhuma atividade
externa.

Devido a suas fungdes e seu padrao de ativagdo, ela foi interpretada como
uma rede que se ativa na auséncia de coisas externas convocando atengdo e
movimento, sendo assim representativa de um modo “padrao” que ocorre quando
redes e estruturas orientadas a tarefas ndo sao “necessarias” (Beckmann et al., 2005;
Greicius et al., 2003; Raichle et al., 2001).

Anatomicamente, ¢ composta pelo cortex pré-frontal medial, cingulado
posterior e pré-cuneo (Laird et al., 2011). Apesar de ter sido considerada como uma
rede negativa a tarefas (Fox et al., 2005), o acumulo de evidencias mostrando seu

perfil funcional ndo favoreceu essa nomenclatura. Ela se mostrou fortemente
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associada a tarefas de cognicao social e teoria da mente e, de forma menos pujante,
¢ associada a processos de fixacdo, recordagdo episodica, cenas imaginadas e
tarefas de desconto de atraso (Laird et al., 2011).

Em estudos com pacientes DM2, ela ¢ um alvo promissor de investigacao,
pois, além de seu relevante papel integrando as trés redes principais junto com a
rede de saliéncia e CEN, ela tem consistentemente apresentado alteracdes na
conectividade neste grupo, com estudos evidenciando menor conectividade
funcional na DMN em pacientes DM2, frequentemente correlacionada com déficits
cognitivos (Chen et al., 2015, 2016; Cui et al., 2015; Macpherson et al., 2017,
Musen et al., 2012; Y. F. Wang et al., 2016a; Zhou et al., 2010).

Curiosamente existem estudos mostrando uma ativacdo elevada em
pacientes DM2, que costuma aparecer quando pacientes sao menos idosos, t€ém
menos tempo de diabetes e auséncia de declinio cognitivo, impulsionando a teoria
de que a conectividade na DMN em DM2 pode apresentar um aumento que precede
problemas cognitivos, e depois uma queda na medida em que este comeca a se
instalar (Liu et al., 2019). De forma geral, anormalidades em sua conectividade
parecem estar associadas a diversos transtornos mentais e cerebrais, como,
Alzheimer, declinio cognitivo, esquizofrenia, depressdo, ansiedade, epilepsia,
autismo e transtorno de déficit de atencdo e hiperatividade (TDAH) (Broyd et al.,
2009; V. Menon, 2011; Supekar et al., 2019).

Inserida no modelo triplo como uma das redes centrais para regular o
funcionamento normal da mente humana, ndo ¢ surpresa que ela esteja associada

com tantas psicopatologias distintas.

1.4
Investigando o papel do GLP-1 no SNC, o projeto maior e a origem dos
dados

A insula, inserida no presente estudo tanto na rede BG quanto na rede de
saliéncia, tem se mostrado um alvo de investigagdo promissor tanto para
investigacdo do comportamento alimentar em obesos de forma geral, como para os
efeitos do GLP-1 no SNC em especifico. Isso ¢ bem exemplificado pelo estudo
original que coletou os dados que sdo analisados nesta tese assim como por outros

que fazem parte do projeto maior no qual ele foi inserido.
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O estudo, que foi uma investigagdo task-based, avaliou, em pacientes DM2
obesos e controles magros, alteragdes na conectividade em resposta ao leite
achocolatado. Na linha de base, pesquisadores evidenciaram que, comparados aos
controles saudaveis, pacientes DM2 obesos apresentavam menor ativagcao na insula
direita em resposta ao consumo desse leite. Em contraste, apenas no grupo controle,
o bloqueio da transmissdo de GLP-1 inibiu a ativacdo da insula em resposta ao
achocolatado, mostrando um papel importante do GLP-1 na insula modulando o
comportamento alimentar. Nao obstante, ao comparar o tratamento entre agonista
do GLP-1 e insulina no grupo DM2, foi evidenciado aumento na ativagao da insula
direita e no ntcleo caudado apos 10 dias de tratamento, efeito que desapareceu apos
12 semanas (ten Kulve et al., 2016).

Tanto este citado acima, quanto o aqui presente nesta tese, estdo inseridos
em um estudo maior visando investigar a agdo do GLP-1 no SNC em geral e na
conectividade em especifico. Durante a coleta de dados do estudo acima
mencionado, além dos dados fask-based acima citados, também foram coletados
dados do estado de repouso antes do consumo de achocolatado, os quais nunca
haviam sido investigados até o presente estudo.

Outro estudo inserido neste projeto, também investigando a agdo do GLP-1
no SNC, evidenciou que pacientes DM2 obesos, e obesos normoglicémicos,
apresentaram maior resposta a imagens de alimentos na insula e amigdala, a qual
foi reduzida em ambos grupos com agonista do GLP-1, acompanhada de redugdes
no putamen, OFC e no consumo de alimentos (van Bloemendaal, [Jzerman, et al.,
2014).

Em uma investigagcdo subsequente, pacientes DM2 acima do peso (IMC >
26kg/m?), comparados a controles magros, mostraram maior ativagdo na insula,
amigdala e OFC em resposta a imagens de comida. Com ativacdo da insula bilateral
reduzindo apds consumo de alimento em ambos os grupos, porem de forma mais
pronunciada no grupo DM2, essa reducao foi impedida quando realizado o bloqueio
de GLP-1 com antagonista (Jennifer et al., 2015).

Apo6s 10 dias de tratamento com GLP-1, em comparacdo com insulina,
pacientes DM2 apresentaram uma diminui¢ao da resposta da insula e do putdmen
ao visualizar imagens de comidas palataveis (Jennifer et al., 2016). Nao obstante,
também foi evidenciado uma correlagdo positiva entre escores de alimentagdo

emocional e respostas da insula, amigdala e OFC a imagens de comida (van
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Bloemendaal, Veltman, ten Kulve, et al., 2015). Estes achados salientam a
importancia de estudar a relacdo entre alimentacdo, GLP-1 e SNC.

Para este fim, objetivou-se investigar a conectividade intrinseca de redes do
estado de repouso, em contraste aos estudos de respostas a estimulos alimentares.
Apesar de dados do estado de repouso terem sido coletados no estudo investigando
a resposta do SNC ao consumo de leite achocolatado sob tratamento, e bloqueio,
do GLP-1 (ten Kulve et al., 2016), apenas os dados task-based foram imediatamente
investigados, cabendo a este trabalho analisar a conectividade do estado de repouso.
Como o efeito do tratamento, e bloqueio, do GLP-1 na conectividade intrinseca, de
pacientes DM2, nunca foi investigado, este estudo esclarecerda um aspecto

importante do efeito do GLP-1 no SNC.

1.5
Hipoteses

Investigar como as redes selecionadas respondem ao GLP-1 permitira
entender melhor a relacdo entre a conectividade destas regides e as mudangas no
peso corporal e no comportamento alimentar. Assim, estudou-se a conectividade
intrinseca destas redes em pacientes DM2, e em controles saudaveis, na linha de
base e durante o bloqueio agudo da transmissao de GLP-1; subsequentemente, o
efeito do tratamento com agonista do GLP-1 e com insulina na conectividade de
pacientes DM2 foi investigado.

Esta investigacdo pode ajudar a esclarecer o papel sistémico do GLP-1 na
organizacao da atividade cerebral, relacionada ao comportamento alimentar, algo
que nunca foi investigado no estado de repouso em pacientes DM2. Para tanto,
foram investigados dados de RMf em estado de repouso, obtidos em estudo anterior
que investigou as respostas cerebrais a imagens de alimentos e ao consumo de
alimentos palataveis durante o tratamento com GLP-1 e durante bloqueio da
transmissao de GLP-1 em uma amostra de pacientes DM2 e controles saudaveis
(ten Kulve et al., 2016).

Com base em investigagdes anteriores, feitas em redes de estado de repouso
nos pacientes DM2, foi levantada a hipotese de que a conectividade de linha de base
seria menor em pacientes DM2, em comparagdo com controles, de regides

relacionadas ao comportamento alimentar como a insula, e também na DMN que,
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consistentemente, apresenta conectividade diminuida em pacientes DM2.
Adicionalmente foi hipotetizado que a infusdo de antagonista do receptor de GLP-
1 reduziria a conectividade da insula em controles, mas nao em pacientes DM?2.
Além disso, os efeitos de 10 dias e 12 semanas do tratamento com agonista
de GLP-1, em comparagdo ao tratamento com insulina glargina, na conectividade
intrinseca, foram investigados. Com base nos resultados encontrados ao investigar
a resposta a imagens de alimentos palataveis e ao consumo de leite achocolatado,
foi hipotetizado que a conectividade funcional intrinseca aumentaria em regioes
relacionadas a alimenta¢do (como a insula) apo6s o tratamento com GLP-1,
comparada ao tratamento com insulina glargina, enquanto a conectividade nas
regides frontais, associadas a recompensa nao seria afetada devido a ndo ser uma

regido associada a presenca de receptores GLP-1 (Farr et al., 2016).
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2
Objetivos

Esta tese teve como objetivo investigar o efeito que o GLP-1 causa na
conectividade intrinseca de redes, relacionadas ao comportamento alimentar, em
pacientes DM2, algo que nunca foi investigado.

Para este fim, com base na literatura apresentada, dois estudos foram
formulados com objetivos distintos, mas convergentes. No estudo 1, objetivou-se
investigar diferengas na conectividade de pacientes DM2 e controles saudéaveis na
linha de base e durante o bloqueio dos receptores de GLP-1.

