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RESUMO

Introducio: Os glicocorticoides (GCs) estdo envolvidos na regulagao e adaptacao
da resposta ao estresse, exercendo seus efeitos através de seus receptores. Variagdes
polimoérficas no gene do receptor de glicocorticoide (GR) tém sido caracterizadas
funcionalmente. O polimorfismo A3669G do gene do GR esta relacionado a modificagdes na
sensibilidade aos GCs e mudangas no perfil metabolico. Concentragdes fisiologicas de GCs
estimulam a ingestao calorica e, na presenca de insulina, modificam a preferéncia alimentar.
A variante A3669G do gene do GR parece levar a um menor risco para diabetes, em pacientes
com Sindrome de Cushing, e para o tabagismo, quando associado a um polimorfismo do gene
do receptor de mineralocorticoide, sugerindo uma modulacdo na via de recompensa. O
objetivo deste trabalho ¢ avaliar a associacao de variantes do polimorfismo A3669G do gene
do GR com o comportamento alimentar e parametros metabolicos em uma amostra de
estudantes, correlacionando com dados de neuroimagem funcional. Métodos: A amostra
provém de alunos de 6 escolas de Porto Alegre, avaliados em 2008 e em 2013. Em 2008, 131
individuos apresentavam o protocolo completo de avaliagdo e, destes, 74 retornaram em 2013.
A avaliagdo incluiu genotipagem, antropometria, exames laboratoriais, comportamento
alimentar ¢ um paradigma avaliando a ativacdo cerebral em resposta a visualizagdo de
imagens de alimentos palataveis, nao palataveis e de objetos neutros. A analise da associagao
com os fenotipos foi realizada através do teste ¢ de Student e Chi quadrado; os dados do
estudo longitudinal foram analisados por meio de Equacdes de Estimaticdo Generalizada.
Resultados: A variante G do polimorfismo A3669G do gene do GR foi encontrado em
17,6% em 2008 e em 14,9% da amostra em 2013. Nao houve diferenca entre os grupos de
carreadores do alelo G e ndo carreadores quanto a diferentes confundidores; a comparagao
entre as médias dos dois grupos sobre o consumo caldrico proveniente de proteinas,
carboidratos e gorduras em 2008 ndo revelou diferencas significativas; nesta etapa, as analises
evidenciaram maior consumo de acucares e de calorias totais no grupo nao carreador do alelo
G. Em 2013, estes individuos ndo carreadores do alelo G do polimorfismo A3669G
apresentaram maior insulinemia e além de aumento no indice de resisténcia a insulina, sem
diferencas no consumo alimentar. Os dados de neuroimagem funcional indicaram que a
visualizagao de imagens de alimentos palataveis pelo grupo nao carreador do alelo G ativou o
giro occipital médio, uma regido implicada no processamento visual, mostrando menor
ativacdo em giro pré central e nas areas de Brodmann 4 e 6, relacionadas ao planejamento
motor e sensibilidade ao sabor. Conclusdo: Os resultados mostram que os individuos nao
carreadores da variante G do polimorfismo A3669G do gene do GR apresentaram menor
sensibilidade a insulina, precedidos pela modulagao na preferéncia alimentar. Os achados em
neuroimagem funcional indicam maior saliéncia de incentivo aos alimentos palataveis e
predisposicao a impulsividade no grupo nao carreador do alelo G. Sugere-se que a redugdo na
sensibilidade em nivel celular aos GCs relacionada a presenga do alelo G, afete a ingestao
alimentar, reduzindo o consumo de alimentos palataveis, diminuindo o risco para doengas
metabolicas.

PALAVRAS-CHAVE: polimorfismo do gene do receptor de glicocorticoide, comportamento
alimentar, sensibilidade a insulina, neuroimagem funcional



ABSTRACT

Introduction: Glucocorticoids are involved in regulation and adaptation of the stress
response, exerting effects through its receptors. Variations on the glucocorticoid receptors
genes have been characterized functionally. The A3669G polymorphism of the glucocorticoid
receptor gene is related to a change in the tissue sensitivity to glucocorticoids and altered
metabolic profile. Physiological concentrations of glucocorticoids stimulate food intake and in
the presence of insulin affect food preferences. The G variant of the A3669G polymorphism
appears to lead to a lower risk for diabetes, in patients with Cushing's syndrome, and
smoking, when associated with a polymorphism of the mineralocorticoid receptor gene,
suggesting a modulation in reward pathways. The objective of this study is to evaluate the
association of A3669G polymorphism variants with feeding behavior and metabolic
parameters in a sample of students correlating with functional neuroimaging data. Methods:
The sample includes students of 6 schools in Porto Alegre, evaluated at two occasions 2008
and in 2013. In 2008, 131 individuals had complete protocol assessment and, from these, 74
returned in for re- evaluation in 2013. The evaluation included genotyping, anthropometry,
laboratory tests, feeding behavior and a functional MRI paradigm to verify brain activation in
response to the visualization of palatable, non- palatable foods and neutral items. The
association with phenotypes was performed using Student's t test and Chi-square; longitudinal
study data were evaluated using Generalized Estimating Equations. Results: The variant of
the A3669G polymorphism was found in 17.6% of the students in 2008 and 14.9% of the
sample in 2013. There was no difference between groups in the sample composition; the
comparison between groups of the mean caloric intake originating from proteins,
carbohydrates and fats in 2008 revealed no significant differences; at this time, analysis
showed lower consumption of sugars and total calories in the G carrier group. In 2013, these
individuals showed a reduction in insulin level and resistance, with no differences in food
intake. The fMRI data indicated that viewing a food palatable image by the wild-type allele
carrier group activated a region involved in visual processing (middle occipital gyrus) and
deactivated an area related to motor planning and sensitivity to taste (pre central gyrus).
Conclusion: The results showed that G carriers of the A3669G polymorphism of
glucocorticoid receptor gene had lower insulin resistance levels, preceded by modulation of
their food preference. The findings in functional neuroimaging showed increased incentive
salience on viewing palatable food images and a predisposition for impulsivity in noncarriers.
Data suggest that reduction in glucocorticoids sensitivity at a cellular level affects food intake,
by reducing consumption of palatable foods, possibly decreasing the risk for metabolic
diseases.

KEYWORDS: glucocorticoid gene polymorphism, feeding behavior, insulin sensitivity,
functional neuroimaging
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1 INTRODUCAO

A prevaléncia do sobrepeso ¢ da obesidade vem alcancando niveis epidémicos na
populagdo geral (National Center for Health Statistics, 2009) coincidente com o aumento no
numero de casos e também na severidade do estresse psicologico (KUDIELKA & WUST,
2010; American Psychological Association, 2009). Por isto, compreender as conexdes entre

estresse e obesidade € de extrema relevancia clinica.

Estresse psicoldgico ¢ um fator bem estabelecido implicado no desenvolvimento da
obesidade (DALLMAN, 2010). Os organismos vivos sobrevivem através da manutengao de
uma dindmica complexa e de um equilibrio harmonioso, chamado homeostase, que ¢
constantemente desafiado por ameacas perturbadoras intrinsecas ou extrinsecas, 0s
estressores. O estado de equilibrio necessario para a adaptacdo bem sucedida ¢ mantido
através da neutralizacdo e do reestabelecimento de forgas, via respostas adaptativas. Neste
contexto, o estresse ¢ definido como um estado de desarmonia ou de ameaga a homeostase
(CHROUSOS, 1992) ou como um estado subjetivo de percepgao de alteragdes potencialmente
adversas (JOELS & BARAM, 2009).

O mecanismo chave através do qual o estresse predispde ao ganho de peso e obesidade
tem sido chamado de alimentacdo induzida pelo estresse; este dispositivo adaptativo de busca
por alimentos palataveis durante o estresse ¢ conservado entre espécies. Ambos, seres
humanos (GREENO & WING, 1994; ADAM & EPEL, 2007), e animais (DALLMAN et al.,
2003) demonstraram aumentar a ingestdo de alimentos apds estresse ou emog¢do negativa,
mesmo quando o organismo nao estd com fome (APPELHANS et al., 2010). Além disso, em
uma situagdo e/ou em um ambiente tidos como estressantes, o tipo de alimento consumido
tende a ser rico em agucar e/ou gordura (PECORARO et al., 2004; EPEL et al., 2001), os
alimentos confortantes, no inglés chamados de comfort foods. Conforme Pecoraro e
colaboradores (2004), os alimentos confortantes sao nutrientes saborosos, ricos em agucar €

gordura, consumidos como forma de aliviar o efeito de estressores.

Os estressores, em conjunto com redes emocionais cerebrais, promovem mudancgas
que podem modificar o controle homeostatico alimentar. Através da ativacao de redes neurais
de resposta ao estresse, ocorre um direcionamento da cogni¢do a um aumento na atividade
emocional e reducdo na funcdo executiva; assim, em resposta a um estimulo estressor, estes
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padrdes sao preferencialmente ativados em detrimento a uma via de avaliacao cognitiva. Em
nivel hormonal, durante o estresse ocorre a secrecdo de glicocorticoides (GCs), que
aumentam a motivacdo para o consumo de alimentos. Apds a ingestdao de alimentos
promovida pelo estresse hé a secrecdo de insulina, que atua sobre a preferéncia alimentar.
A ativagao destas vias direcionadas a busca e utilizagdo de alimentos confortantes/prazerosos,
reduz a atividade na rede de resposta ao estresse, fortalecendo a relagdo entre o alimento
palatavel e a atenuacdo ou extingdo da sensagdo de estresse. Deste modo, a alimentacao rica
em gordura e acucar reduz atividade da resposta ao estresse e reforga um determinado padrao

de consumo alimentar (DALLMAN, 2010).

A exposi¢ao cronica a eventos estressores desregula o eixo limbico-hipotalamico-
hipofisario-adrenal (LHHA) (figura 2), levando a inimeros desfechos adversos (MCEWN,
1998), incluindo desde alteragdes alimentares e metabodlicas até disturbios do humor
(SCHULKIN et al., 1998; SWAAB et al., 2005; HOLSBOER, 2001). As doencas induzidas
pelo estresse sao muitas vezes co-morbidas tal que a incidéncia de depressao, transtorno de
humor e ansiedade ¢ frequentemente associada a disturbios alimentares e obesidade (LO
SAURO et al, 2008; WARNE, 2009; GALVEZ et al., 2015). Estudos em animais
demonstraram que o estresse cronico (HOUSSHYAR et al, 2004, DALLMAN &
BHATNAGAR, 2001) ou a administragdo do hormonio liberador de corticotropina (CRH)
(RICHARD et al., 2002; HOTTA et al., 1999) atenuaram a ingestdao de dieta de baixa caloria.
Além disso, sessdes repetidas de estresse por contengdo (MARTI et al., 1994; SMAGIN et
al., 1999), estressor cronico variavel (GAMARO et al., 2003) ou exposi¢ao a predadores
(JOCHMAN et al., 2005) reduziram a ingestdo alimentar € o peso corporal em ratos. A
subordinagdo social também demonstrou reduzir a ingestdo alimentar e o peso em ratos
(GAMARO et al., 2003) e em macacos (SMALL, 1981). Estes achados sdo consistentes com
observagoes de estudos clinicos mostrando que a anorexia em mulheres estd muitas vezes
associada com anormalidades na funcdo do eixo hipotadlamo-hipofise-adrenal (HHA)
(LICINIO et al., 1996). No entanto, os efeitos anorexigenos da exposicao ao estressor estao
em desacordo com dados que ligam transtornos de humor a obesidade (MCELROY et al.,

2004; WERREIJ et al., 2006).

Do ponto de vista evolutivo, consumo e armazenamento de calorias sugerem um

melhor desempenho frente a estressores, porém a cronicidade do estressor combinada com o
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consumo de dietas altamente caloricas podem tornar tais comportamentos prejudiciais;
pesquisas em humanos tém demonstrado uma relagcdo entre estresse e ingestdo de alimentos
palataveis (GIBSON, 2006). Estudos com modelos animais mostraram que o estresse leva a
um aumento no consumo calérico em certas circunstancias: ratos em jejum expostos a
estressores fisicos consomem preferencialmente alimentos palataveis (HAGAN et al., 2003),
com rapido ganho de peso e aumento da gordura abdominal (DALLMAN et al., 2003;
DALLMAN et al., 2005). A administragdo crescente de corticosterona aumenta o consumo de
alimentos palataveis, aumentando também a deposicdo de tecido adiposo abdominal,
demonstrando que a ativacdo continuada do eixo LHHA atua como fator determinante na
alteragdo do padrao de escolha e ingestao alimentares (DALLMAN et al., 2005; LA FLEUR
et al.,2004).

Os GCs e a insulina, em estados basais, estdo intimamente entrelagados na regulacao
da quantidade e variedade de ingestao alimentar e a disposicao caldrica (DALLMAN et al.,
1993). Ambos atuam na periferia e no sistema nervoso central (SNC), geralmente em direcoes
opostas. Os GCs agem centralmente para motivar a ingestao calérica, a memoria € o
aprendizado associados a este comportamento, embora possam induzir a apoptose neuronal
(SAPOLSKY, 1992). J4 a insulina age no hipotalamo (WOODS & PORTE, 1983), bem como
no sistema de recompensa (FIGLEWICZ et al., 2004, 2006) para limitar a ingestdo caldrica.
A insulina, assim como o GC, promove a aprendizagem ¢ memoria e ¢ anti-apoptética (VAN
DER HEIDE et al., 2006). Perifericamente, os GCs reduzem as calorias armazenadas e
aumentam a insulina. Uma vez na periferia, a insulina aumenta os depositos caloricos através
da estocagem de gorduras e proteinas (LEIBEL et al.,, 1989) e também parece atuar
sistemicamente (sobrepondo um sinal inibitorio hepatico) com o intuito de promover a
ingestdo de calorias oriundas de lipideos (WARNE et al., 2007a). Em conjunto, a insulina e o
GC atuam sinergicamente para expandir os depositos de gordura mesentérica, favorecendo o
acumulo de gordura abdominal por apresentarem agdo adipogénica e lipogénica.

Estas acdes dos GCs e da insulina sdo altamente adaptativas do ponto de vista
evolutivo, permitindo que os organismos reajam e tenham energia armazenada disponivel
para escapar diante de uma ameaga. No entanto, as modernas sociedades industrializadas
podem ter superado esta utilidade das acdes destes hormonios. A vida no século XXI tem um
ritmo acelerado e o alimento ¢ abundante e disponivel. Além disso, parece haver um aumento

na quantidade de estresse percebido pelos individuos nas sociedades modernas, afetando o
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comportamento alimentar (LATTIMORE & MAXWELL, 2004; O’CONNOR et al., 2008;
WALLIS & HETHERRINGTON, 2009). Evidéncias recentes mostram que estresse no
trabalho e baixo apoio social estdao significativamente associados com o aumento do indice de
massa corporal e obesidade abdominal (BRUNNER et al., 2007).

Recentemente tém sido identificados genes candidato especificos, que poderiam
explicar a variacdo na reatividade ao estresse. Muitos estudos vem direcionando-se ao
receptor de glicocorticoide (GR), que intermedia varias a¢des dos GCs. Variantes genéticas
do gene do GR, os chamados polimorfismos de nucleotideo tinico (SNPs, do inglés, single
nucleotiode polymorphisms), parecem contribuir para as diferengas na atividade do eixo
HHA, por afetar a sensibilidade celular ao GC (WUST et al., 2004; de RIJK & de KLOET,
2008). Cinco diferentes SNPs do gene do GR tém sido investigados: Bcll (rs41423247),
TthlIII (rs10052957), A3669G/GR-9B (rs6198), N363S (rs6195) e ER22/23EK (rs6189 e
6190). Embora os GCs regulem a fung¢do de quase todos os tecidos do corpo, o efeito
fisiologico mais conhecido desses hormdnios ¢ a regulagdo do metabolismo energético
(PARIANTE & MILLER, 2001). A excitagdo emocional foi associada tanto com o aumento
quanto com a diminui¢ao da ingestdo alimentar e do peso (STONE & BROWNELL, 1994;
WIILENBRING et al., 1986). A compreensdo dos possiveis mecanismos implicados na
alimenta¢do induzida pelo estresse ¢ importante, podendo funcionar como um gatilho tanto
para a obesidade (RAND & STUNKARD, 1978) como para outros transtornos relacionados
com o controle alimentar (LINGSWILER et al.,, 1989). Estudos neurofisioldgicos e
comportamentais (KRUCK et al., 2005; KARST et al., 2005) sugerem que os GCs podem
aumentar a reacao inicial ao estresse no cérebro limbico, o que preveniria um subsequente
estado de hiperativagdo (SAPOLSKY et al., 2000). Caso uma destas vias de ativacdo ou
inibicdo estejam desreguladas, o sistema de estresse desequilibra-se, aumentando a
vulnerabilidade a outros insultos. A variedade entre as respostas de resiliéncia ou de
vulnerabilidade apresentadas diante de um evento estressor tém sido explicadas através de um
modelo de ‘trés golpes’, no qual uma variagdo genética interage com um evento precoce de
vida, influenciando a resposta do cérebro e do corpo apds um grande desafio na vida adulta
(de KLOET et al., 2005).

Tendo em vista a relevancia dos aspectos epidemioldgicos apresentados, este
trabalho pretende investigar possiveis efeitos de variantes genéticas do GR sobre fungdes

hormonais e neurais de mecanismos implicados no comportamento e na preferéncia alimentar
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em uma amostra comunitaria, analisando dados coletados de forma longitudinal e

correlacionando estes achados com dados de neuroimagem funcional.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 REGULACAO DO EIXO HHA

A secrecao dos GCs possui um ritmo ultradiano de aproximadamente um pulso por
hora (VELDHUIS et al., 1989). Em humanos, os pulsos de hormdnio adrenocorticotropico
(ACTH) tém amplitudes aumentadas pela manha que, combinados com o aumento da
sensibilidade da glandula adrenal para o ACTH, resultam no observado ritmo circadiano do
cortisol. ApoOs qualquer ameagca a homeostase, a liberacio do CRH pelo nucleo
paraventricular do hipotdlamo (PVN) ¢ acionada; a figura 1 representa esquematicamente o
funcionamento do eixo HHA. O CRH ativa e coordena tanto as respostas comportamentais
quanto neuroendocrinas, a fim de lidar com o estressor (HEINRICHS & KOOB, 2004). A
sintese e liberacdo dos GCs ¢ mediada pelo ACTH, atuando sobre seus receptores localizados
no cortex adrenal. A sensibilidade adrenal ao ACTH varia no tempo, estando muito elevada
pela manha; este efeito ¢ provavelmente regulado pelo nucleo supraquiasmatico (BUIIS et al.,
2003). A cascata do eixo HHA resulta em um perfil diurno da secrecao de cortisol, com altos
niveis pela manha e baixas concentracdes no periodo da tarde e da noite, com um pequeno

pico apds o almogo.

