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RESUMO

O consumo mundial de agtcar esta acima do recomendado, segundo a Organizagdo Mundial da
Satde. No entanto, pouco se sabe sobre seus efeitos no sistema nervoso central quanto a
expressao de proteinas. A fim de investigar a expressao diferencial de proteinas no cérebro de
camundongos Balb/c alimentados com uma dieta rica em carboidratos refinados e tratados com
glibenclamida, ensaio bioquimico foi realizado com o sobrenadante desse tecido.
Camundongos machos foram alimentados com dieta high carbohydrate durante oito semanas e
tratados ou ndo com glibenclamida (20 mg/kg) por 4 semanas. Os animais foram eutanasiados
por decapitacdo sob anestesia. Os cérebros foram homogeneizados em solugdo tampao Tris-
HCI pH 7,5 seguido de centrifugagdo. Aliquota do sobrenadante foi submetida a dosagem de
proteina total e o restante da amostra foi tratada com tampao desnaturante. Para SDS-PAGE
12,5%, 10 ng/uL de proteina foram aplicadas em cada pogo e apds a corrida, o gel foi corado e
descorado. A medida de referéncia das bandas do gel foi feita usando padrio de massa
molecular relativa (MW, SDS-7B2). As bandas diferenciais foram analisadas no programa
Scion e a expressdo em pixel foi analisada em médias e pelo teste ¢ utilizando o software
BioEstat, sendo valores de p < 0,05 considerados significativos. A comparagdo do perfil
eletroforético revelou as mesmas bandas proteicas nos grupos controle e tratado com
glibenclamida, porém com expressao diferencial, sendo elas estimadas com massa molecular
(em kDa) de 91,4; 86,2; 72,1; 58,6; 53,6; 44,8; 42,2; 39,8; 27,1 e 18,9. As proteinas estimadas
em 44,8; 42,2 e 39,8 KDa estdo mais significativamente expressas no cérebro dos individuos
tratados com glibenclamida, uma sulfonilureia indicada no tratamento da hiperglicemia e do
diabetes mellitus. Essas proteinas diferenciais sdo candidatas a analise protedmica e sao alvo de

futuros estudos de predigdo e biologia computacional.

Palavras-chave: Sulfonilureia. Dieta isocaldrica. Perfil eletroforético.



ABSTRACT

The global consumption of sugar is above the recommended, according to the World Health
Organization. However, little is known about its effects on the central nervous system as the
expression of proteins. In order to investigate the differential expression of proteins on mice
Balb/c brain fed with a diet rich in refined carbohydrates and treated with glibenclamide, a
biochemical essay has been performed with the supernatant of this tissue. Male mices were fed
with high carbohydrate diet for eight weeks and treated or not with glibenclamide (20 mg/kg)
for four weeks. The animals were euthanized by decapitation under anesthesia. The brains were
homogenized in buffer solution Tris-HCI pH 7.5 followed by centrifugation. Aliquot of the
supernatant was submitted to dosage of total protein and the remaining sample were treated
with buffer denaturant. To SDS-PAGE 12.5%, 10 nug/uL of protein were loaded in which well
and after the process is over, the gel was stained and discolored. The reference measure of the
gel bands was made using relative molecular mass pattern (MW, SDS-7B2). The differential
bands were analyzed in the software Scion and the expression in pixel were analyzed in
averages and by the teste ¢ using the software BioEstat, whereas values of p < 0,05 were
considered significant. The electrophoretic profile comparison revealed the same protein bands
in the control group and the treated with glibenclamide, although with differential expression,
these being estimated with molecular mass (in kDa) de 91.4, 86.2, 72.1, 58.6, 53.6, 44.8, 42.2,
39.8, 27.1 and 18.9. The proteins estimated in 44.8, 42.2 and 39.8 KDa are more significant
expressed in the brain of the specimen treated with glibenclamide, one sulphonylurea indicated
in the treatment of hyperglycemia and of diabetes mellitus. These differential proteins are
candidates for proteomic analysis and are target for futures studies of prediction and

computational biology.