O estudo 2 teve como meta investigar, em pacientes DM2, diferencas de
conectividade entre o tratamento com agonista do GLP-1 e insulina, no curto e
longo prazo. Em ambos, relacionaram-se diferencas de conectividade (entre grupos
ou tratamentos) com mudancgas no peso e no comportamento alimentar, promovidas

pelo tratamento com agonista do GLP-1.
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3
Materiais e métodos

Aspectos éticos

O estudo (NCT 01363609; ClinicalTrials.gov) foi realizado em
conformidade com a Declaragdo de Helsinque e aprovado pelo Comité de Etica
Meédica do centro médico da Vrije Universiteit em Amsterdam. Todos os

participantes forneceram consentimento informado por escrito (ten Kulve et al.,

2016).
Participantes

A amostra foi composta por 20 pacientes DM2 com sobrepeso ou obesidade
e 20 individuos magros saudéveis pareados por idade e sexo. Os critérios gerais de
inclusao foram idade entre 40 a 65 anos, destros, peso corporal estavel (sem
alteragdes de IMC > 5% nos Ultimos 3 meses) e as mulheres precisavam estar na
pos-menopausa. Para pacientes com DM2, apenas o tratamento com metformina ou
derivados de sulfonilureia eram permitidos e a hemoglobina glicada (HbAlc)

deveria estar entre 42 — 69 mmol/mol (6,0 — 8,5%).

Caso o tratamento incluisse sulfonilureias, seu uso foi descontinuado 4
semanas antes do estudo, continuando com metformina normalmente. Individuos
magros precisavam ter um IMC abaixo de 25 kg/m? e ser normoglicémicos (niveis
de glicose plasmatica em jejum abaixo de 5,6 mmol/l e abaixo de 7,8 mmol/l, duas

horas ap6s um teste oral de tolerancia a glicose de 75g).

Os critérios de exclusao incluiram qualquer historia de abuso de substancias,
distarbios psiquiatricos e alimentares, doencas neurologicas, cardiovasculares,
renais ou hepaticas, malignidades, uso de agentes psicotropicos, como
glicocorticoides e incapacidade de realizar exames de ressonancia magnética (ten

Kulve et al., 2016).
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Protocolo estudo 1

Todos os exames de RMf em estado de repouso foram adquiridos apos um
jejum noturno (8-12 horas). Tanto os controles saudaveis quanto os participantes
com DM2, passaram pelo procedimento de aquisi¢do de imagens, durante uma
infusdo de NaCl (solugdo de cloreto de sodio a 0,9%) ou antagonista do receptor de
GLP-1 exendina9-39 (Bachem; Clinalfa products, Bubendorf, Sui¢a) a uma taxa de
600 pmol/kg/min em ordem aleatoria usando uma bomba de infusdo adequada para
uso em sala com blindagem magnética (bomba MRIdium 3850 MRI IV, Iradimed,
Winter Park, EUA).

Essas infusoes iniciaram 2 horas antes, e, estavam em andamento durante a
varredura de RM. As varreduras durante a infusao de solugao salina foram usadas
para comparar a conectividade inicial entre os grupos. Os exames durante a infusdo
de solugdo salina e exendina9-39 foram utilizados para a interagdo entre grupo e

tipo de infusdo (ten Kulve et al., 2016).

1 2
Pacientes DM2 Controles saudaveis
A Infusdo de Salina (NaCl) 1A 2A
Infusdo de antagonista
do GLP-1 Exendina9-39 1B o

Figura 7. Esquema demonstrando o desenho experimental do estudo 1, para cada grupo
(DM2 (1) e Controles (2)) sessbes de aquisicao de imagens foram realizadas em duas
condi¢des (infusdo de NaCl (A), e de antagonista do GLP-1 Exendina9-39 (B)). Os
retdngulos representam a intersegcdo entre as variaveis grupo e infusdo sob a qual
aquisicado de imagem foi realizada.
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Protocolo estudo 2

Apenas pacientes com DM?2 foram incluidos. Esta parte foi um estudo de
interven¢gdo randomizado, cruzado, avaliando o efeito da insulina glargina e
liraglutida (agonista do receptor de GLP-1) na conectividade funcional intrinseca.
A dose inicial de insulina foi de 10 IU por dia, monitorando a glicose em jejum para
escalar a dosagem de acordo com o algoritmo treat-to-target (Bunck et al., 2011);
para o tratamento com liraglutida, a dose diaria inicial foi 0,6 mg, escalando até 1,8

mg por dia ao final da segunda semana se bem tolerado (ten Kulve et al., 2016).

Cada paciente DM2 passou, em ordem aleatdria, em ambos os tratamentos,
por um periodo de 12 semanas, com desmame de 12 semanas entre os tratamentos.
A ordem do tratamento foi determinada por uma randomizagdo de quatro blocos.
Para investigar as diferengas de curto e longo prazo, entre os tratamentos, cada
paciente foi submetido a uma ressonancia magnética basal antes do inicio do
tratamento, aos 10 dias e as 12 semanas. A cada visita, eram realizadas medidas

antropométricas, coleta de sangue e oferta de buffet de almoco ad libitum.

Desmame
Insulina glargina #—= -
Liraglutide = u
0 10 dias 12 semanas 24 semanas 36 semanas

Figura 8. Fluxograma exemplificando desenho experimental do estudo 2, onde o mesmo
grupo de pacientes DM2 passou pelos tratamentos com insulina e agonista do GLP-1
liraglutida de forma cruzada. Os quadrados representam momentos onde foram realizadas
sessdes de aquisicao de imagem.

Aquisi¢do das imagens de ressondncia magnética

Foi utilizado um scanner GE Signa HDxt de 3,0 Tesla com uma bobina de
cabegote Phased Array de 8 canais (General Electric, Milwaukee, W1, EUA). Para
este estudo, uma sequéncia gradiente-eco de deterioracdo rapida (fast spoiled) 3D
ponderada em T1 (FSGE, TR: 8,2 ms, TE: 3,2 ms, espessura de corte de 1 mm, 256

fatias, dimensdes 172x256x256) foi usada para obter imagens estruturais.
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Os dados de RMf em estado de repouso foram adquiridos com uma
sequéncia de imagem ecoplanar (TR: 1800 ms, TE: 35 ms, angulo de inclinagio
80°, tamanho da matriz 64 x 64, tamanho do voxel 3 mm isotrdpico, 34 cortes, 202
volumes). Durante a aquisicdo da RMf de estado de repouso, os participantes foram
instruidos a manter os olhos fechados, ndo adormecer e ndo pensar em nada em

particular (ten Kulve et al., 2016).
Preé-processamento de RMf

As imagens funcionais foram pré-processadas usando o RMFB Software
Library (FSL 5.0.9) (http://www.RMfb.ox.ac.uk/fsl). As seguintes etapas de pré-
processamento foram aplicadas a todas as imagens. Depois de descartar os dois
primeiros volumes para permitir a ocorréncia de um equilibrio estavel, os 200
volumes restantes foram corrigidos para movimento, tempo de aquisi¢do entre
fatias de corte (slice-timing correction), remogao do cranio e suavizados usando um
kernel gaussiano de 6 mm. Em seguida, as imagens foram corrigidas para
movimento excessivo com ICA-AROMA (Independent Component Analysis
[based] Automatic Removal of Motion Artifacts). Este ¢ um pipeline baseado em
analise de componentes independentes para corrigir artefatos de movimento que
contornam as principais limitagdes de métodos, como censura, despiking e remocgao

de tendéncias (Pruim et al., 2015).

Por fim, as imagens corrigidas para movimento foram filtradas,
temporalmente, usando um filtro de remoc¢do de baixas frequéncias de 150,0
segundos e vinculadas as imagens T1-FSGE de alta resolu¢do de cada sujeito,
usando, como parametro, limites espaciais € em seguida distorcidas nao
linearmente, para o espago padrao MNI de 4 mm. A qualidade da digitalizacao, o
pré-processamento e o registro foram verificados manualmente, em cada etapa do

Processo.

Devido a artefatos presentes em pelo menos uma das imagens, um
participante controle foi excluido de toda andlise de dados. J4 no estudo 2, pelo
mesmo motivo, ndo foi possivel utilizar as imagens de um paciente DM2,
entretanto, ele foi mantido como participante pois, apesar de excluido das anélises

estatisticas de voxels no estudo 2, ainda foi possivel o uso de seus dados
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antropométricos ao longo do tratamento para correlagdes com imagens obtidas no

estudo 1.

As imagens pré-processadas de RMf foram, entdo, analisadas, usando o
Group ICA of RMf Toolbox (Gift 3.0) do Medical Image Analysis Lab (MIALAB)
(http://mialab.mrn.org/software/gift/). Primeiro, incluindo todas as imagens de
pacientes DM2 e dos controles durante a infusdo de NaCl e exendina9-39, uma
analise de componentes independentes foi realizada com 20 repeti¢cdes, para
identificar padrdes de conectividade em larga escala, na total populacao do estudo.
Todos os dados foram concatenados em uma série agregada e depois reduzidos,
através de analise de componentes principais. A estimativa de componentes de

grupos independentes utilizou o algoritmo Infomax (Bell & Sejnowski, 1995).

O software ICASSO, parte do kit GIFT, foi utilizado para analisar a
consisténcia das redes derivadas. A partir dessas redes de estado de repouso, quatro
foram escolhidas, as quais incluiam regides do cérebro, envolvidas em recompensa,
saciedade e comportamentos relacionados a alimentagdo. Essas redes foram
identificadas visualmente e, com base em suas correlagdes as redes apresentadas

em (Laird et al., 2011) (http://brainmap.org/icns).