O aumento do cortisol induz retroalimentagdo negativa na hipofise através da
ligacdo ao GR (de KLOET et al., 1998; de KLOET et al., 2005). Nas cé¢lulas corticotropicas,
os GCs tém efeitos inibitorios sobre a transcri¢ao génica de pré- opiomelanocortina (POMC)
e ACTH (LUNDLAD & ROBERT, 1988). Além disso, GCs diminuem os niveis d¢ RNAm
de CRH e AVP nos nucleos paraventriculares do hipotalamo (DAVIS et al., 1986; ITOI et al.;
BEYER, MATTA, SHARP, 1988). Um terceiro mecanismo pelo qual os GCs exercem um
efeito negativo sobre a sua propria producao ¢ o bloqueio do efeito estimulador do CRH na

transcrigao génica de POMC (LUNDLAD & ROBERT, 1988).
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Figura 1- Representacio simplificada do Eixo HHA. Mediante a atuacdo de um estimulo estressor, e/ou pelo
proéprio o ritmo circadiano, o hipotdlamo secreta CRH ¢ AVP (arginina vasopressina) para o sistema portal
hipofisario, estimulando a produ¢do de ACTH pela hipofise. Em resposta ao aumento dos niveis de ACTH, as
glandulas suprarrenais aumentam a secrecdo de cortisol, juntamente com outros esteroides suprarrenais com
atividade mineralocorticoide e androgénica. As respostas neuroendocrinas incluem atividade simpdatica e
aumento da liberagdo de ACTH, levando ao incremento nos niveis de glicocorticoides. O cortisol inibe a sua
propria produgdo, tanto ao nivel hipotaldmico quanto hipofisario, completando assim um ciclo de
retroalimentagdo negativa. Adaptado de Van Rossum, 2005.

Viérias estruturas cerebrais estdo envolvidas nos processos de retroalimentagao,
dentre as quais destacam-se o hipotalamo, a amigdala, o cértex cerebral pré-frontal e o
hipocampo (CAMPEAU et al., 1998), estando esta ultima regido fortemente implicada na
regulacao do eixo, devido a alta densidade de GRs; na figura 2 estdo representadas algumas

regides que fazem parte do eixo LHHA.
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Figura 2- Regulacio do eixo limbico-hipotialamo-hipéfise-adrenal pelas acées de retroalimentacio
negativa dos glicocorticoides e dos centros locais intra e extra-hipotaldmicos. PFC = cortex pré-frontal, CeA
= nucleo central da amigdala, BNST = nucleo do leito da estria terminal, DMH = hipotalamo dorso medial, PVN
= nucleo paraventricular, ARC = nucleo arqueado, CRH = fator de liberacdo de corticotropina, ACTH =
hormdnio adrenocorticotrépico, AVP = arginina vasopressina, (+) = agdes estimuladoras, (-) = agdes inibidoras.
Adaptada de Warne, 2009.

O receptor de mineralocorticoide (MR), predominantemente localizado no
hipocampo e outras regides limbicas, desempenha um papel na inibi¢ao tonica do eixo HHA
(RATKA et al., 1989). Em contraste com o GR, o MR exibe uma afinidade muito mais
elevada para os GCs e sua expressao ¢ mais restrita no encéfalo (REUL & de KLOET, 1985).
Tem sido proposto que o equilibrio entre a atividade de MRs e GRs desempenhe um papel
importante na regulacdo da resposta ao estresse (de KLOET et al., 1998; de KLOET et al.,
2005).
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2.2 RECEPTOR DE GLICOCORTICOIDE

O GR, clonado em 1985, pertence a superfamilia dos receptores nucleares
(HOLLENBERG, 1985), que inclui, em humanos, 48 membros (EVANS, 1988). O GR
medeia atividade imunossupressora e anti-inflamatéria em varios sistemas fisioldgicos
(PELAIA et al., 2003). O GR atua como um fator de transcri¢do ativado por ligante,
consistindo em um dominio de transativa¢ao do terminal N (NTD), um dominio de ligagao de
DNA (DBD) e um terminal C que cont¢ém um dominio para o ligante (LBD) (KUMAR &
THOMPSON, 2005). Recombinagdes alternativas durante a transcricdo génica podem resultar
em diferentes isoformas: GRa, GRB, GRy, GR-A e GR-P. As isoformas GRa (considerada a
forma predominante) ¢ GRy podem ligar-se a hormoénios e regular a expressao génica. Em
contraste, o GRp, isoforma modificada do terminal C do GRa, ¢ incapaz de ligar-se a
hormonios, exercendo efeitos dominantes negativos sobre GRa. Os GCs também sao
impossibilitados de se ligar as isoformas GR-A e GR-P, devido as truncadas configuragdes de
seus dominios LDBs (OAKLEY & CIDLOWSKI, 2011).

O GR esté localizado no citoplasma em um complexo oligomérico inativo ligado a
proteinas reguladoras (figura 3): a proteina de choque térmico-90 (Hsp90), do inglés heat
shock protein, proteina de choque térmico-70 (Hsp70), proteina de choque térmico-40
(Hsp40), as imunofilinas (IMNs) —PP5, FKBP51 e FKBP52— ¢ a fosfoproteina P23 (PRATT
& DITTMAR, 1998; HUTCHISON et al., 1993; PICARD et al., 1990; RATAJCZAK et al.,
2003; RATAJCZAK et al., 2015). Estas proteinas mantém o receptor em uma conformagao
transcricionalmente inativa, mas que favorece a ligagdao de elevada afinidade ao ligante. As
IMNSs sao proteinas amplamente expressas, que exibem atividade peptidil- prolil-cis-trans-
isomerase (PPlase) que catalisam o dobramento proteico (SCHREIBER, 1991). A
caracterizacdo mais detalhada dos componentes proteicos dos heterocomplexos dos receptores
de esteroides levou a identificacdo de um subconjunto de repetigdes tetratricopeptideos
(TPR), contidos nas IMNs, que interagem com as Hsp90 (PRATT & TOFT, 1997). A
chaperona molecular Hsp90 desempenha um papel essencial na manutengao dos receptores
esteroides em um estado ativavel e esta associacdo ¢ um pré-requisito para uma transdugao de
sinal eficiente (PRATT & TOFT, 1997). As IMNs FKBP51, FKBP52 e PP5 associadas ao GR
tem papéis especificos sobre a afinidade da ligagdo do hormdnio, com impactos no transporte
citoplasma-nucleo e na ativacao da transcrigdo tecido especifica em genes alvo. A expressao

aberrante destas IMNs tem o potencial de desencadear disturbios de bases hormonais,
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incluindo alteracdes metabodlicas e transtornos psiquiatricos (RATAJCZAK, 2015). A
FKBP51 ¢ a IMN TPR preferida (juntamente com PP5) para o complexo Hsp90-GR. A
FKBP51 inibe a fungdo dos GRs, reduzindo a afinidade do hormoénio ao receptor, resultando
em diminui¢cdo da sensibilidade ao GC (DENNY, et al., 2000; REYNOLDS et al., 1999;
SCAMMELL et al., 2001; DENNY et al., 2005). A FKBP52 aumenta atividade transcricional
do GR, aumentando a afinidade de ligagao do hormonio e o seu transporte nuclear (DAVIES
et al., 2005; RIGGS et al., 2003). A PP5 ¢ outra das IMNs TPR preferidas (juntamente com
FKBP51) para o complexo Hsp90-GR (BANERIJEE et al., 2008). Em animais modificados
para PP5 ocorre um aumento da atividade transcricional do GR sem afetar afinidade de
ligacdo hormonal, sugerindo um papel da PP5 sobre o trafego do GR entre citoplasma e
nucleo celular (DEAN et al., 2001). A PP5 controla o equilibrio entre a lip6lise e lipogénese,
impedindo hiperfosforilagdo do GR e inibindo sua atividade (SANCHEZ, 2012; LEHRKE &
LAZAR, 2005; HINDS et al., 2011).

-
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Figura 3. Nucleo do complexo hsp90-imunofilina-GR na forma como é imunoabsorvido no citosol.
Preparado a partir de células sem hormonio. Molécula de GR é mostrada ligada a um dimero de Hsp90 ¢ uma
molécula de imunofilina. A imunofilina (IMN) liga-se via dominio TPR (linha preta cheia) em um receptor TPR
na Hsp90. A estrutura branca no GR indica que a fenda de ligag@o para o ligante estd aberta e pode ser acessada
pelo hormdnio. Dominio imunofilina PPlase (linha preta pontilhada). Adaptada de Pratt et al., 2006.
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2. 2.1 Vias de Sinalizacdo do GR
2.2.1.1 Sinalizagao Classica do GR

Conforme descrito na sessao 2.2, o GR ¢ uma proteina composta por trés dominios
principais: o dominio de transativacdo NTD, o dominio de ligagao ao DNA, DBD e o dominio
LBD, que liga o horménio ao terminal C (KUMAR & THOMPSON, 2005). O DBD ¢ o
dominio mais conservado em toda a familia de receptores nucleares e contém dois dedos de
zinco que reconhecem e ligam a sequéncias alvo no DNA chamadas de elemento responsivo
ao glicocorticoide (GRE, do inglés: glucocorticoid response element). O NTD abriga um
potente fator de ativagdo transcricional (AF1) que interage com co-reguladores € com o
maquinario basal de transcrigao e € o principal local para modificagdes pds-translacionais. O
LBD forma uma bolsa hidrofobica para a ligacdo dos GCs e também contém um fator de
ativacdo (AF2) que interage com co-reguladores de maneira dependente do ligante

(BLEDSOE et al., 2002).

Na auséncia de hormoénio, GR reside predominantemente no citoplasma das células,
como parte do complexo multiproteico, incluindo as proteinas chaperonas (hsp90, hsp70, e
p23) e imunofilinas da familia FK506 e PPS (GRAD & PICARD, 2007; PRATT & TOFT,
1997). O cortisol, o GC enddgeno mais abundante em humanos, € transportado no sangue
ligado predominantemente a globulina de ligagdo a corticosteroide (CBG). A CBG nao so6
facilita a distribui¢dao do cortisol, mas também desempenha um papel na sua liberagao para os
tecidos. O cortisol livre difunde-se passivamente através da membrana plasmatica. No
entanto, a sua biodisponibilidade no interior da célula ¢ controlado por duas enzimas que
trabalham de forma oposta (SECKL, 2004): a 11B-hidroxiesteroides desidrogenase tipo 2
(11B-HSD2), que oxida o cortisol no metabolito inativo cortisona e a 11B-hidroxiesteroides
desidrogenase tipo 1 (11B8- HSD1) que converte cortisona em cortisol. Alteracdes no nivel
e/ou atividade destas enzimas podem contribuir para diferengas na sensibilidade aos GCs
celulares. Apods a ligagdao aos GCs, o GR sofre uma alteracdo conformacional que resulta na
liberacao das proteinas associadas. Este rearranjo estrutural expde dois sinais de localizagdo
nuclear ¢ o GR ¢ rapidamente translocado para o nucleo através de poros nucleares. Uma vez
no nucleo, o GR liga-se diretamente aos GREs e regula a expressao de genes alvo (BEATO,
1989; FREEDMAN, 1992). O GRE demonstrou mediar a ativagdo dependente de GC em

muitos genes e, por isto, ¢ referido como ativador ou GRE positivo. No entanto, analises
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recentes de varredura gendmica tém revelado que a ocupagdo em GREs candnicos por GRs
também pode levar a repressdao de genes-alvo (UHLENHAUT et al., 2013). Estes resultados
sugerem um papel critico para fatores externos a sequéncia GRE, tais como reguladores
epigenéticos e a conformacdo da cromatina, na determinagdo da polaridade da resposta
transcricional. O GRE negativo (nGRE) também foi recentemente descrito mediando a
repressao de genes especificos dependentes de GC (SURJIT ef al, 2011). Ensaios de
recrutamento de GR indicam que apenas uma pequena fracdo de GRE estd efetivamente
ocupada pelo receptor, e os locais de ligagdo do GR variam de forma tecido-especifica,
devido a diferengas na acessibilidade da cromatina e na exposi¢ao do GRE (JOHN et al.,
2011). Estes resultados sugerem que os efeitos amplamente diversos dos GCs em diferentes
tecidos podem ser atribuidos em parte as diferengas especificas da conformagao da cromatina
de cada tipo celular que expde o GRE que encontra-se acessivel para a ligagdo com o GR.
Além disso, a concentragdo de GCs em que GRs ligam-se a GREs e que regulam a expressao
génica varia ao longo do genoma: alguns GREs estdao ocupados por GRs em concentracdes
muito baixas de GCs (hipersensibilidade), enquanto outros exigem doses elevadas de
hormoénio para que ocorra a ligacdo (REDDY et al, 2012). A identificacdo de GREs
hipersensiveis sugere que a terapia de baixa dose de GC pode proporcionar uma nova opgao
de tratamento para a regulagdo de conjuntos especificos de genes que evitariam os efeitos

secundarios prejudiciais de altas doses de GC exdgeno.

Andlises de varredura gendmica também encontraram que a maioria dos locais de
ligacdo do GR situam-se fora da regido promotora de genes responsivos aos GCs em regides
inter/intra génicas, frequentemente afastadas do local de inicio da transcricdo (BURD &
ARCHER, 2013). A localizacao de GRE e nGRE a grandes distancias a partir do local de
inicio da transcrigdo sugere que estes elementos de resposta podem ligar-se as areas
promotoras de genes alvo para regular a transcricdo. A interagdo do GR com o DNA ¢
altamente dinamica, com o GR variando entre os estados de ligado e nao ligado em poucos
segundos (MacNALLY et al, 2000). Uma vez ligado ao GRE, o receptor sofre alteragdes
conformacionais que levam ao recrutamento de co-reguladores e complexos de remodelagdo
da cromatina que modulam as taxas de transcricdo génica afetando a atividade da RNA-
polimerase II (JENKINS et al, 2001; LONARD & O’MALLEY, 2005; ROSENFELD &
GLASS, 2001). Os cofatores que medeiam a ativagao da transcri¢ao incluem co-ativadores de

receptores esteroides (SRCI1-3), a histona acetiltransferase CBP/p300 e o co-ativador
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metiltranferase 1 associado a arginina (CARMI, do inglés, coactivator-associated arginine
methyltransferase 1). O co-repressor de receptor nuclear (NCoR, do inglés, nuclear receptor
co-repressor) e o mediador de silenciamento para receptor de hormonio tireoidiano ou
retinoide (SMRT, do inglés, silencing mediator for retinoid or thyroid-hormone
receptors) sao co-repressores recrutados para estabelecer a ligacdo dos GRs aos nGREs. Os
cofatores especificamente recrutados e a sua atividade subsequente sao ditadas tanto pela
natureza do ligante quanto pela sequéncia especifica de GRE ligada pelo receptor (MEIJSING
et al., 2009; RONACHER et al., 2009). O GR também pode regular a transcricao de genes
alvo, interagindo fisicamente com outros fatores de transcricdo. A associacdo de GR com
membros especificos da familia STAT (transdutor de sinal e ativador da transcricdo 5, do
inglés: Signal Transducer and Activator of Transcription 5), com ou sem ligacdo GRE,
demonstrou aumentar a transcricdo de genes responsivos (ROGASTKY & IVASHKIV,
2006). Em contraste, a interacdo do GR com os APIl(ativador de proteina 1, do inglés,
activator protein 1) e NF-xkB (fator de transcricdo nuclear kB) inibe a atividade pro-
inflamatoéria destes fatores de transcricdo sendo considerado o mecanismo primario pelo qual
0s GCs suprimem a inflamagdo. O GR liga-se diretamente a subunidade jun da AP1 e a
subunidade p65 da NF-«kB e interfere com a fun¢do de ativagdo transcricional destas duas
proteinas (NISSEN & YAMAMOTO, 2000; YANG-YEN ef al.,1990). Para alguns genes, a
repressao ¢ realizada pela ancoragem do GR a proteinas de ligagdo do DNA, sem interagao
direta. No entanto, para outros genes, o GR atua de maneira composta, ligando-se diretamente
a um GRE e associando-se fisicamente com um AP1 ou NF-«xB ligados a uma regiao préxima
de DNA. O recrutamento ¢ dependente da proteina de interagdo 1 do receptor de
glicocorticoide (GRIP1, do inglés, Glucocorticoid Receptor linteracting Protein 1 ), um co-
regulador transcricional da familia P160, importante para esta atividade de inibi¢ao

(CHINENOV et al., 2012).
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2.2.1.2 Vias nao classicas de sinalizacao do GR

Enquanto os principais efeitos dos GCs sao mediados por respostas transcricionais
que ocorrem de minutos a horas, evidéncias demonstram que o GR também pode atuar através
de mecanismos ndo genOmicos para induzir respostas celulares rapidas que ocorrem de
segundos a minutos € nao alteram a expressao génica (GROENEWEG et al., 2012;
SAMARASINGHE et al., 2012). Varios mecanismos parecem estar envolvidos nestes eventos
de sinalizagdo que afetam a atividade de varias cinases, tais como PI3K, AKT ¢ MAPK
(CROXTALL et al., 2000; SOLITO et al., 2003). A existéncia de sinalizagdo ndo gendmica
adiciona maior complexidade e diversidade aos GCs e as suas agdes biologicas e levantam a
possibilidade de que moduladores seletivos dependentes de GR nestas vias possam trazer

vantagens terapéuticas.

2.2.2 Variantes de Processamento do GR

A recombinacdo alternativa de éxons do gene do GR na transcricdo gé€nica resulta
em diferentes isoformas: GRa, GRB, GRy, GR-A ¢ GR-P. O gene do GR humano (hGR) ¢
composto por 9 exons: o dominio NTD do GR ¢ codificado principalmente pelo éxon 2; o
dominio DBD ¢ codificado pelos éxons 3 e 4; o dominio LDB e a regido articular da proteina
sao codificados pelos éxons 5, 6, 7, 8 € 9. O processamento alternativo do éxon 9, proximo da
extremidade do transcrito primario do GR gera duas isoformas do receptor, denominados

GRa e GRB (BAMBERGER et al., 1995; OAKLEY et al., 1996).