Keywords: Sulphonylurea. Isocaloric diet. Electrophoretic profile.
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1 INTRODUCAO

De acordo com a Organizagao Mundial da Saiude, o consumo de agticar em todo o mundo
esta muito acima do recomendado, devido principalmente as bebidas agucaradas (Dhingra et
al., 2007; Vartaniam; Schwartz; Brownell, 2007). E de suma importancia analisar as
consequéncias desse consumo excessivo de alimentos ricos em carboidratos refinados e, por
isso, diversas pesquisas em relagao a esse tema tém sido realizadas (Polacow, 2006; Araujo;
Silva; Souza, 2022; Dourado et al., 2022; Santos et al., 2023).

Ja& ¢ confirmado que o consumo excessivo de carboidratos refinados pode levar ao
desenvolvimento de doengas cronicas nao-transmissiveis, como o diabetes mellitus ¢ a
obesidade (Sartorelli; Cardoso, 2006; BRASIL, 2022), mas também pode afetar a fisiologia de
orgaos e tecidos especificos, como o cérebro. Apesar do estudo realizado por Rosa ef al. (2014)
revelar que o tratamento com a dieta hipercalérica ndo causa alteragdes significativas na
glicemia e na concentracdo de glicogénio hepatico, esta mesma dieta influenciou na resposta
de animais no teste de reconhecimento de objetos e nos niveis séricos aumentados de glicose e
leptina, indicando ser prejudicial para a memoria (Zanini et al., 2017).

O tratamento do diabetes mellitus e da obesidade depende de uma abordagem
farmacolodgica e existem diferentes drogas que podem ser usadas, incluindo a glibenclamida.
Esta sulfonilureia ¢ usada no tratamento do diabetes mellitus tipo 2 (Riddle, 2003), uma doenga
caracterizada pela irregularidade no metabolismo de lipidios, proteinas e carboidratos em
consequéncia da deficiéncia de a¢do e/ou secrecdo da insulina (Mclellan et al., 2007). Além
disso, existem evidéncias de que as sulfunilureias diminuem a secre¢do de glucagon (Miiller,
2000).

A glibenclamida age inibindo canais de ions potédssio sensiveis ao ATP (adenosina
trifosfato) nas células-beta pancreaticas, despolarizando-as e fazendo com que ocorra um
influxo de fons cilcio (Ca®"), aumentando a sua concentra¢io intracelular, o que promove
exocitose dos granulos de insulina (Ashcroft, 2005).

Os efeitos do tratamento com a glibenclamida, independente da condicao sustentada ao
animal, ja foram investigados em diferentes estruturas (Diego, 2007; Silva et al., 2007; Castor,
2019; Rosado, 2019; Costa, 2020). Por exemplo, no coracdo, em que a dieta rica em
carboidratos refinados causou dano morfofuncional, sendo revertido com a administracao da
glibenclamida, sem alterar o teste de resisténcia a insulina. Isso mostra que essa droga ¢
promissora para evitar o desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca (Castor, 2019). Nos rins, a

glibenclamida atenua agudamente a agressao renal (Diego, 2007), enquanto em gestantes essa
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droga foi efetiva no tratamento do diabetes mellitus e menor ganho de peso durante a gestacao
(Silva, 2007).

Ja no cérebro, ndo foram observadas diferencas no desfecho cognitivo e funcional em
pacientes com aneurisma tratados com glibenclamida (Costa, 2020). Porém no estudo realizado
por Costa et al. (2014) revelou que alteragdes estruturais no hipocampo e no cortex pré-frontal
em decorréncia da hiperglicemia sdo reversiveis apos o tratamento com a sulfonilureia,
influenciando na expressao da proteina miosina-IIB, uma forma de miosina predominante no
cérebro envolvida no transporte de vesiculas nos neurdnios, na migragao celular e citocinese
durante a divisao celular, dentre outras fungoes.