Estes foram o cortex cingulado anterior subgenual e cortex frontal orbital
(ou ACC-OFC; r = 0.569), a rede dos ganglios da base e do tdlamo (ou BG; r =
0.582), a rede de Saliéncia (r = 0.567) e a rede executiva central (CEN, r = 0.472).
Além disso, a rede de modo padrao (DMN; r = 0.637) foi adicionada, por sua

importancia, a estudos de estado de repouso.

Subsequentemente, foi feita uma regressao espago-temporal, utilizando as
mascaras geradas pelo ICA de todo o grupo, para criar redes espaciais e cursos
temporais especificos, para cada sujeito. Finalmente, para obter valores
comparaveis entre os sujeitos, cada imagem componente de sujeito € o curso de
tempo foram convertidos em valores z. Testes t de uma amostra, com limiar de Prwr
< 0,05 corrigido com erro familiar (FWE), foram realizados em cada rede, para criar
uma mascara, contendo todos os voxels que contribuiram para a rede, e essas

mascaras foram utilizadas para as analises estatisticas subsequentes.
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Analise estatistica

As caracteristicas de linha de base foram analisadas usando um teste t de
amostra independente, qui-quadrado ou teste U de Mann-Whitney, se apropriado.
As caracteristicas do grupo DM2 no inicio, 10 dias e 12 semanas durante o
tratamento com insulina e GLP-1, foram analisadas usando uma abordagem de

equagao de estimativa generalizada.

Todos os testes estatisticos de voxels foram realizados usando a ferramenta
Permutation Analysis of Linear Models (PALM) versao alphalO8 (ago/2017)
(Winkler et al., 2014). O tempo do teste de permutagdo foi reduzido, adicionando
opcdes de aceleracdo a linha de comando do PALM. Isso reduz a necessidade de
um grande nimero de permutacdes (por exemplo, > 10.000), enquanto a precisdo

permanece comparavel (Winkler et al., 2016).

Para todas as andlises, foram usadas 5.000 permutagdes com opgdes de
aceleragdo, pois isso fornece resultados semelhantes a 50.000 delas sem as opgdes
de aceleragao (Winkler et al., 2016). Os clusters foram gerados usando o Threshold
Free Cluster Enhancement, que nao requer a passagem de um tamanho minimo de
cluster. Para corrigir comparagdes multiplas, foi usada a corre¢do do Family Wise

Error (FWE) (Alberton et al., 2020).

As diferengas locais na conectividade funcional, entre pacientes e controles
na linha de base (ou seja, infusdo de NaCl), foram testadas usando um teste t de
amostra independente. Para testar a interacdo entre o grupo e o tipo de infusdo, os
exames de exendina9-39 foram subtraidos dos exames de NaCl e os exames delta
foram submetidos a um teste t de amostras independentes. Todas essas andlises
foram corrigidas com base em; idade, sexo e pressdo arterial sistolica. No caso de
idade de pressdo arterial, a corre¢do foi feita subtraindo para cada individuo a média
da amostra analisada de seu valor individual. Para sexo, foi atribuido valor 1 para
mulheres e 0 para homens, a média resultante foi usada para subtrair desse valor
inicial.

O segundo estudo testou a interagdo entre tempo e tratamento. Primeiro,
para cada paciente DM2, foram criadas imagens delta, subtraindo, dentro do mesmo

tratamento, os exames adquiridos na linha de base, daqueles obtidos ap6s 10 dias e
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12 semanas de tratamento, enquanto imagens obtidas apds 10 dias foram subtraidas

das obtidas ap6s 12 semanas.

Em seguida, essas imagens delta das diferengas de tempo, ao longo de um
mesmo tratamento, foram subtraidas de imagens delta do outro tratamento (em
especifico, imagens delta do tratamento com GLP-1 foram subtraidas das imagens
delta do tratamento com insulina). Os arquivos subsequentes foram agrupados em

um arquivo 4D, e analisados com teste t de uma amostra.

Deltas
Linha de base || Linha de base Apbs 10 dias
—/ —// | Se—
Apbs 10 dias || Apos 12 semanas Apos 12 semanas
c—— c— c—
— — —
Agonista do GLP-1 Imagem delta Imagem delta Imagem delta
Liraglutide linha de base — 10d || linha de base — 12s 10d —12s
——— ——— ———
Insulina Imagem delta Imagem delta Imagem delta
Glargina linha de base — 10d || linha de base — 12s 10d - 12s
| — | — | | —
— —/ —/
Imagem delta Imagem delta Imagem delta
Arquivo 4D para GLP-1 GLE= GLP-1
& pa (linha de base — 10d) || (linha de base — 12s) (10d — 12s)
analise estatistica
——— ——— ———
Insulina Insulina Insulina
(linha de base — 10d) || (linha de base — 12s) (10d — 12s)

Figura 9. Fluxograma mostrando como foi realizada a criagéo de imagens delta que foram
utilizadas para analise de dados comparando diferengas ao longo do tempo entre os
tratamentos com agonista do GLP-1 e insulina. Cada coluna representa a criagdo de um
arquivo delta distinto e subsequente analise estatistica. Uma barra horizontal representa
o sinal de menos, duas barras o sinal de igual.

As correlagdes entre as diferencgas locais na conectividade funcional e
IMC/peso foram analisadas usando as correlagdes de Pearson. Valores de P < 0,05
e Prwe < 0,05 foram considerados, estatisticamente significativos. Os testes de
voxel foram realizados usando PALM. Todos os outros testes foram realizados em

SPSS v23 (IBM-SPSS, Chicago, IL, EUA).

48


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1712306/CA


PUC-Rio- CertificagaoDigital N° 1712306/CA

4
Resultados

Caracteristicas dos participantes

A Tabela 1 resume as caracteristicas clinicas basais de ambos os grupos.
Comparados aos controles, os pacientes com DM2 apresentaram maior peso, IMC,
circunferéncia da cintura, glicemia de jejum e HbAlc (todos P <0,001), e pressao arterial
sistolica (P = 0,002). Quinze pacientes estavam em uso de medicagdes para reducdo de
colesterol e 10 em medicagdo anti-hipertensiva, em contraste com nenhum dos controles

(todos P <0,001). O tempo de diagnostico de DM2 foi, em média 7,8 + 1,1 anos.

Conforme relatado anteriormente, houve uma reducdo significativa no peso
corporal, ao longo de 12 semanas de tratamento com agonista de GLP-1, em comparag¢ao
com insulina glargina (A—3,3 kg vs. A+0,4 kg, respectivamente, P <0,001), circunferéncia
da cintura (A—2,7 cm vs. A+0,4 cm respectivamente, P <0,001), ¢ HbAlc (A-7,9
mol/mmol vs. A—2,4 mol/mmol respectivamente, P <0,001) (ten Kulve et al., 2016). Nao
houve efeitos estatisticamente significativos na pressdo arterial, colesterol ou ingestao,

durante o buffet de almogo (ten Kulve et al., 2016).
Conectividade funcional local

Os resultados de voxel sdo mostrados na Figura 1. A Figura 2 mostra a
conectividade média (com desvio padrao) para cada rede, como um todo para cada grupo
durante NaCl e infusdo do antagonista de GLP-1 exendina9-39 (estudo 1, coluna
esquerda) e para o grupo DM2, durante o tratamento com insulina e GLP-1 (estudo 2,
coluna direita). As comparacdes entre os grupos durante a infusdo de NaCl mostraram
maior conectividade funcional em pacientes com DM2, em comparacao com controles na
rede ACC-OFC (valor z médio dos controles: 0,98 + 0,82, valor z médio DM2: 2,04 +
1,14, & de Cohen: 1,06, Prwe < 0,05). Este cluster compreendeu o polo frontal esquerdo,

giro anterior, giro paracingulado e cortex frontal medial.

Na rede BG, os pacientes com DM2 mostraram maior conectividade na insula
esquerda (valor z médio dos controles: 0,02 + 0,72, valor z médio DM2: 1,02 + 0,72, 6
de Cohen: 1,38, Prwe < 0,05). Por fim, na rede de saliéncia, pacientes DM2 mostraram

conectividade elevada no cortex frontal esquerdo e opercular central, estendendo-se até a
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insula (valor z médio dos controles: 1,69 + 0,68, valor z médio DM2: 2,73 £+ 0,90, o de

Cohen: 1,33, Prwe < 0,05).

Nao houve diferengas entre os grupos para a DMN nem na rede fronto parietal
direita, nem houve agrupamentos estatisticamente significativos, de menor conectividade,
no grupo DM2, em comparagdo aos controles (Prwe > 0,05). Esses resultados foram
independentes de idade, sexo e pressdo arterial sistdlica. Nao houve interacdes
estatisticamente significativas entre grupo e tipo de infusdao (NaCl ou exendina9-39)

(Prwe > 0,05).
Diferencas na conectividade ao longo do tratamento

No estudo 2, nao foram encontradas diferengas na conectividade ao longo do
tempo, induzidas pelos tratamentos. Nao houve interagdes significativas entre tempo

(linha de base, 10 dias ou 12 semanas) ¢ tratamento (GLP-1 ou insulina) (Prwe > 0,05).
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Tabela 1. Caracteristicas clinicas e corre¢do de movimento de pacientes e controles.