O GRa ¢ derivado a partir da unido da extremidade do éxon 8 com o inicio do éxon
9, enquanto que GR resulta da juncao da extremidade do éxon 8 com sequéncias terminais
do éxon 9. A sequéncia Unica carboxi-terminal do GRP confere propriedades distintas para
esta isoforma do receptor: o GRB nao interage com agonistas de GCs e ¢ inativo em genes
responsivos aos GCs (KINO et al., 2009; LEWIS-TUFFIN & CIDLOVSKI, 2006). O GRS,
quando co-expresso com GRa, funciona como um inibidor negativo dominante e antagoniza a
atividade de GRa em muitos genes-alvo responsivos aos GCs. A capacidade de GRf para
inibir a atividade de GRa sugere que niveis elevados de GRP conduzam a resisténcia aos GCs.
O polimorfismo A3669G que ocorre naturalmente na regido nao traduzida 3' do RNAm de

GRp leva ao aumento da expressao de GRP (DERIJK et al., 2005; SHAAF & CIDLOWSKI,
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2002). Os carreadores do A3669G tém um risco elevado para patologias com bases
inflamatérias como por exemplo, doencas autoimunes, infarto do miocardio, doenca
coronariana e insuficiéncia cardiaca ( GEELHOED et al., 2011; OTTE et al., 2011; van den
AKKER et al., 2008). Estes resultados sugerem que o aumento em GRP em individuos
carreadores do polimorfismo A3669G podem atenuar as agdes imunossupressoras € anti-
inflamatérias do GRa. Além do GR, o processamento alternativo do gene GR dé origem a

outras isoformas de receptores com propriedades de sinalizagao distintas.

A utilizagdo de uma regido doadora no processamento alternativo no intron que
separa os €xons 3 ¢ 4 resulta em uma isoforma do receptor que contém uma inser¢ao de um
unico residuo de arginina entre os 2 dedos de zinco do dominio DBD-GR (RAY et al., 1996).
Esta variante do receptor, denominado GRy, ¢ largamente expressa e liga-se aos GCs e ao
DNA de um modo semelhante ao GRa. No entanto, GRy tem diminuida capacidade de
regular os genes responsivos aos GCs e exibe um perfil transcricional distinto da GRa em um
subconjunto de genes regulados por GCs endogenos (RAY et al., 1996; BEGER et al., 2003;
RIVERS et al., 1999).

A isoforma GR-A ndo possui os éxons 5-7 que codificam a metade amino-terminal
do LBD. Na isoforma GR-P estdo ausentes os éxons 8-9 de terminais que codificam a metade
carboxi-terminal do LBD. Como esperado a partir dessas mudangas no LBD, GR-A ¢ GR-P
nao ligam-se aos GCs (de LANGE et al., GAITAN et al., 1995; KRETT et al., 1995).

2.2.3 Isoformas Translacionais do GR

A translagdo alternativa do transcrito de RNAm de GRa produz um conjunto adicional
de diversas proteinas de GR. Oito codons derivados do éxon 2 do gene do GR originam 8
subtipos de GRa com NTDs progressivamente mais curtos: GRa- A, GRa-B, GRa-C1, C2-
GRa, GRa-C3, GRa-D1, GRa-D2 ¢ GRa-D3 (LU & CIDLOWSKI, 2005; YUDT et al.,
2003). Todas as 8 regides sdo altamente conservadas entre as espécies. As isoformas
translacionais de GRa exibem afinidade semelhante para os GCs assim como capacidade
equivalente na interacdo com GRE ; no entanto, elas mostram diferencas marcantes em outras
propriedades (LU et al., 2007, LU & CIDLOWSKI, 2005). As isoformas GRa-A, GRa-B, ¢

GRa-C estdo localizadas no citoplasma das células na auséncia do ligante e translocam-se
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para o nucleo apo6s ligagdo com o GC. Em contraste, a isoforma GRo-D reside
constitutivamente no nucleo das células. Além disso, as GRa-D nucleares associam-se com
promotores contendo GRE de genes alvo especificos independente da presenca de GCs (LU et
al., 2007, WU et al., 2013). Menos de 10% dos genes sdo regulados por todos os subtipos, o
que indica que a grande maioria dos genes sdo seletivamente regulados por diferentes
isoformas de GRa. O perfil unico de regulacdo genética destas isoformas conduzem a
diferencas funcionais na apoptose induzida por GCs (LU et al, 2007, WU et al., 2013,
GROSS et al., 2011).

A descoberta de que cada isoforma translacional GRa regula um transcriptoma inico
sugere que a resposta celular aos GCs seré regida pelo complemento expresso nos subtipos de
receptores. As isoformas GRa-A e GRa-B sdo as proteinas de GR mais abundantes em muitos
tipos de células. No entanto, células dendriticas imaturas expressam predominantemente as
isoformas GRo-D enquanto que células dendriticas maduras expressam o subtipo GRo-A
(CAO et al., 2013). Estudos recentes também demonstraram que a composi¢do de subtipos
GRa em uma determinada célula ou tecido pode mudar em resposta a diferentes condi¢des
(WANG et al., 2009; WU et al., 2013). No cérebro humano, foram observadas altera¢des na
expressao dos subtipos de GR durante o desenvolvimento e envelhecimento (SINCLAIR et
al., 2010). Além disso, verificou-se um aumento seletivo na GRa-D em regides especificas
do cérebro em doentes com esquizofrenia ¢ a doenga bipolar (SINCLAIR et al, 2012;
SINCLAIR et al., 2011). Modificagdes pos-translacionais que afetam diferencialmente a meia
vida de varios subtipos de receptores também podem contribuir para alteragdes na expressao

das isoformas GRo.

2.2.4 Modificagdes Pos- Translacionais das Isoformas do GR

Cada isoforma proveniente do processamento alternativo do gene do GR esta sujeita a
uma variedade de modificagdes pds-translacionais que também modulam sua fungdo e
expandem o repertério de subtipos de receptores disponiveis para a sinalizacdo por GCs. A
primeira modificacdo covalente do GR identificada e mais extensamente estudada ¢ a
fosforilacdo (BECK et al., 2009; GALLIHER-BECKLEY & CIDLOWSKI, 2009; KUMAR
& CALHOUN, 2008). O GRa humano ¢ fosforilado em pelo menos 7 residuos serina (Ser-
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113, Ser-134, Ser-141, Ser-203, Ser-211, Ser-226, e Ser-404), localizados no dominio NTD
do receptor. Um dos principais efeitos da fosforilacdo do GRa ¢ a alteragdo da atividade
transcricional do receptor. Estudos demonstraram que mutantes GRo com fosforilagao
deficiente apresentavam prejuizos na capacidade de ativar alguns promotores responsivos aos
GCs (WEBSTER et al,, 1997). A fosforilagao altera outras propriedades do GR que impactam
o perfil da sinalizacao pelo GC. A degradagao da proteina GRa ¢ aumentada pela fosforilagao
dependente do GR, assim como a fosforilacdo deficiente de receptores mutantes sdao

estabilizadas em presenca de GCs (WEBSTER et al,, 1997).

Outras modificagdes pds-translacionais do GR que regulam a fun¢do do receptor tém
sido descritas. A ubiquitina ¢ uma proteina composta por 76 aminoacidos que, quando ligados
a residuos de lisina, marca proteinas especificas para degradacdo proteossomica. A
ubiquitinacdo de GRa a um residuo de lisina (Lys-419) demonstrou marca o receptor como
alvo para substituicao pelo proteassomo (DEROO et al., 2002; WALLACE & CIDLOWSKI,
2001).

GRa ¢ também modificado pos-translacionalmente por sumoilagdo, um processo no
qual peptideos SUMO ( modificadores pequenos relacionados a ubiquitina, do inglés, Small
Ubiquitin-related Modifier) sao covalentemente ligados a residuos especificos de lisina (Lys-
277, Lys-293, Lys-703) no receptor. A adigdo de peptideos SUMO ao receptor ocorre na
auséncia de ligante e ¢ aumentada pela ligacao dos GCs. Dependendo do local da sumoilagao,
a atividade transcricional de GRa pode ser aumentada ou reprimida através de alteragdes no
recrutamento e/ou a atividade de co-reguladores especificos (DRUKER et al, 2013;
DAVIES et al., 2008; HOLMSTOM et al., 2003; HOLMSTOM et al., 2008; Le DREAN et
al., 2002).

Estudos sugerem que a acetilagdo do GRa em residuos de lisina (Lys-494 e Lys-495)
localizada na regido articular da proteina, ocorre em resposta a ligagdo dos GCs (ITO et al.,
2006). A desacetilagdo do GR foi descrita como necessaria para o receptor reprimir
eficazmente a atividade transcricional de NF-kB, sugerindo que a acetilagdo do GR limita as
agoes inibitorias dos GCs sobre a sinalizacdo de NF-kB. Mais recentemente, estudos tém
demonstrado que o fator de transcricao clock (Circadian Locomotor Output Cycles Kaput)
acetila GRa, atenuando sua capacidade para ativar e/ou reprimir genes responsivos aos GCs,

conferindo resisténcia GC em tecidos alvo (CHARMANDARI et al., 2011). Claramente,
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modificagdes pods- translacionais podem regular multiplos aspectos da fun¢ao GRa,
fornecendo células com heterogeneidade adicional do receptor para controlar as respostas aos

GCs.
2.3 SENSIBILIDADE AOS GLICOCORTICOIDES

Um desafio ao uso clinico dos GCs ¢ a heterogeneidade na capacidade de resposta
individual, com uma porcao de até 30% da populacdo exibindo um certo grau de resisténcia
aos GCs (BARNES & ADCOCK, 2009). Através do teste de supressao a dexametasona
(TSD) observa-se uma variabilidade na sensibilidade aos GCs entre individuos normais
(HUIZENGA et al., 1998); no entanto, a sensibilidade ao GC em nivel individual ¢ bastante
estavel. Isto sugere que em seres humanos exista um ponto de ajuste no mecanismo de

retroalimentacdo para a sensibilidade a dexametasona, geneticamente determinado.

A sintese do GC desempenha um papel importante na producao dos efeitos sistémicos
do cortisol, mas sua atividade e disponibilidade também sao regulados apds sua secrecao e,
muitas vezes, no nivel tecidual ou celular (BREUNER & ORCHINIK, 2002). Em individuos
saudaveis, 80 a 90% do cortisol circulante estd ligado a CBG enquanto que entre 5 e¢15%
encontra-se ligado a albumina, formas inativas do cortisol; apenas 5% do cortisol circulante ¢
bioativo. Assim, a biodisponibilidade de cortisol depende da concentragdao de CBG, com
niveis relativamente elevados desta globulina atuando como tampao contra picos de cortisol.
Atividade GC ao nivel celular ¢ regulada por enzimas da familia da desidrogenase 11p-
hidroxiesteroide (11B-HSD). As representantes desta familia, 113-HSD1 e 11B-HSD2, citadas
na se¢do 2.2.1.1, regulam a conversao do cortisol bioativo. Sob condi¢des fisiologicas, 11-
HSD1 favorece a conversao de cortisol a partir de cortisona, amplificando a atividade do GC
(COOPER & STEWART, 2009). Assim, o balanco entre a expressao de 113-HSD1 e 1183-
HSD2 regulam a atividade do GC em nivel celular (ZBANKOVA et al., 2007; STEGK et al.,
2009).

Os efeitos dos GCs sao mediados pelo GR, cujas multiplas isoformas parecem estar
implicadas nas variagdes de sensibilidade e especificidade de sinalizagao. A descoberta de
multiplas isoformas de GR tém ampliado a compreensdao dos mecanismos moleculares
subjacentes aos efeitos celulares especificos dos GCs, diversidade amplificada por

modificagdes pos-translacionais e pelo potencial das isoformas do GR em atuar como
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mondmeros, homodimeros, ¢ heterodimeros. Nos seres humanos, a resisténcia ao GC pode
ocorrer por dois mecanismos principais: mutagdes com de perda de funcdo em GRa ou
através da expressao aumentada de GRB (KINO & CHOROUSOS, 2001). As mutagdes em
GRa sdo raras e resultam em um tipo de resisténcia aos GC que sdo graves e sistémicas. Em
contraste, evidéncias sugerem que a resisténcia aos GCs relacionada com a isoforma GRf
seja mais frequente e provavelmente tecido especifica. A reduzida sensibilidade aos GC por
GRP tem sido estudada através das doencas imunologicas de estados de resisténcia a
medicamentos. Neste sentido, muitos esforcos t€ém sido dedicados nas ultimas décadas para
melhorar a poténcia dos GCs, enquanto se minimizam os efeitos adversos, modificando a
estrutura quimica do cortisol. Através do entendimento das vias moleculares da sinalizagdo
pelo GC, novas estratégias terapéuticas tem sido desenvolvidas. A manipulacdo da expressao
de GRa e GRf ¢ uma proposta para sensibilizar as células aos efeitos de GCs. O metotrexato,
por exemplo, aumenta a relagdo GRa/GRf em células mononucleares de sangue (GOECKE et
al., 2007) e o tratamento com metotrexato em asmaticos resistentes ao cortisol sensibiliza as

células T para a supressao induzida pelos GCs (CORRIGAN et al., 2003).

O conhecimento da sinalizacao pelo GC vem elucidando possiveis vias moleculares
implicadas na resisténcia aos GCs. Além de interagdes proteina-proteina, a capacidade de
resposta tecidual aos GCs tornou-se mais complexa a partir da identifica¢do e caracterizagao
funcional dos polimorfismos do hGR (HUIZENGA et al., 1998; Van ROSSUM et al., 2002).
Até o momento, os mecanismos melhor caracterizados na resisténcia ao GC envolvem falhas
do GR na regulagdo da transcri¢do genética. Assim, parte da variabilidade individual nas
respostas de vulnerabilidade e/ou resiliéncia aos estimulos ambientais pode ser atribuida a
variacoes nos genes do hGR. A busca pelo entendimento da heterogeneidade de respostas aos
GCs direcionou a investigagao de variantes polimoérficas do gene do GR como um fator

implicado na sensibilidade aos GCs.
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2.4 POLIMORFISMOS DO GENE DO RECEPTOR DO GLICOCORTICOIDE

O gene NR3CI que codifica o hGR, esta localizado no brago longo do cromossomo
cinco (5q31), apresenta cerca de 140.000 pares de base e ¢ composto por 9 éxons
(HOLLENBERG et al., 1985).

As variantes polimorficas do gene do GR, ER22/23EK (frequéncia alélica 3%), N363S
(4%), Bcll (37%) e A3669G (15%), demonstraram mudancas in vifro ou na capacidade
transativacional ou afetando a estabilidade do RNAm ( DERIJK & de KLOET, 2008). Estas
variantes do gene do GR foram caracterizadas funcionalmente: nenhum efeito sobre a
secrecao basal do cortisol foi encontrado (ROSMOND et al., 2000; RAUTANEN et al.,
2006). Entretanto, a resposta ao eixo HHA avaliada utilizando-se um protocolo de indugao de
de estresse agudo, o Trier Social Stress Test, mostrou que os carreadores do alelo G do
N3635S obtiveram aumento na reatividade ao cortisol. Por outro lado, os carreadores dos
alelos Bcll G e A3669G demonstraram uma resposta atenuada (WUST et al., 2004;
KUMSTA et al., 2007; ISING et al., 2008).

O polimorfismo A3669G surge de um splicing alternativo do gene do GR, em que o
éxon 8 pode juntar-se ao éxon 9a ou ao éxon 9P, este ultimo produzindo a isoforma  do GR.
Estas duas proteinas sdo idénticas até o aminoacido 727. O GRa contém 50 aminoacidos
adicionais; ja a variante GRP contém 15 aminoacidos adicionais nao homologos. Foi descrita
uma substituicdo da base adenina por guanina na sequéncia ATTTA modif, localizada na
regido 3’UTR do éxon 9B. Esta alteracdo na sequéncia ATTTA modif ¢ conhecida por
desestabilizar o RNAm e diminuir a expressao da proteina classica do receptor in vitro
(DERIJIK et al., 2001); Derijik e colaboradores (2008) propuseram que a isoforma 3 induz
resisténcia aos GCs.

A proteina hGR B ¢ expressa em todo o corpo humano e apresenta-se principalmente
no citoplasma das células da humanas, em complexos oligoméricos. A proteina GRp ¢
predominante em muitos tecidos e células mas, em geral, ¢ encontrada em niveis mais baixos
do que a isoforma GRa. No entanto, a forma GRP ¢ abundante em determinados tipos de
células, tais como neutrofilos e células epiteliais. Além disso, a expressao de GRf pode ser
aumentada seletivamente pelas citoquinas pré-inflamatérias e outros ativadores imunitarios e
levar a reducao da sensibilidade de GCs (HAUCK et al, 2000; TLIBA et al., 2006;

WEBSTER et al., 2001). Niveis elevados de GR tém sido associadas com a redugdo da
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sensibilidade aos GCs em uma variedade de doencas inflamatérias, incluindo asma, artrite
reumatoide, colite ulcerativa, polipose nasal, lupus eritematoso sistémico, septicemia,
linfocitica cronica (LEWIS-TUFFIN &
CIDLOVSKI, 2006). Manenschijn et al. (2009), em um artigo de revisdo, sintetizaram os

leucemia linfoblastica aguda, e leucemia

achados de estudos que investigaram a associacdo da presenca do polimorfismo 9 f e

parametros clinicos, conforme dados expressos na tabela 1, onde aparecem variados

desfechos, a maior parte sugerindo reduzida sensibilidade ao GC.