A glibenclamida pode exercer efeitos sobre a neuroinflamagdo e aspectos
comportamentais induzidos pelo estresse. Rosado (2019) revelou que a droga ¢ capaz de
prevenir comportamentos do tipo depressivo e reverter o aumento de IL-1B, bem como nos
niveis dos receptores de glicocorticoides no cortex pré-frontal.

Apesar de todas as confirmagdes quanto ao efeito prejudicial da dieta rica em
carboidratos refinados e dos inumeros beneficios do uso da glibenclamida, para o cérebro ainda
pouco se conhece sobre as vias metabdlicas envolvidas e que sdo afetadas pela agdao da droga
associada ou ndo a dieta ou a patologias. Nesse sentido, esse trabalho investigou o cérebro de
camundongos Balb/c alimentados com uma dieta rica em carboidratos refinados e tratados com
glibenclamida, utilizando ferramentas de andlise bioquimica e biologia computacional para

predizer proteinas diferencialmente expressas.
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2 METODOLOGIA

Animais e delineamento experimental

Os ensaios com camundongos machos da linhagem Balb/c com seis semanas de idade
foram realizados no Centro de Bioterismo do Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade
Federal de Minas Gerais (UFMG) em 2017. Os animais foram mantidos no Biotério do
Departamento de Farmacologia com temperatura (25 = 2°C) e luminosidade (ciclo claro/escuro
de 12 horas) controladas, com livre acesso a agua e ragdo. Todos os procedimentos
experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais da UFMG sob o
numero de protocolo 389/2016.

O estudo inicial foi conduzido para avaliar se a dieta isocaldrica leva a disfung¢ao cardiaca
e a ativagdo do inflamassoma NLRP3 (NOD-like receptor family pryrin-domain-containing-3)
realizado por Castor (2019). Essa dieta ¢ composta de 45% de ragdo padrido para roedores
moida, 45% de leite condensado Nestlé e 10% de agucar refinado Unido (Oliveira et al., 2013).
Essa dieta ¢ isocalorica em relagdo a padrdo com adi¢do de 30% de sacarose, que ndo estad
presente na dieta padrao. A fim de avaliar o envolvimento direto do inflamassoma NLRP3 nas
alteragdes cardiacas induzidas pela dieta hipercalérica, os animais foram tratados com
glibenclamida, inibindo a ativacdo de inflamassoma NLRP3 (Lamkanfi ef al., 2009) nas doses
de 5 e 20 mg/kg.

Os animais consumiram a dieta rica em carboidratos refinados por quatro semanas e
foram divididos aleatoriamente em grupo controle (tratado com o veiculo - salina 0,9% e
carboximetilcelulose 0,5%) e grupo tratado (tratado com 20 mg/kg de glibenclamida) (Cai et
al., 2014), diariamente por gavagem, e¢ foram alimentados com a dieta isocalérica por mais
quatro semanas). A glibenclamida foi administrada em suspensado veiculo constituido de salina
0,9% e carboximetilcelulose 0,5%. Os cérebros foram dissecados apds os animais serem
eutanasiados por decapitacdo sob anestesia geral com cetamina (80 mg/kg) e xilazina (10

mg/kg), e congelados em freezer a -30 °C até o momento do processamento.

Homogeneizacao dos tecidos

As amostras de quatro cérebros dos camundongos Balb/c, de cada grupo, foram
homogeneizadas separadamente, em gelo, com auxilio de mini pistilo, em solucao tampao
contendo 25 mM Tris-HCI, pH 7,5, 10 mM EDTA, 2 mM DTT e 0,5 mM PMSF, com volume

final de 750 pL por cérebro, por 3 vezes de 1 minuto, cada. Em seguida, o homogeneizado foi
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centrifugado a 4500 rpm por 10 minutos, sendo separado o sobrenadante e descartado o
precipitado.