Controles Saudaveis | Pacientes DM2 | valor de P
(n=19) Obesos (n =20)
Idade (anos) 56.3+6.3 59.5+4.1 0.085
Sexo, Homem/Mulher (n) 9/10 11/9 0.644
Peso (kg) 67.5+94 95.4+154 <0.001
Indice de massa corporal (kg/m2) 223+1.5 32.0+4.7 <0.001
Circunferéncia do quadril (cm) 80.5+7.1 108.9+11.1 <0.001
Pressdo arterial sistolica (mmHg) 112.7+16.2 128 £9.1 0.002
Pressdo arterial diastolica (mmHg) 72.6+11.5 78 + 8.0 0.118
HbAlc (mmol/mol) 36.8+1.75 56.1 £10.1 <0.001
HbAlc (%) 5.5+0.1 7.2+0.9 <0.001
Glicemia de jejum (mmol/L) 45+0.5 84+2.1 <0.001
Duracgéo da diabetes (anos) - 7.8+1.1 -
Medicamentos para baixar pressao (n) 0 10 <0.001
Medicamentos para baixar colesterol (n) 0 15 <0.001
Deslocamento de movimento absoluto

Antes do ICA-AROMA durante NaCl (mm) 1.001 +0.735 0.820+0.518 0.373
Depois do ICA-AROMA durante NaCl (mm) 0.026 £0.017 0.030+0.012 0.454
Antes do ICA-AROMA durante exendin9-39 (mm) 0.747 +£ 0.569 0.842 +0.426 0.557
Depois do ICA-AROMA durante exendin9-39 (mm) 0.022 + 0.011 0.027 £ 0.012 0.139

Os dados sao apresentados como média = D.P. Como nao foram encontrados resultados

significativos nas analises de imagem do estudo 2, o deslocamento absoluto destas nio

foi incluso.
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Rede cingulado anterior & cértex orbito frontal Rede ganglios basais bilaterais e talamo Rede de Saliéncia

y=43 z=19 = 3 z=18

Maiscara de rede -_ﬁ“-
v

LT
DM_2 > Controle r,p\;?) "-: j i’

Figura 10. Vista esquematica das analises de voxels entre grupos na linha de base. O layout da rede é apresentado acima em verde. Logo abaixo, em
gradiente que vai de vermelho (voxels com valor-t mais baixo) até amarelo (mais alto), sdo apresentados clusters onde ha diferenga estatisticamente
significativa entre os grupos na linha de base. Todas diferengas encontradas foram no sentido de pacientes DM2 apresentando maior intensidade do que
Controles. As coordenadas dizem respeito a fatia escolhida para representar as mascaras de rede nesta figura. Lateralidade invertida.
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Tabela 2. Coordenadas, localizacdo e intensidades dos voxels de maior intensidade para cada cluster de diferenca significativa encontrado na comparagio de
linha de base (infusdo de NaCl) entre pacientes DM2 e controles.

Mascara utilizada Diregdo do efeito Tamanho do  Valor-t do voxel de Valor-p Coordenadas MNI'do | - Localizagdo de acordo com Atlas
cluster maior valor no cluster ~ corrigido FWE voxel de maior Harvard-Oxford para estruturas
intensidade corticais
X Y zZ Todos no hemisfério esquerdo
Polo frontal
Rede ACC-OFC DM2 > CO 26 voxels 3.616887 <0.05 24 46 18 | Cortex frontal medial
Giro paracingulado
Giro cingulado anterior
Cortex Insular
Rede BG DM2 > CO 2 voxels 4.594144 <0.05 32 34 18 | Cértex Opercular central & frontal
Cortex insular
o Cortex Opercular central & frontal
Rede de Saliéncia DM2 > CO 3 voxels 4.411347 <0.05 34 34 18

Giro pré-central

Giro frontal inferior, pars opercularis

ACC-OFC; Rede do cértex cingulado anterior e érbito-frontal. BG; Rede dos ganglios basais e talamo. DM2; Pacientes com diabetes tipo 2. CO;
Controles. A coluna localizagéo representa regides identificadas nos voxels presentes no cluster. P foi corrigido para o Family-wise error.
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Figura 11. Grafico de barras mostrando diferencas na linha de base entre grupos (durante
infusdo de NaCl), no eixo vertical escores z médios de conectividade com desvio padréo,
no eixo horizontal, os grupos DM2 e controle, em duas instancias de medi¢do, a
conectividade de toda a rede analisada, e a conectividade apenas no cluster onde
diferencgas significativas foram encontradas.
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Correlagoes entre conectividade e variaveis biométricas

As correlagdes foram calculadas em todos os pacientes DM2, usando a
conectividade média das regides que apresentaram diferengas significativas, entre
controles e pacientes DM2, e peso. Os graficos de dispersao podem ser encontrados

na Figura 3.

Maior conectividade de linha de base na parte frontal da rede ACC-OFC
correlacionou com uma menor diferenga no peso (r = -0,458, P = 0,042) entre o
tratamento com insulina e GLP-1 ap6s 10 dias. Isso indica que maior conectividade
de linha de base nesta rede, esta relacionada a menor reducao de peso, promovida

pelo GLP-1 em comparagdo com o tratamento com insulina.

Maior conectividade de linha de base na parte frontal inferior da rede de
saliéncia correlacionou com maior diferenca de peso (r=0,472 P = 0,036), entre os
tratamentos, ap6s 10 dias. Também se correlacionou com uma maior diferenca de
peso entre os tratamentos apos 12 semanas (r = 0,446 P = 0,049). Assim, maior
conectividade de linha de base na rede de saliéncia foi relacionada a mais perda de
peso, promovida pelo tratamento com GLP-1, em comparagdo com o tratamento

com insulina.
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Tabela 3. Caracteristicas clinicas de pacientes DM2 obesos antes e durante o tratamento

Caracteristicas dos pacientes Linha de base 10 dias 12 semanas Valor de P
N=20 Insulina GLP-1 Insulina GLP-1 Insulina GLP-1

Peso (kg) 94.6 £15.8 95+ 15 943+ 15.7 93.9+15.1 95+15.1 91.7+15.7 <0.001
Indice de massa corporal (kg/m2) 31.7+4.7 31.8+4.5 31.6+4.7 314+4.6 31.9+4.6 30.7+4.5 <0.001
Circunferéncia da cintura (cm) 107.7 £ 11.1 107.7+£9.7 108.2 +£10.7 107.7+9.7 108.1 £10.8 105 +£10.1 <0.001
Pressdo arterial sistolica (mmHg) 126.2+8.2 127.2+8.3 124.9+10.8 124.5+8.3 1247+ 11 123.0£8.7 0.326
Pressdo arterial diastolica (mmHg) 77.6 +8.3 77.4+179 77+73 76.7+ 8.6 76 +£ 8.1 76.2+6.6 0.968
HbA1c (mmol/mol) 53.8+8.2 55.1+£89 54.4+9.1 543+93 514+7.6 472+72 <0.001
HbAlc (%) 7.07 £0.75 7.19+0.81 7.13+0.83 7.12+0.5 6.85+0.70 6.47+0.66 <0.001
Glicemia em jejum (mmol/L) 8.05+1.77 831+ 1.77 6.81 £1.27 6.02+1.25 524+1.10 6.16+1.14 <0.001
Colesterol total (mmol/L) 46+1.5 42+1.1 42+1.2 39+1.2 43+1.1 4.0+1.1 0.882
Trigliceridios (mmol/L) 1.78 £1.43 1.59 £ 0.67 1.40+0.54 1.35+£0.55 141+09 1.40 £ 0.68 0.637

Os dados sao expressos como média £ D.P. Houve um valor ausente para colesterol total, HbA1c e ftriglicerideos durante o
tratamento com GLP-1 em 10 dias, e para glicemia de jejum na linha de base antes do tratamento com insulina e dois ausentes

em 10 dias durante o tratamento com insulina. O valor de p apresentado é o resultado da equacao estimada generalizada.
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Peso delta apds 10 dias (Insulina — GLP-1)

Peso delta apds 12 semanas (Insulina — GLP-1)

24

4

1 2 3 4
Conectividade linha de base ACC/OFC (escore-z)

1 2 3 4
Conectividade linha de base na Rede de Saliéncia (escore-z)

Peso delta apos 10 dias (Insulina — GLP-1)

1 2 3 4
Conectividade linha de base na Rede de Saliéncia (escore-z)
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Figura 12. Grafico de dispersao das correlagdes entre conectividade funcional basal em pacientes com DM2 e variaveis clinicas. ACC-OFC: rede
do cértex cingulado anterior e cértex orbito-frontal; Rede de saliéncia: rede da insula e cingulado anterior. Os “respondedores” (individuos que
perderam peso ap6s 10 dias ou 12 semanas de tratamento com GLP-1 quando comparados com o peso inicial) receberam tridngulos e “néo
respondedores” (aqueles que nao perderam peso com o tratamento com GLP-1 em comparagdo com o valor inicial) foram atribuidos quadrados.
Valores de peso sdo em kg.
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5
Discussao

Nesta tese, foram investigados os efeitos do bloqueio de receptores GLP-1, e do
tratamento no curto e longo prazo, com agonista do GLP-1, comparado ao tratamento
com insulina em redes de estado de repouso, relacionadas a alimentagdo e saciedade, em

pacientes DM2.

Na linha de base (infusdo de NaCl), os pacientes com DM2 apresentaram maior
conectividade nas redes ACC-OFC, BG e na rede de saliéncia em comparagdo a
individuos saudaveis, sendo uma maior conectividade de linha de base da rede de
saliéncia na insula esquerda e na parte frontal do opérculo relacionada a uma maior
diminui¢do de peso, mediada pelo agonista de GLP-1 apds 10 dias e apds 12 semanas.
Em contraste, maior conectividade de linha de base ACC-OFC frontal esquerda e no
cingulado anterior foi associada a menor diminuicao de peso, mediada pelo agonista de

GLP-1 ap6s 10 dias.