Tabela 1- Dados de estudos que investigaram as associacoes entre o polimorfismo
A3669G/ 9B do GR e parametros clinicos (Adaptada de Manenschijn et al., 2009)

Referéncia Populagao Associagdao com polimorfismo 9/
A3669G
van den Akker 216 holandeses idosos *Nenhuma associa¢do com supressao do
cortisol ap6s TSD.
*Nenhuma associacdo com IMC , RCQ ,
sensibilidade a insulina , perfil lipidico e
PC-r.
3851 holandeses idosos, 678 portadores ~ *Menor risco de transporte nasal S.
van den Akker ~ .
de S. aureus nasal 2.804 ndo-portadores  aureus persistente em carreadores
homozigotos.
4.878 holandeses idosos com mais de 55 « Aumento do risco de IM e cardiopatia
van den Akker  anog em carreadores homozigotos
* Niveis mais elevados de PC-r, IL -6
Don et al 198 pacientes com AR e 393 controles » Nenhuma associagdo com AR
DeRijk et al 30 pacientes com AR , 40 pacientes com  * Associacdo com a AR

Kumsta et al

LES, 24 controles

206 individuos saudaveis

* Maior estabilidade RNAm GR

* carreadores do sexo masculino com
aumento ACTH e nas respostas de
cortisol total ao estresse psicossocial

« carreadores do sexo masculino niveis
elevados de ACTH pés TSD

Spijker et al 241 pacientes com TAB e 532 controles  * Redugdo do risco de TAB
* Menos episodios maniacos e
Syed et al 322 individuos europeus ¢ 262 hipomaniacos

individuos asiaticos

* Baixa RCQ em mulheres Europeias
*Perfil lipidico favoravel em homens
europeus

* Nenhuma associa¢do com pressao
arterial, glicemia de jejum , insulina

ACTH , horménio adrenocorticotrdpico. TSD, teste de supressdo com dexametasona. IMC, indice de massa
corporal. RCQ , relagdo cintura e quadril. PC-r , proteina C reativa. S. aureus, Staphylococcus aureus. IL ,
interleucina . AR, artrite reumatoide. TAB, transtorno afetivo bipolar. IM , infarto do miocardio. LES, lupus
eritematoso sistémico.
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Os fatores moleculares que controlam a expressao GRP sdo pouco compreendidos,
mas varios estudos t€ém implicado o envolvimento do fator de processamento SRp30c (JAIN
et al., 2012; XU et al., 2003; ZHU et al., 2007). O tratamento das células com agentes que
induzem a expressao SRp30c leva a um aumento seletivo na GRp e consequente reducao da
sensibilidade ao GC. Na presenca de GC, hGRp heterodimeriza-se com a ligacao do ligante
ao hGRa, translocando-se para o nucleo para agir como um heterodimero dominante
negativo, com fung¢do inibitéria sobre a transcri¢do. A competi¢do para a ligacdo ao GRE, a
concorréncia para co-reguladores transcricionais € a formagao de heterodimeros inativos de
GRa/GRp tém sido alguns dos mecanismos propostos para explicar o antagonismo mediado
pela isoforma GRp.

Descobertas recentes sugerem um papel ainda mais amplo para GRp na sinalizacao
celular e tecidual. Utilizando micro ensaios de varredura gendmica em células manipuladas
para expressar seletivamente GRP, varios estudos tém mostrado que esta isoforma J3
diretamente induz e reprime a expressao de um grande nimero de genes independente da sua
atividade dominante negativa sobre GRa (KINO et al., 2009; LEWIS-TUFFIN et al., 2007).
A capacidade de GR para recrutar desacetilases de histonas e fechar a estrutura da cromatina
parece estar envolvida na repressdo de determinados genes, como os da interleucina 5 e da
interleucina 13 (KELLY et al., 2008, KIM et al., 2009). Estes achados indicam que GRJ} pode
funcionar como um fator de transcricdo genuino e levantam a possibilidade de que GRf
module a resposta ao GC através de agdes gendmicas distintas a partir do seu antagonismo ao
GRa. Um achado interessante foi a descoberta de GRP em peixes da espécie zebrafish, em
camundongos e em ratos; estas isoformas tém estrutura e fungdo semelhantes ao GRf
humano, mas tém origem a partir de um mecanismo diverso de processamento alternativo
(DUBOIS et al., 2013; HINDS et al., 2010; SHAAF et al., 2008). O trabalho de Hinds e
colegas (2010) forneceu evidéncias de que a proteina mGRp esteja envolvida em processos
metabolicos: a indugdo das enzimas gliconeogénicas PDK4 G6Pase pelo GC foi inibida por
mGRp, sugerindo que uma das fungdes da isoforma GRp, semelhante a insulina, seria

bloquear a producao de glicose em nivel hepatico.
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2.5 EFEITOS DOS GLICOCORTICOIDES

Os GCs, cortisol em humanos e corticosterona em roedores, representam a maior
subclasse de hormonios esteroides que regulam processos metabodlicos, cardiovasculares,
imunologicos e comportamentais (CHARMANDARI et al., 2005; SAPOLSKY et al., 2000).
Os hormonios GCs sdao essenciais para o desenvolvimento normal e para o controle da
homeostase basal, sendo também indispensaveis na habilidade em lidar com mudancas (de
KLOET et al., 2005). O cortisol tem inumeros efeitos no corpo humano, incluindo a
mediacao da resposta ao estresse, a regulacdo do metabolismo de lipidios e glicose, as agdes
imunossupressoras ¢ anti-inflamatorias, os efeitos vasculares, o aumento da reabsor¢ao dssea,
além da atuacao sobre o desenvolvimento ¢ fungdo de numerosos 6rgaos. Embora os GCs
organizem a resposta fisiologica ao estresse, a exposicao excessiva ou cronica aos GCs pode
ter efeitos adversos no sistema nervoso ¢ metabolismo energético, com alteragdes patologicas
na memoria e cognicao (de QUERVAIN et al., 2009), obesidade (PASQUALI et al., 1993),
crescimento (BURGUERA et al., 1990; MAGIAKOU et al., 1994), deposicao de gordura
corporal (CHROUSOS, 2000), metabolismo lipidico e controle glicémico (TSIGOS et al.,
1993). Na tabela 2, sdo listadas algumas alteragdes clinicas que apresentam-se associadas a
distirbios do eixo HHA.

A composi¢ao do corpo desempenha um papel importante no metabolismo lipidico e
na sensibilidade a insulina, influenciando o risco sobre doencas cardiovasculares (VAGUE,
1956). Uma importante atuacdo dos GCs ¢ sua participacdo na composicao corporal,
incluindo a redistribui¢ao de gordura, com deposicao de tecido adiposo no abdémen e tronco
e atrofia muscular (RUDMAN & GIROLAMO, 1971). A exposi¢ao de longo prazo a altos
niveis de GCs induz a perda de massa muscular e inibe seu crescimento (HASSELGREN,

1999; HUGHES, 1987).
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Tabela 2- Estados associados com alteracio na atividade do Eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal

Aumento da Atividade do Eixo HPA Reducao da Atividade do Eixo HPA
Estresse Cronico Insuficiéncia Adrenal

Depressao Depressdo Atipica

Anorexia Nervosa Sindrome da Fadiga Cronica
Desnutri¢ao Fibromialgia

Transtorno Obsessivo Compulsivo Hipotireoidismo

Transtorno do Panico Abstinéncia da Nicotina

Exercicio Excessivo Suspensao do tratamento com glicocorticoide
Alcoolismo Apo6s Sindrome de Cushing
Abstinéncia alcoodlica Tensdo Pré-menstrual

Diabete Mellitus Periodo pds parto

Obesidade Troncular (Sindrome Metabolica) Apos Estresse Cronico

Abuso Sexual na infancia Artrite Reumatoide

Baixa estatura psicossocial Menopausa

Transtorno do Apego na Infancia
Doenga Gastrointestinal Funcional
Hipertireoidismo

Sindrome de Cushing

Gravidez (Gltimo trimestre)

Adaptado de: Chrousos GP, Gold PW. 1992. The concepts of stress and stress system disorders. Overview of
physical and behavioral homeostasis. JAMA 267:1244-52
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2.5.1 Agdes Agudas da Elevagao de Glicocorticoides

Os GCs foram nomeados por Hans Selye por suas principais acdes: mobilizagao de
depositos de gordura e de reservas musculares € o aumento da gliconeogénese
(CHERRINGTON, 1999). Apds um estimulo estressor, o aumento na atividade do eixo HHA
interage com a elevagdo de adrenalina, com o glucagon e com a atividade neural simpatica
para elevar as concentragdes de glicose no sangue, garantindo substrato adequado para o
cérebro e os musculos em uma situagao de risco iminente. Os efeitos agudos do aumento dos
GCs inibem a atividade do eixo HHA através de retroalimentagdo rapida sobre a hipofise e o
hipotalamo (WIDMEIR & DALLMANN, 1984). Na tabela 3 aparecem listados alguns efeitos

do estresse agudo sobre o metabolismo energético e sobre a resposta comportamental.

Tabela 3- Adaptacao comportamental e fisica durante o estresse agudo

Adaptacio comportamental: Adaptacio fisica: redirecionamento adaptativo
redirecionamento adaptativo do de energia

comportamento

Aumento da excitagdo e alerta Oxigénio e nutrientes direcionados ao SNC ¢

locais de estresse no corpo

Aumento cognitivo, vigilancia e atencao Alteragao do tonus cardiovascular, aumento da
focada pressdo sanguinea, frequéncia cardiaca
Euforia (ou disforia) Aumento da frequéncia respiratoria

Analgesia aumentada Aumento da gliconeogénese e lipolise
Aumento na temperatura Desintoxicacdo de produtos toxicos

Inibigdo do crescimento e reprodugao

Supressao do apetite ¢ comportamento

alimentar

Supressao do eixo reprodutivo Inibigdo da digestdo; estimulagdo da motilidade
coldnica

Contengdo da resposta ao estresse Contengdo da resposta imune e inflamatoria

Adaptado de Chrousos & Gold, 1992.
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Estudos experimentais que avaliam a secrecao elevada de GC em resposta a um
estressor agudo em laboratorio também estdo relacionados ao aumento de ingestao voluntario
de doces e alimentos ricos em gordura, apds o estimulo (EPEL et al, 2001). Individuos com
alta resposta de cortisol no Trier Social Stress Test ingerem mais calorias contidas em
alimentos doces e gordurosos do que individuos com baixas respostas de cortisol, mostrando
diferencas nas respostas ao estresse (EPEL et al., 2001). A agdo rapida sobre a ingestdao
calorica pode ser exercida através dos efeitos dos GCs sobre a secrecao de endocanabinoides

em neurdnios-alvo (DI et al., 2003).

2.5.2 A¢des Basais Cronicas dos Glicocorticoides

Nos niveis de atividade basal, o eixo HHA, o CRH e os GCs estao principalmente
relacionados com as tarefas de armazenamento, mobilizagdo e consumo energéticos. O
estresse cronico ativa a secre¢ao GC e altera marcadamente as relagdes normais entre dois
grandes sistemas reguladores neurais da ingestdo alimentar: a retroalimentacdo negativa
relacionada com os depositos metabdlicos (modulada por agdes periféricas dos GCs) e
acionamento neural direto através dos GCs. A mudanca induzida pelo estresse na relacao de
forgas entre estes sinais mediados por GC determina a subsequente modulagdo cerebral de
determinados comportamentos. Em outras palavras, sob condi¢des de estresse cronico, os
GCs liberados atuam centralmente aumentando a expressao do CRH no PVN. No entanto, a
atividade do eixo HHA e expressao de CRH- RNAm sob condigdes de estresse cronico estao
muitas vezes reduzidas, o que implica em outras agdes indiretas periféricas ou extra-
hipotalamicas dos GCs (WARNE, 2009).

Os GCs cronicamente aumentam a ingestdao de alimentos palataveis, o que aumenta
os depdsitos de gordura visceral e os niveis de insulina circulantes, sendo que ambos se
correlacionam negativamente com a expressaio de CRH-RNAm e podem, por sua vez,
suavizarem a resposta ao estresse. Tal efeito ¢ dependente tanto das escolhas alimentares
quanto do total de calorias ingeridas. Assim, a ingestdo de alimentos palatdveis pode
representar um meio para combater a sensagdo de estresse, o que, mantido de forma
continuada, pode tornar-se um mecanismo mal adaptativo (WARNE, 2009).

O estresse cronico, aplicado repetidamente e de forma intermitente ou continua,

revela a complexidade na regulacdo do eixo HHA. Podem ocorrer duas formas principais de
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adaptacdes ao estressor cronico. Estressores repetidos podem conduzir a habituacdo, onde as
respostas do eixo HHA diminuem com o tempo, ou a facilitagdo, em que o eixo HHA
responde progressivamente a maior atividade (PECORARO et al., 2006).

Os GCs tém profunda influéncia sobre os comportamentos de consumo alimentar.
Estudos com ratos adrenalectomizados, a reposi¢ao de corticosterona aumentou a ingestao de
sacarose (BELL et al., 2000), de sacarina (BHATNAGAR et al., 2000) e gorduras (la FLEUR
et al., 2004). Além disso, ratos adrenalectomizados também apresentavam reduc¢dao na
alimentacdo e no peso corporal (COHN et al., 1955 ¢ CASTONGUAY et al, 1986).
Curiosamente, a adrenalectomia corrigiu a obesidade em ratos geneticamente obesos
(NAESER, 1973). No entanto, a expressdao de neuropeptideos anorexigenos e orexigenos foi
regulada negativamente apos adrenalectomia (WHITE et al., 1990 ¢ SAVONTAUS et al.,
2002), sugerindo um cenario mais complexo. Um limiar reduzido tem sido proposto para
ratos adrenalectomizados (GREEN et al., 1992), talvez em consonancia com a redugdo global
da expressao de neuropeptideos no nucleo arqueado. O estresse cronico demonstrou aumentar
a ingestao de alimentos palataveis em ratos (PECORARO et al., 2004).

E interessante notar que os efeitos neuroenddcrinos e metabdlicos da
adrenalectomia em ratos podem ser normalizados através de acesso livre a solugdo de
sacarose associada a ra¢ao de consumo (LAUGERO, 2001). Este acesso a sacarose reduz a
expressado de CRH no PVN (normalmente elevados pela adrenalectomia) e aumenta o
consumo de calorias totais ingeridas por ratos adrenalectomizados (LAUGERO et al., 2002).
Isto € consistente com as acdes inibitdrias estabelecidas pelo CRH do PVN sobre a ingestao

de alimentos (HEINRICHS & RICHARD, 1999).
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2.5.3 Cortisol e Insulina: Efeitos Sobre a Ingestao Alimentar e Preferéncia Calorica

O aumento na concentracao a partir de estados basais de GCs sao acompanhados por
aumentos nos niveis plasmaticos de insulina (la FLEUR et al., 2004, CHRIST-CRAIN et al.,
2008 ¢ WARNE et al., 2008). A insulina atua inibindo os efeitos orexigenos e estimulando
neurdnios anorexigenos no nucleo arqueado (SCHWARTZ et al., 2003), inibindo, desta
forma, a ingestdo de alimentos. Usualmente, o aumento nos niveis de insulina plasmatica
induzido por GCs antagonizam os efeitos estimulantes mais diretos dos GCs sobre a ingestao
de alimentos. No entanto, os estudos experimentais revelaram um outro papel da insulina. Em
condigdes de possibilidade de escolha alimentar, a corticosterona promoveu aumentos dose-
dependente na ingestdo de calorias totais, enquanto que a propor¢do de calorias derivadas de
determinada fonte alimentar foi influenciada pelos niveis de insulina circulantes (la FLEUR et
al., 2004). Em ratos adrenalectomizados, a reposi¢ao de corticosterona produz um aumento na
ingestdo de gordura, que ¢ dose dependente, mas nao sobre a ingestdo da ra¢dao padrao; o
inverso ocorre em ratos adrenalectomizados e diabéticos: neste caso, a ingestdo de ragdo
padrao mostrou-se dependente da reposicdo de corticosterona, que nao interferiu sobre a
ingestdo de gorduras. Nesta situagdo, o consumo de gorduras pode ser reestabelecido através
administracao de insulina (Ia FLEUR et al.,, 2004). Esta outra acdo da insulina ndo interfere

em sua atividade sobre a redugdo do consumo calorico total (WARNE et al., 2007a).

Os achados dos modelos experimentais estdo em conformidade com estudos em seres
humanos. Pacientes com doenga de Cushing pareados por peso e comparados a controles de
peso normal foram testados para palatabilidade e cremosidade de amostras de produtos
lacteos que variavam no teor de gordura; neste estudo, mais de 50% dos individuos com
doenca de Cushing (elevados GC e insulina) escolheram produtos com pelo menos 10% de
gordura, enquanto que os outros dois grupos preferiram significativamente menos alimentos
palataveis (CASTONGUAY, 1991). Tais evidéncias sugerem que a corticosterona e o cortisol
aumentem as unidades de calorias ingeridas e que a insulina exer¢a duas agdes: a primeira, ja
bem descrita, estaria implicada na inibigdo da sintese e secrecdo do neuropeptideo Y, um
orexigeno, no nucleo arqueado do hipotdlamo (SCHWARTZ, 2000); a segunda estaria
relacionada com o aumento, em baixas concentracdes de insulina, da palatabilidade ou dos
efeitos hedonicos da gordura por meio de suas agdes nos sistemas catecolaminérgicos que

regulam a atividade de células no ntcleo accumbens, uma regido de recompensa no encéfalo
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(FIGLEWICZ, 2003). Esta hipdtese propde uma acao bifasica da insulina sobre o nucleo
accumbens: quando em baixas concentracdes haveria a estimulagdo da preferéncia por
calorias de alta densidade (por exemplo, as gorduras); ja em concentragdes elevadas, a
insulina induziria a inibi¢do da palatabilidade. Tem sido proposto que esta curva dose-
resposta bifésica resulte da acao de baixas concentracdes de insulina sobre receptores de alta
afinidade IGF-I (Fator de crescimento semelhante a insulina do tipo 1, do inglés, Insuline-like
growth fator -1) ou da atividade de elevadas concentragdes de insulina sobre receptores de

afinidade inferior (KITAMURA et al., 2003).

A agdo da corticosterona parece principalmente aumentar a motivagdo ou o
direcionamento para agir. Na auséncia de insulina, a corticosterona aumenta ingestao caldrica
de ragdo padrao; na presenca de insulina, a corticosterona aumenta ingestao calorica de
gorduras; em ambas as condi¢des, o esteroide aumenta a ingestdo caldrica total. Assim, os
GCs parecem induzir o aumento da saliéncia de incentivo (BERRIDGE & ROBINSON,
2003) para comportamentos que podem servir ao organismo, tanto positiva quanto

negativamente; ja a insulina parece direcionar as escolhas alimentares.