Do sobrenadante foi retirada uma aliquota de 500 pL, diluido em agua e acrescentado o
tampdo da amostra (TA) [10X] (SDS 75%, sacarose 20%, tampao de equilibrio 31 mM, (-
mercaptoetanol 19%, 11 mM EGTA-K e bromofenol blue 0,25%) na propor¢ao de 20 uL TA
para 200 pL de sobrenadante, sendo a amostra posteriormente aquecida a 100 °C por 2 minutos.

Também foi retirada uma aliquota de 20 pL para a realizacao da dosagem de proteina total.

Dosagem de proteinas

Para determinar a concentragdo total de proteina de cada amostra (Bradford, 1976) foi
utilizada uma concentragdo proteica de albumina como padrao em uma curva padrio crescente
variando de 0 a 20 pg, com intervalos de 2 pg entre os pontos. As determinagdes foram feitas
em duplicata e a absorbancia medida a 595 nm. A concentragdo final de proteina total em
ng/uL foi determinada a partir de célculo de regressao linear baseado nos valores obtidos a

partir da curva-padrao de albumina utilizando o programa Microsoft Excel.

Eletroforese em gel de poliacrilamida na presenga de SDS

A eletroforese foi realizada utilizando o sistema de tampao descontinuo. Os géis com
gradiente de acrilamida de 12,5% foram utilizados no gel de separacao e 3% no gel de
empilhamento. Os géis de separagdo foram preparados com tampao de separagao 1,5M Tris,
pH 8,8, SDS 10%, acrilamida/bisacrilamida (30:0,8), H20, TEMED 100% e PSA 10%. O gel
de empilhamento foi preparado com tampao de empilhamento 0,5M Tris, pH 6,8, SDS 10%,
acrilamida/bisacrilamida 3% (30:1,6), TEMED 100% e PSA 10% (Laemmli; Teaff;
D’Ambrosia, 1976).

A eletroforese foi realizada com tampao eletrodo (100 mM Tris, 7,8 mM EDTA, 770
mM glicina, SDS 3% pH 8,3) e corrente constante de 24 mA. Amostras de 10 pg/uL. foram
aplicadas em cada poco, apds a corrida, o gel foi corado em solugdo corante (Coomassie
Brilliant Blue R 0,125%, metanol 50% e 4cido acético 9%) por 1 hora e descorado em solugdo
descorante (metanol 5% e acido acético 9%). Os géis foram armazenados em 4cido acético 4%.
A medida de Rf das bandas de cada ge/ lane foi feita usando padrao de massa molecular relativa

(MW).
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Agquisicdo e andlise de imagens e dados

Os géis foram acondicionados em peliculas de transparéncia (3 mm). As imagens
digitalizadas dos géis foram processadas no formato “BMP” (Bitmap) e a intensidade das
bandas foi analisada e comparada por meio do software Scion Image, versao Alpha 4.0.3.2,

sendo os resultados expressos em porcentagem do teor de IOD (indice de densidade optica).

Predicao das proteinas

A partir de revisdo na literatura, usando como referéncia Lubec; Krapfenbauer;
Fountoulakis (2003), Taga (2015) e Medvedev ef al. (2015), as bandas destacadas tiveram suas
proteinas preditas. Utilizou-se como critério de inclusdo a variacdo de + 0,5 kDa. Para
identificacdo da funcdo, realizou-se acesso ao banco de dados UniProtKB
(https://www.uniprot.org), restringindo a busca para o organismo Mus musculus e depositos

revisados, quando possivel.

Andlise estatistica

A analise estatistica foi realizada com o teste ¢ Student avaliando as duas amostras
relacionadas utilizando o software BioEstat 5.0 e um valor de p < 0,05 foi considerado
significativo. Além disso, andlise estatistica descritiva foi realizada utilizando média, desvio

padrao.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A comparacao do perfil eletroforético revelou apenas 10 bandas proteicas visivelmente
expressas em modo diferencial nas amostras de sobrenadante de cérebro dos camundongos apos
dieta rica em carboidratos refinados sem tratamento (controle) e apds tratamento com

glibenclamida (Figura 1).