O bloqueio do receptor de GLP-1 e o tratamento de curto e longo prazo com GLP-
1, ndo alteraram os padrdes de conectividade funcional, nesta amostra de pacientes com
DM2, indicando, que as alteracdes no peso durante o tratamento, ndo foram
acompanhadas por alteracdes de larga escala, na conectividade intrinseca das redes de
estado de repouso investigadas. A conectividade da linha de base foi, no entanto,
relacionada as mudangas de peso e consumo durante o tratamento com GLP-1, indicando
que a conectividade de linha de base, durante o estado de repouso, esta relacionada a
perda de peso e as alteragdes no comportamento alimentar, induzidas pelo agonista do

receptor de GLP-1.

A variabilidade individual, em resposta ao tratamento com agonista de GLP-1,
nao ¢ um fendomeno totalmente compreendido. Individuos que perdem peso durante o
tratamento com GLP-1 s3o denominados “respondedores” e aqueles que nao o fazem,
“nao respondedores” (Schlogl et al., 2013; van Bloemendaal, ten Kulve, et al., 2014). Ao
longo do tratamento com agonista de GLP-1, houve 15 respondedores apds 10 dias e 18
ap6s 12 semanas. Como pode ser visto na Figura 12, a maioria dos nao respondedores
apresentou valores médios de conectividade, com efeitos limitados na direcao da

correlagao.
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A auséncia de alteragdes na conectividade, associadas ao tratamento, pode ter
varias explicagdes. Pode ser que nem o GLP-1 nem a insulina tenham resultado em
conectividade alterada ao longo de 12 semanas, ou que o tamanho da amostra nao tenha
sido suficiente para detectar tais alteragdoes. Além disso, a conectividade entre essas redes,
em vez da conectividade dentro delas, pode ter sido alterada. Por fim, as varreduras de
RMf em estado de repouso, foram adquiridas apenas no estado de jejum, enquanto o GLP-
1 ¢ liberado em reagdo a ingestdo de alimentos e estudos usando RMf, relacionados a
tarefas, encontraram diferencas mediadas por GLP-1 apds a ingestdo de alimentos (ten
Kulve et al., 2016; van Bloemendaal, IJzerman, et al., 2014; van Bloemendaal, Veltman,

Ten Kulve, et al., 2015).

Maior conectividade da insula esquerda e do opérculo, durante a infusao de NaCl,
foi encontrada em DM2, comparados aos controles, correlacionando-se com maior perda
de peso durante o tratamento com GLP-1. Curiosamente, Bloemendaal evidenciou uma
correlacdo positiva entre escores de alimentagdo emocional, e ativacdo em resposta a fotos
de alimentos caloricos na insula esquerda de controles magros, em contraste, participantes
obesos apresentaram essa correlacdo na insula direita, enquanto pacientes DM2
apresentaram essa relacao no OFC inferior direito (van Bloemendaal, Veltman, ten Kulve,

et al., 2015).

Isso sugere que a ativacao da insula esquerda em resposta a alimentos palataveis
possivelmente estd modulando um padrao menos patoldgico de alimentagdo emocional.
Essas diferencas de resposta na antecipa¢do do alimento, somadas a associacdo entre
conectividade na insula esquerda e melhor resposta ao GLP-1, podem estar representando
uma dicotomia entre um padrdo mais autonomico de regulacdo alimentar, suscetivel a
acao do GLP-1, em contraste com um padrao mais hedonico, em que a atividade da regido
frontal ¢ predominante em modular o comportamento alimentar, e ndo suscetivel a agdo
do GLP-1 por ndo ser uma regido com expressao de receptores do GLP-1 (Farr et al.,

2016)

Ao contrario do que foi encontrado para maior conectividade da insula, maior
conectividade frontal na linha de base foi associada a uma menor diminuicdo mediada
pelo agonista de GLP-1 no peso e no consumo ap6s 10 dias, e pacientes DM2 que nao
responderam aos efeitos de perda de peso do tratamento com agonista do GLP-1 ndo
apresentaram valores de conectividade frontal baixos quando comparados com o resto da
amostra.
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Sugerindo que a maior conectividade frontal e cingulada anterior, encontrada no
grupo obeso com DM2, pode ter consequéncias negativas para a perda de peso, indicando
uma menor sensibilidade aos efeitos do GLP-1. Talvez por conta de uma predominancia
do critério hedénico no comportamento alimentar, em combinagdo com problemas no
controle inibitério, que sobrepujaria o efeito de saciedade promovido pelo GLP-I.
Possivelmente devido & menor expressdo de receptores GLP-1 nas regides frontais,
enquanto a insula ¢ uma regido mais antiga, fortemente associada a saciedade, degustagado
e recompensa, ¢ mais afetada por hormonios intestinais, com estudos indicando que até

mesmo a flora bacteriana do intestino afeta sua conectividade funcional (Curtis et al.,

2019).

Ao contrario de muitos estudos, nossa amostra nao apresentou nenhuma alteragao
na conectividade da DMN. Entretanto, isso é condizente com a natureza da nossa amostra.
Alteragdes na DMN consistentemente estdo relacionados com medidas de declinio
cognitivo (Chau et al., 2022; Cui et al., 2015; Y. F. Wang et al., 2016b), que ¢ afetado
pela duragdao da diabetes e idade dos pacientes (Liu et al., 2019; Yang et al., 2016) ¢
muitos estudos incluem pacientes bem mais idosos com glioses diversas (Duinkerken et
al.,, 2012; Ryan et al., 2016; Walther et al., 2010), e frequentemente com declinio
cognitivo (Chau et al., 2022; Chen et al., 2016; Reijmer et al., 2010; Y. F. Wang et al.,
2016b; Yang et al., 2016; J. Zhang et al., 2016).

Em contraste, nossa amostra ndo tinha nenhuma complica¢do psiquidtrica ou
neurologica, nenhuma angiopatia, ¢ comparativamente mais jovem que muitos dos
pacientes com problemas cognitivos usados em outros estudos, € tem um tempo
relativamente curto de diagnostico de DM2 (< 10 anos); existem evidéncias crescentes de
que a conectividade aumenta de forma compensatoria nessa fase inicial, onde o quadro

neuroldgico ¢ subclinico (Liu et al., 2019; Saggar et al., 2017).

Ha também a possibilidade de que essa divergéncia, ainda que condizente com
nossa amostra, pode ser devido a diferencas nos métodos analiticos (por exemplo, anélises
de componentes independentes (ICA) versus andlises baseadas em sementes). No
presente estudo, o método ICA foi utilizado para estudar a conectividade, dentro de redes
intrinsecas espacialmente distintas, enquanto uma andlise, baseada em sementes, avalia a

conectividade entre uma regido semente selecionada a priori e outras regides do cérebro.
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Além de diferengas conceituais (ICA tem carater mais exploratdrio, enquanto
método de regides semente tem cardter mais confirmatorio), ICA ndo excluird regides
relevantes para rede, enquanto os métodos de semente vao excluir tudo que ndo for
relevante para as regides selecionadas a priori, fazendo a comparacao entre seus achados
dificil; além disso, ICA ¢ capaz de distinguir entre a conectividade intrinseca ¢ a

relacionada a tarefas, diferente dos métodos baseados em semente.

Ao decompor os dados em componentes estatisticamente independentes, o ICA
permite comparagdes entre grupos de redes de estado de repouso, claramente segregadas.
Nenhum outro método ¢ tdo poderoso na identificacdo de artefatos de movimento, ruido
fisiologico e outros sinais irrelevantes, tornando este método ideal para investigar
alteragdes na conectividade intrinseca de redes do estado de repouso (Joel et al., 2011).
Entretanto, a popularidade das analises baseadas em sementes ¢ maior do que ICA, o que

diminui bastante a amostra de estudos que podem ser diretamente comparados a esse

(Chau et al., 2022).

Este estudo possui algumas limitagdes. Primeiro, o tamanho da amostra ¢
modesto. Esta ¢ uma consequéncia da complicada parte da interven¢do do estudo, que
incluiu 2 periodos de tratamento de 12 semanas e um periodo de desmame de 12 semanas,
e os muitos pontos de tempo com imagens de RM. Isso foi compensado pelo uso de um
design de tratamento cruzado, beneficiando-se de mais poténcia nas medidas repetidas.
Além disso, os efeitos pds-prandiais do GLP-1 na conectividade funcional em estado de
repouso ndo foram medidos, e a sensibilidade ao tratamento com GLP-1 ndo foi

diretamente investigada.
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6
Conclusao

Foi evidenciada uma conectividade funcional elevada na insula e opérculo, em
pacientes DM2, comparados aos controles, correlacionando em maior perda de peso e
maior redu¢ao de consumo alimentar, mediada pelo agonista de GLP-1. Em contraste,
maior conectividade cingulada anterior e frontal medial foi relacionada a menor perda de
peso e menor redu¢do de consumo mediada pelo GLP-1. Sugerindo uma relagdo entre a
conectividade basal em estado de repouso e a perda de peso mediada pelo GLP-1 na

obesidade e no DM2.

Essas alteracdes de conectividade na insula e no cingulado anterior possivelmente
representam mecanismos distintos de organizacdo compensatdria da atividade cerebral,
com maior conectividade na insula indicando, maior responsividade, e maior
conectividade no cingulado anterior, menor responsividade aos efeitos terapéuticos do

agonista do GLP-1.