Alguns estudos vem examinando o papel das escolhas alimentares e a atividade do
eixo HHA, apresentando resultados varidveis, tanto em direcao a reducdo da resposta ao
estresse como quanto ao aumento. Um trabalho que investigou o consumo de alimentos
palataveis em resposta ao estresse por contencdo mostrou uma atenuagdo da resposta do
ACTH no grupo alimentado com palataveis; esta diferenga persistiu apesar da habituagao da
resposta ao estresse em ambos os grupos de dieta; além disso, o estresse por imobilizagao
aumentou o consumo de alimentos palatdveis em relacdo ao consumo do grupo que ndo

recebeu estressor (PECORARO et al., 2004).

O acesso restrito a alimentos palatdveis, um modelo experimental de compulsao
alimentar, pode acentuar ainda mais esse efeito inibitorio sobre o eixo HHA. De acordo com
essas conclusdes, os ratos alimentados com uma dieta rica em gordura durante 2-3 meses
reduziram resposta simpdatica ao estresse, em comparagao com aqueles alimentados com uma
dieta de baixo teor de gordura e de carboidrato (BUWALDA et al, 2001). A exposicao a
curto prazo a uma dieta rica em gordura, também reduziu a ansiedade no teste do labirinto em
cruz elevado (PRASAD & PRASAD, 1996). Contra o argumento de que a ingestdo de

alimentos palataveis atenue a atividade do eixo HHA, alguns estudos tém observado um
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aumento da reatividade ao estresse com a ingestdo de dieta rica em gordura. Por exemplo, os
ratos submetidos a uma dieta rica em gordura (TANNENBAUM ef al., 1997; KAMARA et
al., 1998) tém maiores niveis de ACTH e/ou de corticosterona em resposta a contengdo. A
infusdo lipidica involuntaria aguda em ratos também produziu um aumento acentuado na
resposta ao estresse pelo eixo HHA (WIDMAIER et al., 1992), consistente com elevagdes da
corticosterona apods infusdes de emulsdo de triglicerideos no cérebro (CLEMENT et al.,
2002). A aparente discrepancia entre os achados pode ser atribuida nao ao conteudo caldrico
da dieta, mas sim a possibilidade da escolha de alimento palatavel, como abordado por La
Fleur e colegas: a provisdo de racdo padrao e/ou rica em gordura para ratos submetidos ao
estresse por contengdo levou a uma reducdo significativa dos niveis de ACTH e corticosterona
(la FLEUR et al., 2005). Em contraste, quando forneceu-se apenas a ragao rica em gordura, na
mesma propor¢ao caldrica consumida pelo grupo de animais com liberdade de escolha
alimentar, as respostas ACTH e corticosterona para o estresse por contengao sao
significativamente mais altas (la FLEUR et al., 2005) . Os resultados de dois experimentos
independentes (TANNENBAU ef al., 1997; la FLEUR et al., 2005) de dietas com escolha e
dietas sem-escolha sobre as respostas do ACTH e da corticosterona ao estresse demonstraram
diferencas na reatividade ao estresse tanto sobre o ACTH quanto sobre a corticosterona,
evidenciando maiores respostas na auséncia de escolha combinada com baixo teor calorico.
Animais que recebiam acesso a solugdo de sacarina, que ¢ doce mas ndo tem calorias,
mostraram uma resposta atenuada da corticosterona a contengdo, semelhante aos achados do
ensaio no qual os ratos tinham acesso diario a uma solucao de sacarose de alto teor caldrico
(ULRICH-LALI et al., 2007) . Portanto, atenuagdo da resposta ao estresse ¢ um efeito tanto do

valor caldrico do nutriente mas também da possibilidade da escolha alimentar.

A insulina também pode desempenhar um papel-chave na atenuagdo das respostas
do ACTH e da corticosterona a contengao. Os niveis de insulina no plasma sdao negativamente
correlacionados com a expressdo de CRH- RNAm no PVN (WARNE, 2008). Embora os
locais de ligagdo e os componentes da sinaliza¢dao da insulina (CORP et al., 1986; BASKIN et
al., 1993) tenham sido detectados no nucleo paraventricular, a acdo direta central da insulina
sobre a expressao de CRH ¢ improvavel uma vez que a administragcdo intracerebroventricular
de insulina ndo afeta expressdo de CRH-RNAm no PVN em ratos diabéticos, apesar de
reduzir a expressao de RNAm da colecistoquinina neste mesmo sitio (SIPOLS et al., 1995).

Assim, acredita-se que a insulina possa atuar através de outros nucleos cerebrais,
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possivelmente extra-hipotalamicos que, agiriam entdo sobre o PVN. A area tegmentar ventral
(VTA) e substantia nigra pars compacta (SNPC), dois locais chave na via da recompensa,
expressam receptores de insulina (FIGLEWICZ et al., 2003) e sao sitios candidatos da agdo
insulinica. Apesar de ligagdes diretas entre a acdo da insulina na expressao de CRH- RNAm
no PVN e VTA / SNPC nao tenham sido demonstradas, o VTA e a SN mostraram resposta a
ingestdo de gorduras ou aos niveis de insulina circulantes, respectivamente, com uma redugao
no numero de células c-Fos imunorreativas (WARNE et al ., 2007b). Além disso, as projegoes
de CRH a partir do ntcleo do leito da estria terminal, do nucleo central da amigdala e do PVN
inervam a area tegmentar ventral (RODAROS et al., 2007), sugerindo que o VTA possa

também responder a alteragcdes na expressao de CRH-RNAm PVN.

2.6 REGULACAO DO CONSUMO ALIMENTAR

Devido a sua importancia biologica, a ingestdo alimentar ¢ controlada por um
sistema altamente complexo, com funcionamento robusto e preciso. Estdo envolvidos na
regulacdo do consumo alimentar os componentes homeostatico, hedonico e executivo. A
figura 4 ilustra esquematicamente os diversos niveis e regides fisioldgicas envolvidas na

modulagdo do comportamento alimentar.

O nucleo arqueado (ARC), localizado no hipotdlamo, ¢ o principal centro de
controle homeostatico do apetite, recebendo informagdes de hormdnios periféricos, para os
quais possui receptores. O controle heddénico envolve o circuito dopaminérgico
mesocorticolimbico, que pode ser ativado pelo consumo de alimentos palataveis, induzindo a
ingestdo além das necessidades homeostaticas. O componente executivo inclui o controle
inibitorio, a atengdo e a flexibilidade mental, a sensibilidade a recompensa ¢ a memoria de
trabalho. Estes comportamentos sao mediados por regides corticais pré-frontais € modulados
por neurotransmissores dopaminérgicos, noradrenérgicos, serotoninérgicos e colinérgicos, em
resposta a mudancas no ambiente (PORTELLA & SILVEIRA, 2014; LOGUE & GOULD,
2014).

Sabe-se que os comportamentos voluntarios, estimuladas por desafios externos ou
internos ou sentimentos de prazer, memorias ¢ habitos podem substituir os controles de

homeostase do balanco energético (FIGLEWICZ, 2003; FIGLEWICZ & BENOIT, 2009;
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ZHENG et al., 2009; GIBSON, 2006 MYERS et al., 2009; KELLEY et al., 2005; STEPTOE
et al., 2007). Um estudo recente mostrou que a tristeza favorecia a ingestao de alimentos com
alto teor de gordura/doce, com valéncia heddnica e gratificante, enquanto que a ingestao
durante um estado de contentamento favorecia a ingestdo de frutas secas (GARG,
WANSINK & INMAN, 2007). A base para este comportamento e outros que levam a
obesidade incluem vias corticais e subcorticais que envolvem a aprendizagem e memoria de
recompensa e prazer, bem como a formagdo de habitos e diminui¢do do controle cognitivo.
Hormonios de estresse elevados e ingestao de alimentos palataveis e a consequente acréscimo
de gordura podem servir como sinais de retroalimentacao que reduzem o estresse percebido

(PECORARO et al., 2006) , o que reforca o comportamento alimentar induzido pelo estresse.

Cértex PF (fungdo a)Nivel Cortical:
executiva) Pensamento
- - flexibilidade de respostas,
a) fsula Cingulado Antetiar regulagio mental da ingestdo
(sentimentos) (comportamento
motivado)

N
fpocnpg b)Cérebro Limbico:
(Memiciade Emocional
trabalho) g p
recisar (wanting),
Hormdénios e b) ﬁfﬁw‘; iiciecsCaBase rpegulacﬂc() hedénfga
> L= 0 abitos; : g
Metabélitos (b ) habitual da ingestdo
Niucleo Accumbens
\ (motivagdo)

( . c) Nivel
Niicleo Substancia \ Homeostitico:
Parabraquial Cinzenta Balango energético
Periaquedutal

s

) regulacdo
g = homeostatica da
Niicleo do Area Tegmentar pucrey ingestdo
Trato Ventral Auicadmie

Solitario Pré- moto

\ Autondmicos Autondmicas /

Figura 4 -As estruturas cerebrais envolvidas nos comportamentos alimentares. (A) No nivel cortical, o
encéfalo emocional estd ligado a insula anterior que fornece "sentimentos", e ao cortex cingulado anterior que
governa o "comportamento motivado". (B) O cérebro limbico ¢ responsavel pelas respostas emocionais
(amigdala), motivacionais (nucleo accumbens) e habituais (ntcleos da base). Em (C) tem-se representado o
hipotadlamo e algumas estruturas pertencentes ao tronco cerebral ¢ a medula espinhal, que regulam o equilibrio
energético. As aferéncias para o cérebro e para as estruturas corticais € emocionais sdo mostrados a esquerda, e
as eferéncias das estruturas corticais, subcorticais habituais € emocionais sdo mostradas a direita. Existem
interagdes horizontais entre componentes aferentes e eferentes em cada nivel e as estruturas também sdo
bidirecionalmente e verticalmente ligadas. Enquanto os neuronios hipotaldmicos sdo suficientes para regular a
ingestio energética, componentes do cérebro limbico e cortex frontal podem substituir a manutenc¢do basica do
balango energético e resultar em um fenotipo de sub ou sobrepeso. Adaptada de Dallman (2010).
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3 JUSTIFICATIVA

Considerando a participacao dos GCs na modulagdo do comportamento alimentar e
os crescentes aumentos de incidéncia e prevaléncia de obesidade e distirbios na alimentagao,
particularmente na infancia e na adolescéncia, torna-se relevante identificar possiveis
preditores. Acredita-se que a investigacdo da heterogeneidade produzida pelas variantes
polimorficas de genes envolvidos no controle do eixo HHA contribuird no entendimento dos

mecanismos neurobioldgicos subjacentes as variagdes fenotipicas da resposta ao estresse.
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4 OBJETIVOS
4.1 OBJETIVO GERAL

O estudo pretende investigar em uma amostra comunitaria de adolescentes se a
presenca do polimorfismo A3669G do gene do GR interfere na preferéncia, no
comportamento alimentar e perfil metabdlico destes individuos, avaliando a presenca de
outros possiveis preditores, descrevendo os respectivos padroes de ativagdo cerebral frente a
uma tarefa de visualizacao de imagens de alimentos palataveis, de alimentos ndo- palataveis e

de imagens de objetos neutros.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Avaliar a frequéncia e a distribui¢ao do alelo G do polimorfismo A3669G do gene do

GR na amostra.
* Estimar padrdes nutricionais e antropométricos dos participantes da pesquisa.

* Descrever a glicemia, a concentragao e a sensibilidade a insulina dos individuos da

amostra; avaliar como estas medidas variam em dois momentos: 2008 e 2013.

* Determinar a presenca de tragos de ansiedade na amostra; avaliar se esta variavel
interfere no comportamento alimentar entre os grupos de carreadores do alelo G do

polimorfismo A3669G e nao carreadores.

* Analisar a existéncia de associagao entre o cuidado parental sobre o comportamento e

preferéncia alimentar dos participantes.

* Avaliar a possivel associacdo entre trauma e abuso na infancia sobre a preferéncia e o

comportamento alimentar dos individuos deste estudo.

* Descrever os padrdes de ativagdo cerebral relativos a preferéncia e ao comportamento
alimentar dos individuos da amostra através de ressonancia magnética cerebral
funcional, por meio de um paradigma de imagens de alimentos palataveis, de

alimentos nao palataveis e de imagens de objetos neutros.
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5 HIPOTESE

A alterag¢do da reatividade ao GC, com aumento de sua resisténcia, relacionada a
sensibilidade de seu receptor, altera a resposta ao cortisol, induzindo menor consumo calodrico
total e de alimentos de conforto, traduzindo-se em parametros neurobiologicos (avaliagao

clinica, laboratorial e de neuroimagem funcional).
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6 METODOLOGIA

Este estudo realizou-se em duas fases: as coletas da primeira etapa, ocorrida em
2008, foram realizadas por pesquisadores que integravam o projeto Avaliagdo
Multidimensional e Tratamento da Ansiedade em Criangas ¢ Adolescentes (PROTAIA)
(SALUM et al., 2011) nesta época, que, gentilmente cederam alguns dados para a elaboracgao

deste trabalho.

6.1 AMOSTRA

A populagdo da amostra ¢ originaria de alunos matriculados em seis escolas da rede
publica de ensino da cidade de Porto Alegre, pertencentes a area de abrangéncia da Unidade
Basica de Saude Santa Cecilia. O desenho da amostra foi estruturado para garantir poder na
investigacao do efeito das variaveis em estudo. A pesquisa foi planejada para desenvolver-se
em 2 etapas, sendo a primeira fase de coleta realizada no ano de 2008 e a segunda, em 2013.
No total, 2457 participantes responderam inicialmente a uma escala de triagem para
transtornos de ansiedade, o questionario auto-aplicativo Screen for Children Anxiety Related
Emotional Disorder- Children rated (SCARED) (ISOLAN et al., 2011). A partir desta
triagem, todos os participantes classificados no quartil superior e amostras de 10% de cada
um dos outros trés quartis foram convidados para seguir a pesquisa, que compreendia uma
avaliacdo psiquiatrica e nutricional, totalizando 242 individuos; destes, seis foram excluidos
por diagnostico de retardo mental e sete por parentesco com outro participante, totalizando
229 sujeitos elegiveis para o estudo. Na primeira etapa, em 2008, os 229 participantes
realizaram investigacdo completa que incluiu: avaliagdo bioquimica, nutricional e
psiquiatrica, genotipagem e antropometria; destes 229, um total de 137 retornaram os
protocolos preenchidos de auto-avaliagdo para a crianga, a mae, o pai e irmaos; dos 137, seis
individuos nao completaram a todas as avaliacdes subsequentes, totalizando assim 131
participantes na primeira fase. Em 2013, recrutou-se todos os participantes que finalizaram as
coletas da etapa anterior, comparecendo um total de 74 individuos. A reavaliacdo, realizada
entre 2013 e 2014, compreendeu (1) diagnostico psiquiatrico; (2) medidas antropométricas e

de comportamento alimentar; (3) coleta de sangue e saliva para extracdo de DNA para
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medidas de metilagdo e avaliagdo bioquimica; (4) avaliagdo com neuroimagem funcional. Os
74 participantes compareceram a coleta de dados no Centro de Pesquisa Clinica do HCPA
(CPC - HCPA) e 43 realizaram ressonancia magnética funcional (fMRI) no Instituto do
Cérebro da PUCRS. A figura 5 esquematiza a linha do tempo deste trabalho. Na segunda fase,

um individuo foi excluido das analises, por diagnostico de adenoma de hipofise.

6 Escolas (UBS- HCPA) CPC-HCPA InsCer- PUCRS

2008 2013/2014

Alocados para avaliagdes n=242 Antroporpet:ia, Genotipa_gem, Reavaliaga?o 'Nut'ricional e
Reavaliacdo Laboratorial, Psiquiatrica
Com dados completos n=131 Nutricional e Psiquidtrica fMRI
n=74 n=43

Figura 5- Linha do tempo ilustrando as fases deste estudo, dentro do projeto PROTAIA. UBS :Unidade
Basica de Satde. HCPA: Hospital de Clinicas de Porto Alegre. CPC: Centro de Pesquisa Clinica; InsCer:
Instituto do Cérebro. PUCRS: Pontificia Universidade Catélica do Rio Grande do Sul. fMRI: Functional
Magnetic Resonance Imaging

6.2 ASPECTOS ETICOS

A pesquisa foi aprovada, em seus aspectos €ticos e metodologicos de acordo com as
Diretrizes ¢ Normas Regulamentadoras de Pesquisas envolvendo Seres Humanos Resolugdo
(196/96), pelo Comité de Etica do Grupo de Pesquisa e Pos-Graduagio do HCPA
(GPPG/HCPA) (numero do protocolo 08-017). Todos os participantes, incluindo pais e/ou
responsaveis, foram informados e esclarecidos acerca dos objetivos da pesquisa e foi
garantido o sigilo com relagdo a identidade, privacidade e confidencialidade dos dados
obtidos. Na primeira fase da pesquisa, foi utilizado um termo de dissentimento para a coleta
dos dados. Na etapa seguinte foram coletados consentimentos informados separados dos

responsaveis e da crianca ou adolescente.
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6.3 INSTRUMENTOS DE AVALIACAO

6.3.1 Avaliacao Socioecondémica

A classificacdo socioecondmica foi com base nos critérios da Associagao Brasileira de
Empresas de Pesquisa (ABEP), que classifica a condi¢do socioecondmica conforme
pontuagdo obtida de acordo com a posse de determinados itens € com o grau de instrugdo do
chefe da familia em: Classe A - 35 a 46; Classe B - 23 a 34; Classe C -14 a 22; Classe D -8 a
13eClasse E-0a?7.

6.3.2 Avaliagao laboratorial

Amostras sanguineas dos participantes, em jejum por 10 a 12h, foram coletadas no
turno da manha (entre 7:00h e 10:00h) através de pungdo venosa no Centro de Pesquisa
Clinica do HCPA. Trés tubos contendo 4,5ml de amostras de sangue foram imediatamente
transportadas, em caixas térmicas com gelo, para o Laboratorio de Analises Clinicas do
HCPA, um dos tubos para analise de glicemia, insulina, colesterol total, HDL (Lipoproteina
de alta densidade), triglicerideos ¢ TSH (Hormonio tireotrofico); os outros dois tubos de
amostras foram armazenados a temperatura adequada para pesquisas hormonais e
moleculares, no Laboratério de Analises Moleculares do HCPA (SALUM et al., 2011). Os
niveis plasmaticos de glicose, colesterol total, HDL e triglicerideos foram determinados pelo
método enzimatico colorimétrico, os niveis de insulina por quimioluminescéncia e os niveis

de LDL foram estimados através da equacao de Friedewald.