Estudos futuros devem se concentrar em amostras maiores, visando os efeitos na
conectividade em estado de repouso sob diversas condi¢cdes que ampliem nossa
compreensio sobre o papel do GLP-1 no funcionamento destas redes. E sugerido que se
investigue a conectividade apds a ingestdo de alimentos, ingestdo de glicose durante o
bloqueio agudo de GLP-1, possiveis relagdes entre o tabagismo, uso de Cannabis, ¢ a

acao do GLP-1.

r

Outro caminho de investigacdo ¢ usar andlises baseadas em sementes para
esclarecer um possivel papel do GLP-1 na conectividade extrinseca, como entre a DMN
e arede de saliéncia, rede de saliéncia e ACC-OFC, e entre ACC-OFC ¢ DMN. Também
¢ sugerido que sejam realizadas investigacdes estruturais buscando relagdes entre
alteragdes na estrutura cortical e a perda de peso mediada pelo GLP-1. Adicionalmente,
a investigacdo de diferentes grupos etarios, como adolescentes obesos, pode ser um
caminho interessante para melhor entender como GLP-1 interage com a conectividade

em individuos sem complicagdes.

Por ultimo, certos quadros psicopatologicos, como transtornos de ansiedade,
panico, e transtorno de aten¢ado e hiperatividade poderiam abrir janelas importantes para

compreensdo da acdo do GLP-1 em diferentes areas do sistema nervoso.

lala)
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Abstract

Aims: Glucagon-like peptide-1 (GLP-1) receptor agonist is used for the treatment of type
2 diabetes (T2DM), as it improves glycemic control, and reduces appetite and body
weight. It is also related to altered brain responses to food cues, but its effects on intrinsic
brain connectivity are unknown.

Materials and methods: Resting-state fMRI data was acquired in the fasted state during
saline and GLP-1 receptor antagonist infusion on 2 separate days in 20 patients with
uncomplicated T2DM and 20 matched controls, studying the acute effects of GLP-1.
Thereafter, T2DM patients were treated, in randomized order, for 12 weeks with a GLP-
1 agonist and 12 weeks with insulin glargine. Resting-state fMRI data were collected
before the start of treatment and 10-days and 12-weeks into treatment.

Results: During saline, T2DM patients showed higher connectivity than controls in the
left insula and operculum, which was related to larger GLP-1 agonist mediated weight
loss at 10 days and 12 weeks. Additionally, connectivity was higher in patients versus
controls in the left superior and medial frontal gyrus, frontal pole, and anterior and
paracingulate gyrus, which correlated to smaller GLP-1 agonist mediated weight-loss at
10-days (all Prwe < 0.05). There was no effect of GLP-1 receptor antagonist infusion or
GLP-1 agonist treatment on connectivity (all Prwg > 0.05).

Conclusions: In conclusion, increased baseline resting-state connectivity was shown to

be related to GLP-1 agonist mediated weight change.

Clinical trial number was NCT 01363609; ClinicalTrials.gov.

Keywords: resting-state, connectivity, type 2 diabetes, GLP-1
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Introduction

Glucagon-like peptide-1 (GLP-1) is an incretin hormone produced by L-cells in the
intestines, and is released during food consumption. GLP-1 receptor agonists act by
mimicking the effects of GLP-1, boosting insulin secretion, inhibiting the release of
glucagon in a glucose-dependent manner, and promoting satiety. Thus, helping control
glucose levels and promoting weight loss (1). It is believed that GLP-1 acts on the brain
by promoting satiety and suppressing food intake through GLP-1 receptors, which have
been found in the human hypothalamus, parietal cortex and medulla (2).

Regulation of food intake and maintenance of energy balance are both mediated by
the central nervous system (CNS). Thus, alterations in CNS responses to food intake may
be involved in dysregulation of feeding behavior and consequently in the development of
obesity and type 2 diabetes (T2DM) (3,4). Indeed, functional Magnetic Resonance
Imaging (fMRI) studies have shown evidence that altered CNS activity in reward and
emotion regulation areas is associated with obesity and T2DM. Obesity has been
associated with lower CNS responsiveness to palatable food consumption in reward areas
such as the caudate nucleus and putamen (5-7), and to an increased gustatory cortex
response to visual food cues, and to anticipating consumption of palatable food (5-7).

In addition, brain responses to visual food cues in the amygdala and insula were
higher in obese T2DM patients compared to lean controls (8). Together these results show
that obesity is associated with a blunted response to food consumption, and to a higher
response to food anticipation, especially palatable food. Interestingly, food picture related
brain activation in such areas was decreased by exenatide (GLP-1 receptor agonist)
infusion, whereas prior infusion of a GLP-1 receptor antagonist largely blocked this GLP-

1 effect (8).
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In response to chocolate milk, the insula and orbital frontal cortex (OFC) showed
lower activation in T2DM patients as compared to lean controls, whereas in those
controls, but not in patients, blocking GLP-1 receptors inhibited activation in the bilateral
insula (9). Ten-day treatment with a GLP-1 receptor agonist compared to treatment with
insulin glargine resulted in increased insula and caudate nucleus activation in response to
chocolate milk. At 12 weeks, these differences largely disappeared (9). This 10-day
difference suggests a pivotal role for GLP-1 in the regulation of CNS responses to food
pictures and palatable food.

Connectivity within resting-state networks (e.g. default mode network (DMN),
attentional, and fronto-parietal networks) (10), is related to many cognitive processes and
has been shown to be altered in many brain and non-brain diseases (11). In T2DM groups
relative to controls, resting-state connectivity has been found to be lower in the DMN,
insula and especially in the posterior cingulate cortex (PCC), and higher in the anterior
cingulate cortex (ACC), precuneus and the fronto-parietal network (12—15).

A study investigating identical twins discordant for weight showed lower bilateral
putamen resting-state connectivity in the heavier compared to the leaner twin, which
correlated with higher fat intake in all twins (16), indicating that resting-state connectivity
may have a role in food-related behavior.

Thus, we studied intrinsic connectivity of resting-state networks comprising
reward and emotion regulation regions in T2DM patients and healthy controls during
saline infusion and GLP-1 receptor blockage. Based on previous resting-state analyses in
T2DM it was hypothesized that connectivity would be lower in T2DM patients compared
to controls in food-related regions. It was also hypothesized based on previous findings
that GLP-1 receptor antagonist infusion would reduce insula connectivity in controls.

Additionally, 10-day and 12-week effects of GLP-1 agonist treatment in comparison with
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insulin glargine treatment on connectivity was studied in T2DM patients in a 12-week
randomized cross-over trial. Based on results from food-picture and chocolate milk fMRI
studies, we hypothesized that functional connectivity increases in food-related regions

after GLP-1 treatment versus insulin glargine treatment.

Materials and Methods

Participants

The study (NCT 01363609; ClinicalTrials.gov) was performed in compliance with the
Helsinki Declaration and approved by the Medical Ethics Committee of the VU
University Medical Center. All participants provided written informed consent. The
sample comprised 20 overweight or obese T2DM patients and 20 healthy lean individuals
matched for age and gender. General inclusion criteria were age between 40 to 65 years,
right handedness, stable body weight (no BMI changes >5% in the last 3 months) and
women needed to be post-menopausal. For T2DM patients, only treatment with
metformin or sulphonylurea derivatives was allowed and HbA1c had to be between 42 —
69 mmol/mol (6.0 — 8.5%). In case treatment included sulphonylureas, its use was
discontinued 4 weeks prior to the study with metformin treatment continuing normally.
Lean individuals needed to have a BMI below 25 kg/m? and be normoglycemic (fasting
plasma glucose levels below 5.6 mmol/l and below 7.8 mmol/l two hours after a 75g oral
glucose tolerance test). Exclusion criteria included any history of substance abuse,
psychiatric and eating disorders, neurological, cardiovascular, renal or liver disease,
malignancies, use of psychotropic agents, such as glucocorticoids, and inability to

undergo MRI imaging.
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Study protocol

The details of the experimental protocol have been described in detail elsewhere (9). All
resting-state fMRI scans were acquired after an overnight fast.

STUDY 1: Both healthy controls and T2DM participants underwent resting-state fMRI
imaging during an infusion of either NaCl (0.9% sodium chloride solution) or GLP-1
receptor antagonist exendin9-39 (Bachem; Clinalfa products, Bubendorf, Switzerland) at
a rate of 600 pmol/kg/min in randomized order using an infusion pump suitable for use
in the MRI shielded room (MRIdium 3850 MRI IV pump, Iradimed, Winter Park, USA).
These infusions were ongoing during MR scanning. The scans during saline infusion were
used to compare between-group baseline connectivity. The scans during saline and
exendin9-39 infusion were used for the interaction between group and infusion type.
STUDY 2: Only T2DM patients were included. This part was a randomized, cross-over,
intervention trial assessing the effect of insulin glargine and GLP-1 receptor agonist
liraglutide on functional connectivity. Patients underwent both treatments for a period of
12 weeks each in randomized order, with a 12-week between-treatment washout period.
Order of treatment was determined by a size four block randomization. To investigate
short- and long-term differences between treatments, each patient underwent a baseline
MRI-scan before the start of the treatment, at 10 days, and at 12 weeks. At each visit,
anthropometric measurements were taken, blood was drawn and an ad-libitum lunch

buffet was offered.

MRI acquisition
A 3.0 Tesla GE Signa HDxt scanner with an 8-channel phased array head coil was used
(General Electric, Milwaukee, WI, USA). For this study, a T1-weighted 3D fast spoiled

gradient-echo sequence (FSGE, TR: 8.2 ms, TE: 3.2 ms, 1 mm slice thickness) was used

82


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1712306/CA


PUC-Rio- CertificagaoDigital N° 1712306/CA

to obtain structural images. Resting-state fMRI data was acquired with an echo-planar
imaging sequence (TR: 1800 ms, TE: 35 ms, flip angle 80°, matrix size 64 x 64, voxel
size 3 mm isotropic, 34 slices). During acquisition of the resting-state fMRI participants
were instructed to keep their eyes closed, not to fall asleep and not to think of anything in

particular.

fMRI preprocessing

Functional images were preprocessed using the FMRIB Software Library (FSL 5.0.9)
(http://www.fmrib.ox.ac.uk/fsl). The following preprocessing steps were applied to all
images. After discarding the first two volumes to permit the occurrence of a steady state,
the remaining 200 volumes were motion and slice-timing corrected, brain extracted, and
smoothed using a Gaussian kernel of 6 mm. Next, the images were corrected for excessive
motion with ICA-AROMA (Independent Component Analysis [based] Automatic
Removal of Motion Artifacts) (17). This is an independent component analysis (ICA)
based pipeline to correct for motion artifacts that circumvents the major limitations of
methods such as censoring, despiking and detrending (17). Lastly, the motion corrected
images were temporally filtered using a 150.0 second high-pass filter, were registered to
each subject’s high-resolution T1-FSGE scan using boundary-based registration, and
nonlinearly warped to 4 mm MNI standard space. Scan quality, preprocessing and
registration were manually checked. One control participant and the treatment scans of
one T2DM patient were excluded due to artefacts on at least one scan during data
acquisition. The preprocessed fMRI images were then analyzed using the Group ICA of
fMRI Toolbox (Gift 3.0) of the medical Image Analysis Lab (MIALAB)

(http://mialab.mrn.org/software/gift/).
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First, including all T2DM and control scans during NaCl and exendin9-39
infusion, an ICA was carried out with 20 repetitions to identify large-scale patterns of
connectivity across the entire study population. All data was concatenated in an aggregate
series and then reduced using principal component analysis. Estimation of independent
group components used the Infomax algorithm (18).

The ICASSO software, implemented in GIFT, was used to analyze the consistency
of derived networks. From these resting-state networks, four were chosen which included
brain regions involved in reward/satiety and food-related behaviors. These were the
subgenual anterior cingulate cortex and orbital frontal cortex network (ACC/OFC), the
basal ganglia and thalamus network (BG), the insula and anterior cingulate cortex
network (IN/ACC), and the right fronto-parietal network (RFP). Additionally, the default
mode network (DMN) was added for its importance in resting-state studies. These
networks were identified visually and based on the correlation with the networks

presented in (19) (http://brainmap.org/).

Subsequently, spatial-temporal-regression was used to create subject-specific
spatial networks and time-courses of these whole-group ICA maps. Finally, to obtain
values comparable across subjects, each subject component image and time-course was
converted into z-values. One sample t-tests, with a threshold of Prwe < 0.05 corrected
with family wise error (FWE), were performed on each network to create a mask

containing all voxels that contributed to the network (Figure 1).

Statistical Analysis

Baseline group characteristics were analyzed using an independent sample t-test, chi-

square, or Mann-Whitney U test whether appropriate. T2DM group characteristics at
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baseline, 10 days and 12 weeks during insulin and GLP-1 treatment were analyzed using
a generalized estimating equation approach.

All voxel-wise statistical tests were performed using the Permutation Analysis of
Linear Models (PALM) tool version alphal08 (Aug/2017) (20). Time of the permutation
testing was shortened by adding acceleration options to the PALM command line. This
reduces the need for a high number of permutations (e.g. >10,000), while the accuracy
remains comparable (21). For all analyses, 5,000 permutations with acceleration options
were used, as this gives similar results to 50,000 permutations without the acceleration
options (21). Clusters were generated using Threshold Free Cluster Enhancement, which
does not require passing a minimum cluster size. To correct for multiple comparisons, the
Family Wise Error (FWE) correction was used.

Local differences in functional connectivity between patients and controls at
baseline (i.e. NaCl infusion) were tested using an independent sample t-test. To test the
interaction between group and infusion type, exendin9-39 scans were subtracted from
NaCl scans, and the delta scans were subjected to an independent samples t-test. All these
analyses were corrected for age, sex, and systolic blood pressure.

The second part of the study tested the interaction between time and treatment.
First, for each T2DM patient, delta-scans were created by subtracting, within the same
treatment, scans acquired at baseline from those made at 10-days, baseline from 12-weeks
scans, and 10-days from 12-weeks scans. Then a delta-scan of between-treatment
differences was created by subtracting GLP-1 delta-scans from insulin delta-scans. The
subsequent files were grouped into a 4D-file and were entered into a one-sample t-test
design.

Correlations between local differences in functional connectivity, BMI/weight

and HbA1c were analyzed using Pearson’s correlations.
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A P < 0.05 and Prwe < 0.05 were considered statistically significant.
Voxel-wise tests were performed using PALM. All other tests were performed in SPSS

v23 (IBM-SPSS, Chicago, IL, USA).

Results

Participant characteristics

Table 1 summarizes the baseline clinical characteristics of both groups. Compared with
controls, T2DM patients had higher weight, BMI, waist circumference, fasting plasma
glucose and HbAlc (all P <0.001), as well as systolic blood pressure (P = 0.002). Fifteen
patients were on cholesterol lowering and 10 on antihypertensive medication, compared
to none of the controls (all P <0.001). Time since T2DM diagnosis was on average 7.8 +
1.1 years. As reported previously, there was a significant reduction in body weight over
12 weeks of GLP-1 agonist treatment compared with insulin glargine (A—3.3 kg vs. A+0.4
kg respectively, P <0.001), waist circumference (A—2.7 cm vs. A+0.4 cm respectively, P
<0.001), and HbAlc (A-7.9 mol/mmol vs. A—2.4 mol/mmol respectively, P <0.001) (9).
There were no statistically significant effects on blood pressure, cholesterol or intake

during the lunch buffet (9).

Local functional connectivity

The voxel-wise results are shown in Figure 1. Figure 2 shows the mean (with standard
deviation) connectivity for each network as a whole for each group during both NaCl and
infusion of the GLP-1 antagonist exendin9-39 (study 1, left column) and for the T2DM
group during insulin and GLP-1 treatment (study 2, right column). Between-group
comparisons during NaCl infusion showed higher functional connectivity in T2DM
patients compared to controls in the ACC/OFC network (mean z-value controls: 0.98 +

0.82, mean z-value T2DM: 2.04 + 1.14, Cohen’s &: 1.06, Prwe < 0.05). This cluster
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comprised the left frontal pole, anterior and paracingulate gyrus, frontal medial cortex,
and superior frontal gyrus. In the BG network T2DM patients had increased left insula
connectivity (mean z-value controls: 0.02 = 0.72, mean z-value T2DM: 1.02 + 0.72,
Cohen’s 6: 1.38, Prwge <0.05). Lastly, in the IN/ACC network, connectivity was increased
in the left frontal and central opercular cortex, extending into the insula (mean z-value
controls: 1.69 £ 0.68, mean z-value T2DM: 2.73 £ 0.90, Cohen’s d: 1.33, Prwe < 0.05).
There were no between-group differences for the DMN, nor were there statistically
significant clusters of lower connectivity in the T2DM group compared to controls (Prwe
> 0.05). These results were independent of age, sex, and systolic blood pressure. There
were no statistically significant interactions between group and infusion type (NaCl or
exendin9-39) (Prwg > 0.05).

In study 2, GLP-1 treatment did not induce differences in connectivity over time
compared to insulin. There were no significant interactions between time (baseline, 10

days, or 12 weeks) and treatment (GLP-1 or insulin) (Prwg > 0.05).

Correlations between baseline functional connectivity and biomedical variables
Correlations were calculated in all T2DM patients using the between-group cluster means
obtained at baseline during NaCl infusion and BMI/weight and HbA ¢ after 10-days and
12-weeks of either GLP-1 agonist or insulin glargine treatment.

Higher baseline frontal ACC/OFC connectivity was correlated with a smaller GLP-
1 agonist mediated weight reduction after 10 days (r =-0.458, P = 0.042). Higher baseline
inferior frontal IN/ACC connectivity correlated with a larger GLP-1 agonist mediated
weight reduction after 10 days (r = 0.502 P =0.024), and 12 weeks (r = 0.446, P = 0.049).

Scatter plots for all correlations can be found in Figure 3.
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Discussion

In this study, the effect of T2DM and GLP-1 receptor blockage on food and satiety related
resting-state networks was studied. Additionally, the effect of short- and longer-term
GLP-1 agonist treatment on these networks was measured in T2DM patients in
comparison with insulin treatment. At baseline, T2DM patients had higher connectivity
in the ACC/OFC, BG and IN/ACC networks compared to healthy individuals, but there
was no significant interaction effect between group and GLP-1 receptor blockage. There
were also no interaction effects between time and treatment type with a GLP-1 receptor
agonist on connectivity. However, higher baseline IN/ACC left insular and frontal
operculum connectivity was related to a larger GLP-1 agonist mediated decrease in
weight after 10-days, and after 12-weeks. In contrast, higher ACC/OFC left frontal and
anterior cingulate connectivity was associated with smaller GLP-1 agonist mediated
decrease in weight after 10-days.

Our finding of increased connectivity in frontal regions and in the insula is contrary
to our hypothesis and studies showing decreased connectivity in the right insula, DMN,
frontal and parietal lobes (14,15). However, the findings are in accordance with previous
studies showing increased connectivity in these regions, the DMN and fronto-parietal
networks (14,15,22,23).