6.3.3 Avaliagdo psiquiatrica

A avaliagdo psiquiatrica utilizada neste estudo foi composta de um instrumento de
triagem, a escala SCARED e dois instrumentos diagndsticos, o Schedule for Affective
Disorder and Schizophrenia for School-Age Children-Present and Lifetime Version (K-SADS-
PL) (KAUFMAN et al.,, 1997) para participantes at¢ 17 anos e o MINI (International

Neuropsychiatric Interview), versao brasileira (AMORIM, 2000), para os que estivessem
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acima de 18 anos. O Screen for Children and Anxiety Related Emotional Disorders
(SCARED), validado para a utilizagdo em criangas e adolescentes brasileiros (ISOLAN et al.,
2011) ¢ uma escala auto aplicativa composta por 41 itens que podem ser agrupados em cinco
subescalas de sintomas ansiosos: transtorno de ansiedade de separagdo, transtorno de panico,
transtorno de ansiedade social ou fobia social, transtorno de ansiedade generalizada e fobia
escolar conforme o Manual Diagndstico e Estatistico de Transtornos Mentais IV (Diagnostic
and Statistical Manual of Mental Disorders IV — DSM 1V) (American Psychiatric
Association —APA). Os instrumentos para avaliar o diagndstico psiquiatrico dos participantes,
0 K-SADS-PL e MINI, foram aplicados por pesquisadores treinados e revisados por um

psiquiatra da infancia e da adolescéncia.

6.3.4 Avaliacao de Trauma ¢ Cuidado Materno

A avaliagao retrospectiva de experiéncias traumaticas (abuso e negligéncia, nas
esferas emocional, fisica e sexual) foi realizada através do CTQ, do inglés Childhood Trauma
Questionnaire (BERSTEIN et al., 2003), um instrumento auto aplicativo, traduzido e validado
para o portugués (GRASSI-OLIVEIRA et al, 2006). O CTQ ¢ um instrumento para
adolescentes a partir de 12 anos e para adultos através do qual o respondedor gradua a
frequéncia de 28 assertivas relacionadas com situagdes ocorridas na infancia em uma escala

Likert de cinco pontos. Os participantes responderam ao CTQ nas duas etapas deste estudo.

A adaptacdo transcultural do Parental Bonding Instrument (PBI) para o portugués
foi utilizada para mensurar o cuidado materno. O PBI ¢ representado por uma escala Likert-
like (0 a 3) consistindo em 25 itens relacionados a cuidados parentais retrospectivos. Esta
escala considera dois fatores: afeto (afeto, calor, disponibilidade, cuidado, sensibilidade
versus frieza e rejeicao) e controle ou protegdo (controle, intrusdo versus encorajamento da
autonomia). A avaliagdo da protecdo apresenta itens sugerindo controle, superprotegao,
intrusdo, contato excessivo, infantilizacdo e prevencao de comportamentos independentes,
que indicam alta superprotecdo e itens sugerindo encorajamento de independéncia, que
indicam baixa superprotecao (PARKER et al., 1979, HAUCK et al., 2006, SEGANFREDO et

al., 2009). Na primeira fase de coletas, em 2008, o PBI foi aplicado a mae do participante; na
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segunda etapa, em 2013, os proprios participantes respondiam a escala para avaliar o tipo de
cuidado conforme percebido pelo adolescente. O PBI respondido pelo participante também ¢
composto por 25 perguntas em que o entrevistado responde questdes em relagdo ao
comportamento materno ou paterno até seus 16 anos de idade (PARKER, 1979; HAUCK et
al., 2006), avaliando as dimensdes do comportamento parental em duas subescalas:
amabilidade e superprote¢cdo. O PBI mostra uma elevada associagdo com ansiedade e

depressao na vida adulta (PARKER, 1979; SPOKAS et al., 2009).

6.3.5 Avaliagao genética

A avaliacdo genética foi realizada mediante coleta de saliva dos participantes, de seus
irmaos ¢ de seus pais para extragdo do DNA para genotipagem; esta coleta foi realizada na
primeira fase, em 2008. A extracdo do DNA das células do epitélio bucal dos adolescentes foi
obtida através do Oragene™ Kit (DNA Genotek, Ottawa, Ontario, Canada). A genotipagem
do polimorfismo A3669G do gene NR3CI foi realizada por PCR (Reacdo em cadeia da
polimerase) em tempo real.

As informagdes sobre o ensaio encomendado pela LifeTechnologies
(https://www.lifetechnologies.com) podem ser verificadas através do cédigo C 8951023 10,
no proprio site.

O experimento utilizou um volume final de 13ul contendo 20ng de DNA gendmico e
6,25ul de 2X do TagMan®Universal PCR Master Mix Master Mix, No AmpErase®*UNG
(Applied Biosystems) e 3,1ul de 20X TagMan™ SNP genotyping assay. As condigdes da
amplificacao foram: 10 min a 95°C seguido por 15s a 95°C e 60s a 60°C por 40 ciclos. A
discriminacao alélica com sondas fluorescentes (uma para o alelo selvagem e outra para o
alelo variante) foi determinada a 60°C com o ABI StepOne, seguida de analise apropriada com

o software da Applied Biosystems.
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6.3.6 Avaliacao do consumo alimentar

A ingestdao alimentar foi avaliada por um questiondrio de frequéncia alimentar
aplicado aos participantes composto por 135 alimentos, o Questionario de Frequéncia
Alimentar (QFA), desenvolvido e validado para adolescentes e adultos (QFA-Porto Alegre)
(HENN et al.,, 2010). O QFA avalia o consumo alimentar do ultimo ano de forma
retrospectiva, por meio da frequéncia (numero de vezes por dia/por semana/por més ou por
ano) e quantidades (tamanho da por¢do) ingeridas, através de auto relatos. Para o célculo do
consumo de carboidratos, proteinas e gorduras, foi desenvolvido o QFA semiquantitativo
adaptado do QFA-Porto Alegre, (HENN et al., 2010). Para determinar a quantidade em
gramas (g) ou mililitros (ml) das por¢des pré-estabelecidas pelo QFA-Porto Alegre, foram
empregados os valores fornecidos pelos autores do instrumento original (HENN et al., 2010);
por¢des/medidas caseiras divergentes das pré-estabelecidas, foram corrigidas pela Tabela de
Avaliagdo do Consumo Alimentar em Medidas Caseiras (PINHEIRO et al., 2005). As
frequéncias e as quantidades consumidas pelos participantes foram convertidas em
equivalentes diarios: [numero de vezes/nimero de dias*(quantidade*valor da medida
caseira)]. Os dados foram digitados e posteriormente calculados em uma planilha do
Microsoft Office Excel; para cada item alimentar, foi estimado o valor dos nutrientes e o valor
energético total, em quilocalorias (Kcal). Para obtencdo da composi¢cdo nutricional dos
alimentos, foram empregados os valores fornecidos pelos autores do QFA-PortoAlegre,
provenientes em sua maioria da tabela americana (United States Department of Agriculture -
USDA) seguido pelas tabelas brasileiras (PHILIPPI, 2002; PINHEIRO et al., 2005). Para os
itens sem equivalentes na tabela americana (por exemplo, nhoque de batata, legumes
empanados, pastel/coxinha/risoles/croquete, pasteldo/empaddo/ quiche, legumes variados,
salada misturada, aipim frito, bolinho de arroz, capuccino, sushi, brigadeiro/negrinho/doce
com chocolate) foram elaboradas receitas ¢ com base na pesquisa dos ingredientes, foi
possivel obter a composi¢ao pela USDA. A estimativa do consumo de cada nutriente foi
consolidada com base no calculo onde o valor nutricional total equivale ao ntimero de
por¢des deste alimento multiplicado pelas frequéncia de ingestao didria e propor¢do em cada
por¢ao. O calculo do consumo nutricional total individual foi realizado através do programa

SPSS (Statistical Package for the Social Sciences) versao 19.0 (SPSS Inc., Chicago, IL,
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EUA®). A andlise quantitativa de macronutrientes € micronutrientes consumidos foi

calculada usando o software NutriBase® (versao NB& Network) [Phoenix, AZ, USD].

6.3.7 Avaliagao Antropométrica

Todas as medidas antropométricas foram realizadas no turno da manha, avaliadas por
pesquisadores capacitados que utilizaram técnicas padronizadas e equipamentos calibrados
(World Health Organization- WHO). As medidas foram realizadas em duplicata, sendo
adotado o valor médio e de acordo com a metodologia descrita no manual de orientagdes para
coleta e andlise de dados antropométricos em servicos de saude: Sistema de Vigilancia

Alimentar e Nutricional - SISVAN (BRASIL, 2011).

Massa corporal

A massa corporal (peso) foi aferida em quilogramas (kg) por meio de uma balanca

digital eletronica, com capacidade de 180 kg e precisao de 100 g marca Filizola®.
Altura

A estatura dos adolescentes foi medida por um estadiometro fixo com precisao de 1
mm da marca Harpenden®. As trés medidas foram realizadas em duplicata, sendo adotado o
valor médio e de acordo com a metodologia descrita no manual de orientagdes para coleta e
analise de dados antropométricos em servigos de satude: Sistema de Vigilancia Alimentar e

Nutricional - SISVAN (BRASIL, 2011).
indice de Massa Corporal
O calculo do Indice de Massa Corporal (IMC) foi obtido através da formula:

IMC =P + E% onde P = peso em quilogramas (kg) ¢ E = estatura em metros, ao quadrado.
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6.3.8 Avaliacao do desenvolvimento puberal

O estadiamento puberal foi realizado por meio da auto-avaliagdo do adolescente,
através de fotos das caracteristicas sexuais secundarias. Posteriormente, as fotos foram

classificadas segundo os critérios de Tanner.

6.3.9 Neuroimagem funcional

Todos os participantes que compareceram a avaliagao no CPC-HCPA em 2013 (n=74)
foram convidados a participar do exame de neuroimagem funcional. Através de contato
telefonico procedia-se ao agendamento do exame, excluindo-se participantes que
apresentassem contraindicagdes: presenca de metais no corpo, tatuagem recente e/ou
gestagcdo. Os participantes eram orientados a comparecer no Instituto do Cérebro da PUCRS
(figuras 6 ¢ 7) em jejum de quatro horas e, trinta minutos antes do exame, recebiam lanche
padronizado [uma barra de cereal + um suco de caixinha = 174 kcal, 39g de carboidratos
(90% das calorias totais), 0,9 g de proteinas (2% das calorias totais) e 1,6g de lipideos (8%
das calorias totais)]. No total, 44 participantes dos 74 que foram reavaliados em 2013
realizaram exame de neuroimagem funcional. Destes 44, § participantes apresentavam o alelo

G do polimorfismo A3669G.

Figuras 6 e 7 - Aquisicdo de imagens de ressonincia magnética cerebral, no Instituto do Cérebro- PUCRS
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6.4 AQUISICAO DE IMAGENS DE fMRI

A aquisi¢do das imagens foi realizada em equipamento de 3,0 Tesla (GE Healthcare
modelo Signa HDxT), com uso de bobina de cranio de oito canais para recep¢ao do sinal.
Adquiridas inicialmente imagens estruturais de cranio total em T1, com voxels de resolugcao
isotropica espacial de Imm’, sendo adquiridas 170 fatias contiguas, com matriz de imagem de
256 x 256 (frequéncia e fase) e imagens do tipo Inversion Recovery com TE 2.18ms e TR
6.1ms. A aquisicdo estrutural foi seguida pela aquisicdo de imagens funcionais. A aquisi¢ao
das imagens de ressondncia magnética funcional foi através de imagens ecoplanares T2*
(EPI) Blood oxygen level-dependent (BOLD), com 26 fatias axiais intercaladas, de espessura
de corte de 4,0mm e com gap de 0,4mm, FOV 240mm x 240mm e tamanho da matriz de 80 x
64, TE 30ms, TR 2.000ms, angulo flip de 90°. A tarefa foi dividida em trés sessdes com 233
volumes, com tempo de aquisicdo de 7 min e 46 s cada sessdo. Durante o exame, o0s

participantes realizavam uma tarefa, chamada paradigma, descrita logo a seguir.

6.4.1 Paradigma fMRI - alimentos palataveis/ndo palataveis/itens neutros

Paradigmas em fMRI representam o conjunto de tarefas que o individuo deve realizar
no momento do exame para identificar as areas de atividade cerebral (DELLA JUSTINA,
2005; MAZZOLA, 2009). O paradigma utilizado neste trabalho foi adaptado do estudo de
Page et al. (2011), desenhado para avaliar as respostas cerebrais dos individuos frente a
visualizagdo de imagens de alimentos altamente palatdveis, imagens de alimentos nao
palataveis e de imagens de itens neutros (objetos nao relacionados a alimentagao). As figuras
foram selecionadas de um banco de imagens da Faculdade de Psicologia da UFRGS
(DELUCHI, 2014) e do International Affective Picture System (IAPS) (LANG et al., 2008).
Um estudo piloto realizado com adolescentes da mesma faixa etaria desta pesquisa
determinou quais alimentos seriam classificados como altamente palataveis e nao palataveis.
O paradigma foi criado e apresentado no software E-Prime versdao 2.0 (Psychological
Software Tools Inc.) e dividido em trés sessdes, cada uma com vinte € uma imagens
randomizadas (sete alimentos altamente palatdveis, sete alimentos nao palataveis e sete itens
neutros) e com duragdo sete minutos. Antes da realizagdo do paradigma de palataveis, os

individuos eram treinados, visualizando as imagens da tarefa na tela de um computador.
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As sessoes do paradigma foram estruturadas da seguinte forma:
1) Apresentacao da figura de um alimento altamente palatavel ou um alimento nio palatavel
ou um item neutro (duragdo 4 segundos).
2) Escala do “gostar”: Quanto vocé gosta deste alimento? (duragdo 5 segundos).
3) Escala do “querer”: Quanto vocé€ quer comer este alimento agora? (duracao 5 segundos).
As escalas dos itens 2 e 3 eram formadas por respostas que variavam de 1 (nada) a 4
(muito).
4) Ponto de fixagdo (duracdo média de 6 segundos), configurando o descanso entre as
sessoes.
Para imagens de itens neutros as perguntas eram reformuladas da seguinte maneira:
“Quanto este objeto ¢ importante para voce€?” e “Quanto vocé utiliza este objeto?”. A figura 8

ilustra o paradigma de alimentos palataveis/nao palataveis.

1) Apresentacio 2) “Gostar” 3) “Querer” 4) Descanso antes
da figura (escala 1-4) (escala 1-4) da proxima sessao
Quanto vocé gosta deste Quanto vocé quer comer
alimento? este alimento agora?
| 4 segundos | 5 segundos | 5 segundos | 3-9 segundos
Tempo

Figura 8- Linha do tempo que ilustra o modelo de sessio realizada no paradigma fMRI - alimentos
palataveis/ndo palataveis/itens neutros. Adaptada de Page et al. (2011).

6.4.2 Pré-processamento e processamento das imagens fMRI

O pré-processamento de imagens foi realizado utilizando o programa Statistical
Parametric ~ Mapping (SPM, versao 8, University College London, UK;

http://www.fil.ion.ucl.ac.uk/spm). Inicialmente, as imagens foram convertidas de DICOM

(formato do scanner) para o formato Nifti-1. Em seguida, realizou-se a interpolagdo
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temporal dos dados (slice-timing correction) (HENSON et al., 1999; SLADKY et al.,
2011) para compensar as diferengas temporais entre as fatias (s/ices). Logo ap0s, as imagens
foram processadas para corrigir diferencas relacionadas a pequenos movimentos da cabeca
durante a aquisi¢do. Cada imagem foi transformada a partir de seis parametros de
transformagdo de corpo rigido onde foi aplicado um modelo autorregressivo de
movimento, para corrigir mudangas na posicao da cabegca (FRISTON et al., 1996). Quatro
participantes foram excluidos por movimentacdo excessiva durante o exame. As imagens
corrigidas foram co-registradas com imagens anatomicas individuais de alta resolugdo
(ASHBURNER & FRISTON, 1997); estas imagens de alta resolucao foram segmentadas em
substancia cinzenta, substancia branca e liquido cefalorraquidiano (CSF) (ASHBURNER &
FRISTON, 2005). Apos a suavizagao das imagens, a substancia cinzenta foi transformada
em espaco padrdo, utilizando-se uma transformacdo de doze parametros e modificagdo
quadratica tridimensional de seis parametros (WRIGHT et al., 1995; ASHBURNER e
FRISTON, 2000). Os parametros para normaliza¢ao do espago padrao foram aplicados nas
imagens funcionais e anatdmicas de cada individuo. Apds a normalizagdo, os dados
funcionais foram suavizados utilizando filtro gaussiano de 8x8x8mm full width at half
maximum (FWHM) para analises estatisticas (MIKL ez al., 2008). O processamento das
imagens também foi realizado no programa Statistical Parametric Mapping (SPM). Neste
programa, a analise de dados de varios sujeitos prossegue em duas etapas, utilizando modelos
de dois niveis (ASHBURNER et al., 2014). As andlises estatisticas de primeiro nivel (first
level), sdo usadas para implementar uma analise intrassujeito, havendo muitos modelos de
primeiro nivel, pois hé varios sujeitos (POLDRACK et al., 2011; ASHBURNER et al,, 2014).
Nessa etapa, sao consideradas as informagdes sobre as diferentes condigdes/contrastes, o
tempo de inicio (onsets) e a duragao para todos os scans combinados do sujeito (SPM 8
Processing Manual). Os modelos de primeiro nivel podem ser utilizados para produzir um
resumo adequado dos dados que serdo utilizados para as andlises de segundo nivel (second
level) (ASHBURNER et al., 2014). O segundo nivel leva em consideragdo as estimativas dos
parametros especificos do sujeito e as estimativas de variancia do primeiro nivel
(POLDRACK et al., 2011). Trata-se de uma analise de grupo (ASHBURNER et al., 2014).
Neste trabalho, o segundo nivel foi utilizado para verificar as diferengas de ativagdes
cerebrais em dois grupos: um grupo dos individuos carreadores da variante polimorfica

A3669G do gene do GR (n= 7) e o outro grupo dos individuos ndo carreadores (n=32),
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controlados para a variavel nivel de ansiedade. Foram considerados trés tipos de contrastes,
definidos de acordo com o paradigma fMRI realizado e também utilizado no primeiro nivel,
conforme descricao:
1) alimentos palataveis > itens neutros;
2) alimentos palataveis > alimentos ndo palataveis;
3) alimentos nao palataveis > itens neutros.
Utilizou-se o teste t para duas amostras independentes como andlise estatistica,
corrigindo para comparagdes multiplas (FWE, family-wise error , com valor de p<0,05).
Para localizar as regides cerebrais identificadas, inseriu-se as coordenadas X, Y, Z
encontradas pela andlise de second level (SPM) na interface do Talairach Client

(http://www .talairach.org/), conforme ilustrado na Figura 9.

e O O Talairach Client
rDatabase Search Options

(®) single Point () Nearest Gray Matter () Cube Range +/-5mm %

rCoordinates

() Single Coordinate Search:

X: >8 Y: _10 z: 56
() From file: Show Results
Input: <no file selected>
Output: <no file selected>
[ iear |

Welcome to the Talairach Client.

Label at (20, -96, 16):
Right Cerebrum, Occipital Lobe, Middle Occipital Gyrus, White Matter, *

Label at (38, -20, 52):
Right Cerebrum, Frontal Lobe, Precentral Gyrus, Gray Matter, Brodmann area 4

Label at (28, -10, 56):
Right Cerebrum, Frontal Lobe, Precentral Gyrus, Gray Matter, Brodmann area 6

Figura 9- Identificacio das areas cerebrais ativadas de acordo com as coordenadas da ativacdo fornecidas
pela analise de second level (SPM) na interface do Talairach Client.
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6.5 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram descritos em média + erro padrdo para varidveis continuas e
frequéncia (em percentual) para as categoricas. Os desfechos de cada fase do estudo foram
comparados entre as variantes polimorficas utilizando teste Qui-Quadrado, para variaveis
categoricas e teste ¢ de Student, para variaveis continuas; os dados de interagdo das variaveis
longitudinais de desfecho foram calculados através de Equagdes de Estimacao Generalizadas
(EEG). As andlises da pesquisa foram realizadas com o software Statistical Package for the
Social Sciences for Mac v. 22.0 (SPSS Inc., IBM Company, Chicago, EUA). As analises das
imagens de ressonancia magnética funcional foram descritas na sessdo Aquisi¢ao de Imagens.

O nivel de significancia considerado foi de 0=0,05.
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7 RESULTADOS
7.1 FREQUENCIA GENICA

O alelo G do polimorfismo A3669G do gene do GR foi encontrado em 17,6% dos
individuos em 2008 e em 14,9% da amostra em 2013, com distribui¢do genotipica conforme
tabela 4. As populacdes apresentavam-se em equilibrio de Hardy-Weinberg para o alelo G nas
duas etapas do estudo, na frequéncia de 17,6% (IC95%: 12,8 - 23,8; P=0,601) ¢ 14,9%
(I1C95%: 8,1-23; P=0,473), respectivamente.

Tabela 4 — Frequéncia do polimorfismo A3669G na Amostra

Mudanca Niao Carreador Total
Nucleotideo carreador

2008 186 (82,3) 40 (17,6) 226 (100)
A G

2013 63 (85,1) 11 (14,9) 74 (100)

Dados expressos em frequéncias absolutas (n) e relativas (%). A: Adenosina. G: Guanina

7.2 CARACTERISTICAS DA AMOSTRA

Nao houve diferencas na composi¢do amostral entre os grupos quanto a idade, sexo,
cor, peso ao nascimento, nivel de escolaridade materna e nivel socioecondomico dos
participantes que realizaram as coletas em 2008 e em 2013 (tabela 5); também nao houve
diferenca quanto ao cuidado materno, verificado pela escala PBI (P=0,864 em 2008 ¢ P=0,612
em 2013) e quanto a experiéncias de abuso e trauma na infancia, avaliado pelo questionario
CTQ (P= 0,202 em 2008 e P=0,927 em 2013), expressos na tabela 5. O nivel de ansiedade,
medido pela escala SCARED, foi estatisticamente menor no grupo dos carreadores do alelo G
do polimorfismo A3669G do que no grupo ndo carreador na reavaliacdo de 2013 (média +
EP: carreadores 13,8+1,82 e ndo carreadores 24,46+1,64, com valor de P=0,011) conforme

descrito na tabela 5.
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Tabela 5 — Caracteristicas Amostrais em 2008 e em 2013

2008 2013

Caracteristica P

. Carreador Nao Carreador n Carreador Néo Carreador P
Amostrais
Idade (anos)” 131 13,88 + 0,59 13,61 £ 0,21 0,672 73 18,13 £ 0,87 17,46 + 0,29 0,667
Sexo . a 132 8 (6,1%) 37(28%) 0,453 74 2(18,2%) 27(42,9%) 0,183
masculino
Cor branca® 92 19(14,4%) 73(55,3%) 0,138 73 7(70%) 41(65,1%) 1,0
Escolaridade 0.335
materna 131 3(2,3%) 17(13%) ’ 45 7(100%) 25(65,8%) 0,089
(< 8 anos)*
ABEP® 121 15,76 £ 0,92 16,17 £ 0,5 0,232 65 16,38 + 1,93 17,04 + 0,7 0,735
BWR" 35 0,97 0,08 0,95 +0,07 0,689 70 1,04 + 0,06 1,05+ 0,02 0,516
SCARED-C" 131 29,67 +2,33 33,27 +1,17 0,954 68 13,8 +1,82 24,46 + 1,64 0,011*
CTQ" 89 38,62+ 3,5 36,47+ 1,2 0.202 39 240,309 2,03+£0,15 0.927
PBI’ 91 7,88 £0,77 8,26 0,38 0,854 54 8,42+ 1,74 7,67 +0,55 0,612

* Qui-quadrado. Dados expressos em frequéncias absolutas (n) e relativas (%). "Teste t de Student. Dados
expressos em média + EP. ABEP: Associacdo Brasileira de Empresas de Pesquisa. BWR: Birth Weight Raitio.
SCARED- C: Screen for Children and Adolescent Emotional Related Disorders- Child version. CTQ: Childhood
Trauma Questionnaire. PBI: Parental Bonding Instrument.

7.3 COMPORTAMENTO ALIMENTAR

A analise realizada através do QFA mostrou que ndo houve diferencas entre os
grupos quanto ao consumo de proteinas, gorduras e carboidratos no ano de 2008, com dados
evidenciados na tabela 6; neste mesmo periodo, os carreadores do alelo G do polimorfismo do
gene do GR consumiam menos calorias (média+EP, em quilocalorias totais: carreadores
2599,65£122,3 e ndo carreadores 2974,96+£133,42, P= 0,041) ¢ menos actcares (médiaxEP
agucares, em gramas: carreadores120,72+6,04e nao carreadores 153,16+8,8, P=0,003); em
2013, o grupo carreador manteve um menor consumo em agucares (média+EP, carreadores
122,62+9,28; ndo carreadores 157,94+11,42, P=0,021), conforme expresso na tabela 6 ¢ na
figura 10. O consumo de calorias totais, proteinas, gorduras e carboidratos no ano de 2013

nao mostrou diferengas entre os grupos, dados descritos na tabela 6.
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Tabela 6- Resultados das comparacoes de consumo alimentar

2008 2013
Nao Nao
n Carreadores carreadores P n Carreadores carreadores P
QFA P (%) 131 15,87+0,046 15,91+0,28 0,953 74 15,81+0,64 15,92+0,38 0,295
QFA G (%) 131 27,47+0,97 27,48+0,44 0,988 74 27,34+1,46 27,04+0,48 0,391
QFA C (%) 131 57,41£1,18 57,33+0,57 0,950 74 57,55+1,57 57,82+0,74 0,715
KCal totais 131 2599,65£122,37  2974,96+133,42  0,041* 74 2515,57£196,02  2871,73£169,28 0,180
Acucar (g) 131 120,72+6,04 153,16+8,8 0,003* 74 122,6249,28 157,94£11,42  0,021*

Valor p para o teste t de Student. Dados expressos em média £ EP. QFA P/G/C: Questionario de Frequéncia
Alimentar proteinas/gorduras/carboidratos. Kcal totais: quilo calorias totais.

Consumo de agucares (g)
400
300
200 - — B carreadores
J ndo carreadores

100

0

2008 2013

Figura 10- Comparacio entre as médias de grupos do consumo de agticares em 2008 e em 2013. Valor p
obtido através do teste ¢ de Student.

7.4 AVALIACAO DO CONTROLE METABOLICO

Para analise das medidas repetidas de cada grupo, utilizou-se método estatistico de
Equagdes de Estimacdo Generalizadas, testando o comportamento das varidveis insulina,
HOMA-IR (Homeostasis Model Assessment-Insuline Resistence ) e IMC em fun¢do do tempo.
A média dos niveis de insulina foi significativamente maior no grupo nao carreador do que no
grupo carreador (P=0,03) em 2013; comparando as médias de insulina em 2008 com as de
2013 do grupo ndo carreador, observou-se um aumento estatisticamente significativo
(P=0,001), evidenciando um efeito de tempo neste grupo. A resisténcia a insulina, parametro

calculado pelo HOMA-IR através da equagdo: (Glicemia x Insulinemia)+ 22,5, também
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mostrou-se mais elevada na comparagao entre médias no grupo nao carreador (P=0,026) em
2013 conforme apresentado na tabela 7 e nas figuras 11 e 12. Houve um aumento
significativo ao longo do tempo sobre o indice de resisténcia a insulina apenas no grupo dos

individuos nao carreadores (p= 0,019), com dados expressos na tabela 7 e na figura 12.

Tabela 7- Resultados das comparacdes de niveis de insulina, indice de resisténcia a
insulina e IMC ao longo do tempo entre grupos e para a interag¢iao

2008 2013 P para
interacao
Nao Nao Ppara Ppara grupoX
n  Carreadores  carreadores n Carreadores carreadores grupos tempo tempo

Insulina 51 12,37*"+1,41 11,61*+0,76 73 1123%+1,37 14,81°£0,91 0,311 0,225 0,011
HOMA 51 2,62*+0,31 2,56*+0,19 73 2,29°+0,29 3,08°+0,19 0,226 0,634 0,030

IMC 72 21,97+1,02 20,94+0,50 73 24,90+1,52  23,26+0,57 0,325 <0,001 0,425

Dados expressos em média + EP. Valor p obtido através de Equagdes de Estimagdo Generalizadas (GEE).
Médias seguidas por letras iguais nao diferem pelo teste Post Hoc da Diferenga Minima Significativa de Fisher.
IMC: Indice de Massa Corporal. HOMA-IR homeostatic model assessment- insuline resistence.

Insulina (uU/mI)

20
15
— —o
10
5
0
2008 2013
carreadores ndo carreadores

Figura 11- Insulinemia entre os grupos de carreadores do polimorfismo A3669G e niao carreadores. Valor
de p calculado através de Equagoes de Estimacdo Generalizadas.
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Figura 12- Sensibilidade insulinica medida pelo HOMA-IR ao longo do tempo. Valor de p calculado através
de Equagoes de Estimacdo Generalizadas. HOMA-IR: Homeostatic Model Assessment- Insuline Resistence

A avaliacdo das medidas de IMC ndo mostrou interagdo significativa entre as
variaveis (p=0,425) (tabela 7); quando testou-se o efeito do tempo sobre o IMC nos grupos, a
diferenca observada (p<0,001) ¢ explicada pelo crescimento ponderal esperado dos individuos

para esta faixa etaria.
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7.5 NEUROIMAGEM FUNCIONAL

As imagens geradas pela fMRI para cada individuo nos contrastes do paradigma de
alimentos palataveis foram utilizadas para as analises de second level. Para a anélise de grupo,
estas imagens de contrastes individuais foram inseridas em um teste ¢ para duas amostras
independentes para comparar os padrdes de ativacdo do cérebro em resposta a estimulagdo
visual ajustada para a co-variavel ansiedade. Todas as analises foram corrigidas para
comparagoes maultiplas utilizando FWE (Family-wise error) e p<0.05 sendo considerado
estatisticamente significativo. O desenho matricial utilizado para verificar diferencas de
ativacdo com imagens obtidas através do contraste palataveis>nao palataveis, obedeceu a

seguinte ordem:

1) na primeira posi¢ao estavam representados os scans do grupo nao carreador (n=31);
2) na segunda posicao representou-se os scans do grupo carreador (n=6);

3) na terceira posi¢do estavam contidas as imagens referentes a co-variavel ansiedade.

A partir desta disposi¢ao, foram definidas as seguintes analises de combinagdes de
contrastes: 1 -1 0; -1 10; 010,0-10;100;-100.A figura 13 ilustra a disposi¢ao

conforme a ordenacao definida das matrizes:

contrast(s)

Design matrix

Figura 13- Representacio das imagens de fMRI dispostas em 3 matrizes. A primeira matriz representa as
imagens do grupo de individuos ndo carreadores; na segunda matriz estio dispostas as imagens dos
participantes carreadores do alelo G do polimorfismo A3669G do gene do GR; a terceira matriz
corresponde a co-variavel de ajuste do modelo; neste exemplo, o contraste definido foi: 1 -1 0.
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No contraste alimento palatavel> ndo palatavel, a andlise de grupos nao revelou
diferencas de ativagdo para o sinal BOLD, em todas as comparagdes, conforme demonstrado
na tabela 8. Também ndo foi possivel detectar nenhum efeito de ativacao do grupo carreador
conforme os contrastes entre matrizes: 0 1 0 e 0 -1 0. Neste mesmo contraste de
palataveis>nao palataveis, as analises revelaram efeito do grupo nao carreador com ativacao
estatisticamente significativa nas coordenadas X= 20mm, Y= -96mm e Z= 16mm (limite de
extensdo: 20 voxels; p=0,004), que correspondem a regido do giro occipital médio, lobo
occipital, localizado no hemisfério direito, conforme Atlas Tailarach. Também evidenciou-se
area de menor ativacao no contraste palatavel>nao palatavel, referente a efeito do grupo nado
carreador, nas coordenadas: X=28mm Y= -10mm Z= 56mm e X= 38 Y=-20 Z= 52 que, pelo
Atlas Tailarach, representam respectivamente, as regidoes do giro pré-central/area de
Brodmann 6, localizada no lobo frontal, hemisfério direito (limite de extensdo: 31 voxels;
P=0,025), e ao giro pré-central/area de Brodmann 4 do lobo frontal, no hemisfério direito
(limite de extensao: 23 voxels; P=0,031). Estes dados aparecem expressos na tabela 8; a
figura 12 ilustra a representagdo esquematica dos mapas de Brodmann e de Campbell
(ZILLES & AMUNT, 2010), demonstrando a correspondéncia anatdmica entre as areas de

Brodmann e giros cerebrais.

Brodmann, 1909 =3 Campbell, 1905 Precentral | Posteentral

Intermediate
precentral

Intermediate
posteentral

Frontal Parietal

Visuo-
) psychic

iy Visuo-
sensory

Audito: —— Audito-
sensory Temporal psychic

Figura 14 - Vistas laterais dos mapas corticais de Brodmann e Campbell. Similaridades de cores indicam
semelhancas na estrutura; os nimeros representam as regides corticais delimitadas em 43 areas

citoarquitetonicas por Brodmann. Adaptada de Zilles & Amunt, 2010.
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As figuras 14 e 15 representam as areas de significancia de captagdo de sinal

referente ao contraste palatavel>nao palatdvel para o grupo nao carreador (n=31), com a

representacao das respectivas coordenadas.

Tabela 8— Resultados de maior ou menor captacio de sinal BOLD no contraste

palataveis>nao palataveis

Area de Brodmann

Contraste Regifio Cerebral Hemisfério
de matrizes
100 Giro Occipital Médio® HD
-100 Giro pré central® HD
Giro pré central® HD

Tailarach (mm) Z T P
XYZ

20-96 16 491 597 0,004

28 -10 56 4,48 528 0,025

38 -20 52 4,42 5,19 0,03

*Regides cerebrais ativadas; " Regides cerebrais desativadas. Analises através do software SPM 8 (Corregio por
FWE, P<0,05, tamanho de cluster > 10 voxels). Z € o valor da transformagéao estatistica no teste t; valores mais
altos de Z indicam diferencas mais significativas. HD: hemisfério direito.
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Figura 15- Area de ativacio no contraste palativel >niio palatavel, efeito de grupo dos individuos nio
carreadores da variante polimoérfica A3669G do gene do GR. Analises através do software SPM 8 (Teste t
para amostras independentes, FWE para comparagdes multiplas, com p<0,05, tamanho de cluster > 10 voxels)
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Figura 16- Area de desativaciio no contraste palativel >nio palatavel, efeito de grupo dos individuos nio
carreadores do alelo G do polimorfismo A3669G do gene do GR. Analises através do software SPM 8 (Teste
t para amostras independentes, FWE para comparagdes multiplas, com p<0,05, tamanho de cluster > 10 voxels)
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8 DISCUSSAO

Neste estudo verificou-se que o grupo carreador do alelo G do polimorfismo
A3669G do gene do GR apresentou menor consumo de agucares e de calorias totais na
primeira fase da pesquisa, mostrando menor preferéncia por agucares em todas as avaliagdes,
comparativamente ao grupo nao carreador. As analises longitudinais dos niveis séricos e da
sensibilidade a insulina revelaram que o grupo carreador do alelo G também apresentou
menores concentragdes e indice de resisténcia a insulina que o grupo nao carreador. Tais
achados fornecem pistas para o entendimento do padrdo alimentar observado nos dois
grupos.

A presenca do alelo G do polimorfismo A3669G do gene do GR esta associada a
diminui¢do da sensibilidade ao cortisol (KUMSTA et al 2007; KUMSTA et al 2008),
induzida pela isoforma  do GR. Sabe-se que um dos efeitos principais dos GCs sobre o
metabolismo energético ¢ a inducdo de hiperglicemia (via gliconeogénese e lipdlise) e
diminuigdo na sensibilidade a agao da insulina, o que, cronicamente, tem efeito diabetogénico.
Assim, ¢ possivel supor que os individuos carreadores do alelo G tenham uma atenuagao dos
efeitos mediados pelos GCs. Um estudo com individuos com Sindrome de Cushing
investigou associacdo com diabetes entre as quatro variantes polimorficas funcionalmente
descritas para o gene do GR (Bcll, N363S, ER22/23EK e A3669G), encontrando, para os
carreadores do alelo A3669G uma menor frequéncia de diabete melittus tipo II
(TREMENTINO et al., 2012). Syed et al. (2006) demonstraram que o alelo G parece estar
associado a redugao da obesidade central em mulheres caucasianas e um perfil lipidico mais
favoravel em homens caucasianos; estes dados fortalecem a ideia de que a presenga do alelo
G reduza os efeitos indesejaveis dos GCs sobre a distribuicao de gordura e o metabolismo
lipidico.