These somewhat diverging results could be due to differences in analytical methods
(e.g. independent component analyses (ICA) versus seed-based analyses). In the present
study we used ICA to study connectivity within spatially distinct intrinsic networks,
whereas a seed-based analysis assesses connectivity between an a priori selected seed
region and other brain regions (24). By decomposing the BOLD data into statistically
independent components ICA allows between-group comparisons of clearly segregated

resting-state networks, no other method is as powerful in identifying motion artifacts,
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physiological noise and other irrelevant signals, making this method ideal to investigate
resting-state network alterations (22). Second, contrary to the current study, most
previous studies have included patients with micro- or macroangiopathy, which has been
found to negatively affect the brain in T2DM patients (25). Age may also be associated
with these differences, as our sample included, on average, younger patients.

GLP-1 receptor blockage and short- and longer-term treatment with GLP-1 did not
alter functional connectivity patterns in this sample of T2DM patients, indicating that the
changes in weight and BMI during treatment were not paralleled by changes in large-
scale resting-state connectivity networks. Baseline connectivity was, however, related to
the weight changes during GLP-1 treatment, indicating that baseline resting-state
connectivity is related to GLP-1 receptor agonist induced weight loss.

Individual variability in response to GLP-1 agonist treatment is not a fully
understood phenomenon. Individuals that lose weight during GLP-1 treatment are called
“responders” and those who do not “non-responders” (26,27). Over the course of the
GLP-1 agonist treatment, there were 14 responders after 10-days and 17 responders after
12-weeks. As can be seen in Figure 3 most non-responders had average connectivity
values, thus having limited effects on the direction of the correlation.

The absence of connectivity changes after treatment in networks may have several
explanations. It could be that neither GLP-1 nor insulin resulted in altered connectivity
over the course of 12 weeks, or that the sample size was not sufficient to detect such
changes. Also, connectivity between these networks rather than connectivity within the
networks may be altered. Lastly, the resting-state fMRI scans were only acquired in the
fasted state, whereas GLP-1 is released in reaction to food ingestion, and studies using

task-related fMRI found GLP-1 mediated differences after food intake (8,9,28). Future
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studies in larger samples should investigate the role of GLP-1 on brain connectivity in the
non-fasted state.

Higher left insula and operculum connectivity during NaCl infusion was found in
T2DM versus controls, correlating with more weight-loss during GLP-1 treatment. A
similar relationship between GLP-1 and insula response to food pictures and chocolate
milk was previously found (8,9,28). Interestingly, a study comparing low-frequency
resting-state fluctuations between obese and lean females after a short (3-5 hour) fast
found increased activation in the insula of the obese group independent of food intake
(29). Furthermore, a study comparing resting-state connectivity of lean and obese
individuals after an overnight and prolonged (48h) fast found higher connectivity in the
left insula of obese subjects after the overnight fast (30). Taken together, it is evident that
the insula is related to food and satiety and the results of our study may suggest that
connectivity alterations in this region are also related to weight changes in the presence
of GLP-1 treatment.

Compared to healthy subjects, connectivity was also increased in the anterior
cingulate and frontal medial cortices, regions involved in reward and motivation that have
been associated with obesity and addiction (31,32). Higher anterior cingulate and
orbitofrontal connectivity was found in former heroin and cocaine users (33-35).
However, reduced dorsolateral prefrontal cortex connectivity was related to a reduction
in cue-elicited craving and cigarette consumption in smokers (36). In obesity, increased
frontal connectivity has been found when compared with controls (37,38). Interestingly,
a study investigating weight loss in women showed that weight loss was related to
decreasing connectivity in the right inferior and superior frontal gyrus (39). This indicates
that the increased frontal and anterior cingulate connectivity as found in the obese T2DM

group may have negative consequences for weight loss. Indeed, contrary to what was
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found for higher insula connectivity, higher frontal connectivity at baseline was
associated with a smaller GLP-1 agonist mediated decrease in weight after 10 days.

This study has several limitations. First, the sample size is modest. This is a
consequence of the complicated intervention part of the study which included 2 12-week
treatment periods and a 12-week wash-out period and the many time-points with MR-
imaging. This was compensated for by using a cross-over treatment design, benefiting
from more power within the repeated measures. Furthermore, the post-prandial effects of
GLP-1 on resting-state functional connectivity were not measured.

In conclusion, this study showed that insula resting-state functional connectivity
was increased in T2DM patients relative to controls, which was related to more GLP-1
agonist mediated weight-loss. Contrary, higher anterior cingulate and medial frontal
connectivity was related to less GLP-1 related weight-loss. This indicates that resting-
state connectivity may have a function in GLP-1 related weight-loss in obesity and
T2DM. Future studies should focus on larger samples aiming at the effects on resting-
state connectivity after food intake and further investigate the relations between

connectivity and response to GLP-1 agonist treatment.
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Figure 1. Schematic view of the voxel-wise between-group and treatment analyses. The
network layout is presented in green. Red-yellow indicates higher statistical significant t-
values in the group/treatment last mentioned, blue indicated lower statistical significant

t-values in the group/treatment last mentioned.

Figure 2. Bar graph of whole-network mean z-scores with standard deviation at baseline
during NaCl and exendin9-39 infusion for healthy controls (white bars) and T2DM (gray
bars) participants, and for whole-network mean connectivity for 10-days (white) and 12-
weeks (gray) insulin and GLP-1 treatment. The dashed line represents the patients’ mean
connectivity during NaCl infusion. T2DM: type 2 diabetes; ACC/OFC: anterior cingulate
orbitofrontal network; BG: basal ganglia network; IN/ACC: insula and anterior cingulate

network; RFP: right fronto-parietal network; DMN: default mode network.

Figure 3. Scatter plot of the correlations between baseline functional connectivity in
T2DM patients and clinical variables. ACC/OFC: anterior cingulate orbitofrontal
network; BG: basal ganglia network; IN/ACC: insula and anterior cingulate network.
“Responders” (individuals who lost weight after 10 days or 12 weeks of GLP-1 treatment
when compared with baseline weight) were assigned triangles and “non-responders”
(those who did not lose weight with GLP-1 treatment compared to baseline) were

assigned squares.

97


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1712306/CA


PUC-Rio- CertificagaoDigital N° 1712306/CA

Table 1. Clinical characteristics, motion correction and voxel-wise differences of

patients and controls.

Healthy controls Obese T2DM P_value
(n=19) patients (n = 20)

Age (years) 56.3+6.3 59.5+4.1 0.085
Gender, Male/Female (n) 9/10 11/9 0.644
Weight (kg) 67.5+9.4 954+154  <0.001
Body Mass Index (kg/m?) 223+1.5 32.0+4.7 <0.001
Waist circumference (cm) 80.5+7.1 1089+ 11.1 <0.001
Systolic blood pressure (mmHg) 112.7+16.2 128 £9.1 0.002
Diastolic blood pressure (mmHg) 72.6 £11.5 78 £ 8.0 0.118
HbA 1c (mmol/mol) 36.8 £ 1.75 56.1 +10.1 <0.001
HbAlc (%) 55+0.1 72+09 <0.001
Fasting plasma glucose (mmol/L) 45+0.5 84+2.1 <0.001
Diabetes duration (years) - 7.8 1.1 -
Blood pressure-lowering medication (n) 0 10 <0.001
Cholesterol lowering medication (n) 0 15 <0.001
Absolute motion displacement
Before ICA-AROMA during NaCl (mm) 1.001 £ 0.735 0.820+0.518  0.373
After ICA-AROMA during NaCl (mm) 0.026 £ 0.017 0.030+0.012  0.454
Before ICA-AROMA during exendin9-39 (mm)  0.747 + 0.569 0.842+0.426  0.557
After ICA-AROMA during exendin9-39 (mm) 0.022 +0.011 0.027+0.012  0.139

Data are presented as mean + S.D. ACC/OFC indicates anterior cingulate cortex and

orbital frontal cortex network; BG means basal ganglia and thalamus network; IN/ACC

indicates insula and anterior cingulate cortex network.
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Table 2. Clinical characteristics of obese T2DM patients before and during treatment

Baseline 10 days 12 weeks P-value
Patient characteristics (n = 19) Insulin GLP-1 Insulin GLP-1 Insulin GLP-1
Weight (kg) 94.6 £15.8 95+15 943+157 939+151 95+15.1 91.7+15.7 <0.001
Body Mass Index (kg/m?) 31.7+£47 31.8+45 31.6+47 314+46 319+4.6 30.7+4.5 <0.001
Waist circumference (cm) 107.7+11.1 107.7+9.7 108.2+10.7 107.7+9.7 108.1 £10.8 105+ 10.1 <0.001
Systolic blood pressure (mmHg)  126.2+8.2 127.2+8.3 1249+10.8 1245+83 124.7+11 123.0£8.7 0.326
Diastolic blood pressure (mmHg) 77.6+8.3 77.4+79 77+7.3 76.7 + 8.6 76 £8.1 76.2 + 6.6 0.968
HbA 1c (mmol/mol) 53.8+82 551+£89 544+9.1 543+£93 514+£76 472+72 <0.001
HbAlc (%) 7.07+£0.75 7.19+081 7.13+£0.83 7.12+£0.5 6.85+0.70 6.47+0.66 <0.001
Fasting plasma glucose (mmol/L) 8.05+1.77 831+1.77 6.81+127 6.02+125 524+1.10 6.16+1.14 <0.001
Total cholesterol (mmol/L) 46=+1.5 42 +1.1 42+1.2 39+£1.2 4.3 +1.1 4.0+1.1 0.882
Triglycerides (mmol/L) 1.78+1.43 1.59+0.67 1.40+0.54 135+0.55 141+09 1.40+0.68 0.637
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Data is expressed as mean = S.D. There was a missing value for total cholesterol, HbAlc and triglycerides during GLP-1 treatment
at 10 days, and for fasting glucose one missing at baseline before insulin treatment, and two missing at 10 days during insulin

treatment.
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