Em contrapartida, os resultados do grupo de individuos nao carreadores do alelo G
evidenciaram um aumento no indice de resisténcia a insulina ao longo do tempo,
acompanhado por preferéncia a agucares. Além disso, este mesmo grupo demonstrou, na
segunda etapa deste estudo, um escore significativamente mais alto para tragos de ansiedade.
E sabido que a ativagdo da resposta aguda ao estresse tem efeitos sobre a preferéncia
voluntéria por doces e alimentos ricos em gordura, mediada pela elevacao do cortisol (EPEL,
2001). Arce e colaboradores (2010) investigaram em um modelo animal de subordinagdo

social, o padrao de ingestdo e preferéncia a alimentos, os parametros de secrecdo de
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corticosterona € o comportamento soécio-emocional por trés semanas, encontrando o0s
seguintes resultados: todos os animais preferiram a dieta hipercaldrica, sendo o consumo
significativamente maior no grupo das fémeas estressadas; houve um achatamento no ritmo
diurno da corticosterona durante a fase de preferéncia alimentar (ra¢ao padrao versus dieta
hipercalérica) em todas as fémeas. Nesta mesma etapa de escolha alimentar, a taxa de
comportamento ansioso foi diminuindo progressivamente nas fémeas dominantes, mas nao
nas subordinadas (estressor cronico). Estes dados fornecem suporte para a hipotese de que a
exposicao didria ao estresse psicossocial, e portanto aos efeitos dos GCs, aumenta o consumo
de alimentos hipercaldricos. Além disso, ¢ possivel que o consumo de dietas altamente
caloricas seja um fator de estresse metabolico que atue sinergicamente com o estressor
psicossocial, reforgando ainda mais este padrao alimentar ¢ que a ansiedade medeie esta
associacdo. Embora variantes genéticas que regulam saciedade e metabolismo sejam
conhecidos por influenciar o apetite e controle do peso corporal (HINNEY et al., 2010), os
gatilhos ambientais sdo os mais provaveis determinantes deste fenotipo (FONT et al., 2010).
De fato, a alimentacdo emocional resultante da exposicao cronica a estressores psicossociais €
considerada o fator desencadeante principal para o excesso de ingestdo alimentar
(BJORNTORP, 2001; DALLMAN et al., 2005; ROSMOND, 2004; SCOTT et al., 2008). A
alimentacdo emocional ocorre tanto nos periodos de exposi¢do aguda quanto cronica a
estressores psicossociais (ADAM & EPEL, 2007). Psicopatologias relacionadas com a
exposicao cronica a estressores psicossociais, como por exemplo depressdao e ansiedade, sdao
altamente comorbidas com obesidade (SIMON & ARTERBURN, 2009; WERRIJ et al.,
2006).

Atuando sobre a amigdala, hipocampo, insula, cingulo anterior e em outras areas do
cortex pré-frontal, a norepinefrina, o GC e o CRH sao fundamentais para aprender e lembrar,
em particular apos os eventos emocionais com valéncia negativa (ROOZENDAAL et al.,
2009; de QUERVAIN, 2009 , ROOZENDAAL et al, 2008). Assim, quando o estresse
induzido pelo GC promove a ingestdo de alimentos palatadveis, os mecanismos de memoria
implicita (procedural) sdo acionados para garantir a lembranga deste acoplamento. Uma
associacao muito comum ¢ "sentir-se estressado" e "sentir-se melhor" apds ingerir "alimentos
de conforto". A alimentacdo emocional pode ser uma das hipoteses que liga o estresse

induzido pelos GCs ao ganho de peso e ao desenvolvimento de obesidade.
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Em seres humanos os estressores promovem, muitas vezes, comportamentos
automatizados em detrimento de acdes cognitivas e dirigidas a objetivos (SCHWABE et al.,
2009; SCHWABE & WOLF, 2009). Associagdes aprendidas, quando refor¢adas através da
plasticidade sindptica, podem se transformar em habitos que sdo expressos por meio dos
ganglios da base, com pouco reconhecimento consciente (memoria implicita) (KELLEY et
al., 2005; GRAYBIEL, 2008). A atitude de aliviar intensos sentimentos induzidos por um
estressor incontrolavel ingerindo alimentos gratificantes ¢ mais frequente do que usar estes
alimentos para produzir o mesmo efeito durante estimulos de baixa intensidade. Ha dois
principais problemas gerados por esta atitude: primeiro, "conforto alimentar" emocional
quando usado repetidamente resulta em obesidade abdominal, principalmente, por resultado
da maior sensibilidade do tecido adiposo abdominal para os sinais combinados de insulina e
GC (DALLMAN, 2003); segundo, em alguns individuos, pode servir para aliviar o
desconforto mental, induzido pelo estresse, na medida em que evita o pensamento consciente
sobre como lidar com o estressor. Uma vez que a alimentagdo emocional torna-se habitual, a
parte executiva do cortex pré-frontal pode ndo ser mais recrutada para atuar na solugdo do
problema. Assim, a ingestao de ‘comfort food' pode tornar-se reflexa. No entanto, ¢ claro que
o uso consciente do cortex pré-frontal pode, com o trabalho, revogar maus habitos. Este fato
constitui a base para exercicios de meditacdo mindfulness, com evidéncias de resposta
terapéutica (CRESWELL, 2007; LIEBERMAN, 2007).

Com relagdo ao papel da via da dopamina, demonstrou-se que alimentos palataveis,
ricos em gordura e agucar podem ativar significativamente o circuito de recompensa
dopaminérgico (BAIK, 2013). O papel da dopamina na recompensa e motivagdo ¢ altamente
relevante na génese do comportamento alimentar. Estudos demonstraram que individuos com
excesso de peso (IMC > 25) tém maior prevaléncia do alelo A1 Taqgl do gene do receptor de
dopamina D2 (DRD2), associado com baixa disponibilidade de receptor D2 (THOMAS et al.,
2001; COMINGS et al.,1996; BLOOM et al., 1996). Estes resultados sugerem um padrao
sisttmico de hiporresponsividade em centros de recompensa que coexistem com
hiperresponsividade para pistas alimentares especificas, descritos em estudos de ativacao
através de sinais visuais/gustatorios. Um outro acoplamento paradoxal semelhante com do
aumento "querer" (wanting) e diminui¢ao do "gostar" (liking) (BERRIDGE, 2009) ¢ evidente
na dependéncia quimica (VOLKOW et al., 2009). Estudos pré-clinicos e de neuroimagem

mostrando que o cortisol aumenta a liberagdo de dopamina nas vias mesocorticolimbicas sao
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consistentes com uma relacdo entre estresse/liberagdo de GCs ¢ a ativagao das vias de
recompensa (OSWALD et al., 2005; SINHA 2008; WAND et al., 2007). Rovaris et al (2013)
apontam para uma relagdo do SNP A3669G sobre o sistema de recompensa, demonstrando
um efeito protetor sobre o tabagismo conferido pela presenca simultanea do alelo G do
polimorfismo A3669G do gene do GR e de wuma variante polimorfica do gene do MR
(rs5522 Val); tais achados estdo de acordo com os dados encontrados neste trabalho para o
grupo de participantes carreadores da variante polimorfica A3669G nas andlises do

comportamento alimentar, mostrando menor consumo de alimentos palataveis.

No grupo dos carreadores do alelo A3669G, ndo foi possivel estabelecer um padrao de
ativagdio cerebral frente ao paradigma de alimentar. E possivel que o ntmero reduzido de
participantes fMRI neste grupo (n=6) tenha contribuido para tal. J& no grupo nao carreador
do alelo G (n=31), o padrao de resposta de efeito BOLD encontrado no exame de
neuroimagem funcional acompanha os achados de comportamento alimentar e controle
metabolico apresentados neste trabalho. Na fMRI, o grupo dos individuos nao carreadores do
alelo G apresentou ativacdo significativa no contraste palatadvel>ndo palatavel, regido
implicada no processamento visual complexo (cortex occipital direito, giro occipital médio).
A deteccdo visual de alimentos ¢ ativa as respostas antecipatorias que provavelmente irao
determinar o comportamento alimentar (STICE et al., 2009). Este resultado sugere que o
grupo nao carreador, com maior consumo de agucares e maior resisténcia a insulina nas
avaliagOes alimentares e laboratoriais, percebe o alimento palatdvel como visualmente
saliente. Um estudo recente de neuroimagem funcional de Nielen ef al. (2009) investigando as
respostas neurais de valéncia versus excitagdo mostrou que a sensibilizacdo do sistema de
processamento visual (cortex occipital) por imagens de contetido emocional provocava
ativacdo mais consistente do que fotografias neutras (DOLAN, 2002; LANE et al., 1999;
MATHER et al., 2006; MOURAO-MIRANDA et al., 2003; SABATINELLI et al., 2004);
além disso, para as imagens de conteudo hedonico, o aumento na excitacao foi acompanhada
pela ativacao bilateral do cortex occipital, giro fusiforme direito, giro para-hipocampal
esquerdo e cortex cingulado posterior. A sensibilidade de regides corticais visuais para
excitacdo hedonica concorda com a constatagdo de que a ativacdo do cortex visual em maes
que olham para fotografias de seus recém-nascidos, estd explicitamente ligado ao nivel de
excitacdo percebido através das imagens (NITSCHKE ez al., 2004). Além disso, o trabalho de

Nielen e colaboradores demonstrou que o cortex visual ndo responde a excitagdo ou a
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valéncia em separado, mas sim a uma combinagdo especifica de ambos. Outro trabalho
(GEARHARDT et al., 2013) avaliou a resposta neural a visualizagdo de comerciais de
alimentos versus nao-alimentos por adolescentes, demonstrando maior ativacdo do giro
occipital para as imagens de alimentos. Estes achados estendem evidéncias anteriores que ja
sugeriam maior ativagdo no giro occipital durante a exposicdo de alimentos versus nao
alimentos (SCHUR et al., 2009). Frank et al., (2010) também encontraram que o giro
occipital ativava mais fortemente do que regides tradicionalmente envolvidas na recompensa
(cortex Orbito-frontal, insula) diante de alimentos de alto valor caldrico versus imagens
neutras. Esta regido do lobo occipital, (associada ao precuneus e ao giro lingual) tem sido
apontada como uma zona de identificagdo de saliéncia de pistas apetitivas (TANG,
FELLOWS, SMALL & DAGHER, 2012). Outro resultado interessante de Mather et al.
(2006) mostrou maior efeito BOLD para imagens de alta e média excitagdo nas areas
associadas com o processamento visual (areas do giro fusiforme, giro temporal médio, giro
occipital médio, giro lingual) e menor atividade no giro pré-central superior e na intersec¢ao
entre os giros pré-central e temporal superior. Estes resultados reforgam a hipotese de que a
area de processamento visual esteja implicada na detec¢do de conteudos emocionalmente

relevantes.

No presente trabalho também foram encontrados dois pontos de desativacdo no
lobo frontal esquerdo, dentro do contraste alimento palatavel> nao palatavel, no grupo dos
participantes nao carreadores do alelo G, que correspondem ao giro pré-central e as areas de 4
e 6 de Brodmann. A area 4 de Brodmann estd relacionada ao controle cognitivo para o
planejamento e timing visomotor dos movimentos executados; a area 6 de Brodmann participa
da sensopercepcao e motricidade da mao (LAIRD et al., 2011). O giro pré-central esta
envolvido em planejamento motor, na sensibilidade ao odor e ao gosto, ¢ a atividade
oromotora associada ao ato de comer (ALLMAN et al., 2001) e parece ser ativado durante o
jejum (HOLSEN, 2005). Assim, estdo envolvidas no controle inibitério diversas regioes
corticais e subcorticais, regioes do lobo frontal incluindo o giro frontal superior, o giro frontal
médio, o giro frontal inferior, o cortex pré-frontal medial, o cortex pré-frontal dorsolateral, o
cortex pré-frontal ventrolateral e o cortex orbito-frontal (MOSTOFSKY et al., 2003; HORN
et al, 2003; BATTERINK, YOKUM & STICE, 2010; SIMMONDS, PEKAR E
MOSTOFSKY, 2008; YOKUM & STICE, 2013).
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Rosenbaum et al. estudaram a resposta neural de individuos obesos durante o
jejum diante da apresentacdo visual de alimentos versus ndo-alimentos e as areas que
apresentaram maior ativagao na fMRI foram o palido ventral (acdo baseada em recompensa),
tronco cerebral (sensorial e motor), giro para-hipocampal, cerebelo (aprendizagem motora,
emo¢ao), giro temporal médio (processamento visual e semantica) e giro frontal inferior
(inibigdo cognitiva); ja as regides que mostraram menor ativagdo foram: a amigdala, o
hipocampo, o giro pré-central, 16bulo parietal inferior (integragcdo sensorial, processamento
viso- espacial, atencao), cingulado e giro frontal médio (funcao executiva). Estes achados
sugerem que a excitagdo (e talvez algumas valéncias emocionais) recrutem a atencao para
determinados itens, interrompendo os processos de memoria de trabalho que auxiliam a
vincular contextos e situacoes (MATHER et al., 2006). Estudos prévios mostraram que a
frequéncia de estimulos emocionais pode perturbar a atencdo para outra informagdo
(MACKAY et al., 2004;. MCKENNA & SHARMA, 2004). Por exemplo, a presenca de uma
palavra emocional, juntamente com duas palavras neutras apresentadas em uma exibicao
breve, torna mais dificil relembrar uma representagao neutra ativa (JOHNSON et al., 2005).
Johnson et al. denominaram de ‘“virada mental” (Rubbernecking) a esta atencao reflexiva
persistente sobre um item saliente que ndo esta perceptualmente presente. O Rubbernecking
traz alguns beneficios, como a melhora na memoria para o item que € retido no espago
mental. No entanto, tal estratégia implica na perda e/ou redu¢do da memoria contextual.
Assim, um estimulo com colorido emocional (valéncia e/ou excitacao) pode alterar processos
reflexivos, através da inibi¢do no processamento de ligagdo do evento ao contexto, atividade
dependente da memoria de trabalho (MITCHELL et al., 2000). Muitas evidéncias associam a
obesidade com a redugdo no funcionamento cognitivo, especialmente nas areas de atengdo e
de fungdes executivas, traduzindo-se em comportamentos alimentares mal adaptados

(CALVO et al., 2014).

A partir dos dados apresentados € possivel inferir que os resultados na fMRI dos
individuos nao carreadores do alelo G do polimorfismo A3669G do gene do GR refletem um
aumento na ativacao em regides de processamento visual ligadas a saliéncia de incentivo
acompanhado de redugdo da atividade de areas corticais relacionadas com sensopercepgao,
controle cognitivo e planejamento motor, sugerindo uma excitagdo para o alimento palatavel
acompanhada de uma diminuicdo na capacidade de programacdo de tarefas/inibicao de

movimento. Desta forma, a reducao da atividade na rede inibitéria em individuos vulneraveis
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para transtornos do habito alimentar pode representar um possivel correlato neural para o
comportamento impulsivo, relacionado com padrdes alimentares inadequados e ganho de
peso. Além disso, a sensibilidade aumentada para estimulos apetitivos e o déficit em controle
inibitorio, sdo possiveis preditores de pior desempenho em tarefas experimentais bem como
de risco para situacdes de vida que necessitem da participacdo dos mecanismos cognitivos

envolvidos com inibi¢ao (BATTERINK, YOKUM & STICE, 2010).

O presente trabalho conseguiu demonstrar o efeito protetor sobre o comportamento
alimentar e sobre os niveis de ansiedade nos individuos carreadores do alelo G do
polimorfismo A366G do gene do GR, através de mecanismos moleculares implicados na
reduc¢do da sensibilidade celular ao GC conferida por este SNP. A redugdo da carga alostérica
no grupo dos carreadores foi evidenciada por medidas que demonstraram menor consumo de
acgucares, menor indice de resisténcia a insulina ¢ menores escores para ansiedade. Também
foi possivel detectar e descrever um padrdo diferenciado de atividade neural frente a pista de
alimentos palataveis para o grupo de participantes nao carreadores do alelo G, que reforga os
achados na literatura e acrescenta novas informacdes na pesquisa relativa a funcionalidade de
variantes génicas dos GRs. Dentre as limitagcdes deste estudo destaca-se a impossibilidade de
controlar confundidores como, por exemplo, a coexisténcia de mais de um SNP para o GR em
um mesmo individuo e o efeito de género nos grupos. Por ltimo, as analises de fMRI para o
grupo carreador da variante G contaram com um N amostral reduzido, diminuindo o poder

estatistico desta avaliagao e limitando os resultados.
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9 CONCLUSAO

Os dados apresentados mostraram que os individuos carreadores da variante G do
polimorfismo A3669G do gene do GR apresentaram maior sensibilidade a insulina,
antecedidos pela modulagdo na preferéncia alimentar, traduzidos por comportamentos de
menor consumo de acucares e de calorias totais. Em contrapartida, os achados em
neuroimagem funcional para os individuos ndo carreadores do alelo G, indicaram maior
ativacdo em area de processamento visual e um padrao de menor atividade em regides de
sensopercepcao ¢ motricidade. Estas areas estdo implicadas na detec¢ao de pistas salientes e
no planejamento executivo, respectivamente, correlacionando-se com os achados de maior
preferéncia e desinibicdo comportamental diante de alimentos palataveis evidenciados no

grupo dos individuos ndo carreadores.

Sugere-se que a reducdo na sensibilidade em nivel celular aos GCs relacionada a
presenca do alelo G atenue globalmente a resposta ao estresse, alterando vias
emocionais/neurais compensatorias, verificada través da diminui¢ao nos niveis de ansiedade e
do consumo de alimentos palataveis. Estes achados sugerem um efeito protetor para os
individuos carreadores do alelo G do polimorfismo A3669G do gene do GR sobre o risco

para doencas metabolicas e para transtornos psiquiatricos.
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