Figura 1 - Perfil eletroforético (SDS-PAGE 12,5%) das amostras de sobrenadante de cérebro
de camundongos submetidos a dieta rica em carboidratos refinados dos grupos nao tratado
(controle) e tratado com glibenclamida

Controle MW Glibenclamida

180 KDa

116 KDa

90 KDa 1

M 2

38 KDa

Ll

485 KDa

11

o8~

36,5 KDa

l

L)

I

!

10

(setas) bandas diferenciais. (MW) padrdo de peso molecular SDS-7B2. Fonte: Autoria propria.

A eletroforese pode ser uni e bidimensional, sendo que a primeira consiste na separagao
das proteinas por meio da sua massa molecular, migrando verticalmente, sem passar pela etapa
da separacdo por ponto isoelétrico. A eletroforese bidimensional ¢ um método de separagao
eficiente, fornecendo informagdes sobre o seu ponto isoelétrico, massa molecular, expressao,
abundancia relativa e modificagdes pos-traducionais, verificadas pela alteracdo da mobilidade
eletroforética (Pandey; Mann, 2000) e muito utilizado na protedmica (Barbosa et al. 2012). Por
outro lado, a eletroforese unidimensional ¢ um método com menor sensibilidade e acuracia na
separacdo das proteinas, porém ainda muito Util na andlise de proteases (Davis, 2012), no
diagnéstico clinico laboratorial (Naoum, 2009) e em ensaios de predi¢do proteica (Calabria et
al., 2008). Embora capaz de gerar muitas informacgodes, essas técnicas eletroforéticas possuem
limitagdes, como por exemplo a presenga de algumas proteinas em concentragdes elevadas,

dificultando a migrag¢@o das menos abundantes.



Figura 2 - Expressao diferencial de proteinas no cérebro de camundongos submetidos a dieta rica em carboidratos refinados dos grupos nao
tratado (controle) e tratado com glibenclamida com base nos valores de média obtidos pelo indice de densidade 6ptica (I0D)

A

Media Desvio padrio
Controle (banda 1) 491 4245
Glibenclamida (banda 1) T43 3837
Controle (banda 2) 577 3923
Glibenclamida (banda 2) 741 336.8
Controle (banda 3) 380 3193
Glibenclamida (banda 3) 625 3333
Controle (banda £) 534 366.8
Glibenclamida (banda 4) 616 293.0
Controle (banda 5) 454 360.0
Glibenclamida (banda 5) 698 2764
Controle (banda &) 492 418.8
Glibenclamida (banda 6) 2427 9813
Controle (banda ) 347 4837
Glibenclamida (banda 7) 1244 2054
Controle (banda 8) 489 396.9
Glibenclamida (banda 8) 1419 367.0
Controle (banda ) 412 4303
Glibenclamida (banda 9) 639 136.3
Controle (banda 10) 508 4344
Glibenclamida (banda 10) 326 2143

(*) Significativo comparando controle e tratado com glibenclamida, p < 0,05, em B. (setas) bandas diferenciais com MW estimado. (MW) padrdo de peso molecular SDS-
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A expressao diferencial foi quantificada a partir do indice de densidade Optica,
considerando a média por grupo, conforme consta na figura 2.

A massa molecular das bandas mais visivelmente aparentes foram estimadas em kDa,
sendo elas correspondentes a 91,4; 86,2; 72,1; 58,6; 53,6; 44,8; 42,2; 39,8; 27,1 ¢ 18,9 (Figura
3). Por meio do teste 7, a expressdo dessas proteinas foi comparada entre os grupos controle e
tratado com glibenclamida, sendo as com 44,8 kDa (p < 0,05); 42,2 kDa (p < 0,05) e 39,8 KDa
(p < 0,01) mais significativamente expressas no cérebro dos individuos tratados com
glibenclamida (Figura 2B).

A glibenclamida e muitas dessas drogas atuam por meio da subunidade dos canais de
potassio ATP-dependentes expressos no receptor nas células-beta pancreaticas, também
chamado de SUR, atuando como secretagogos de insulina ao induzir o seu fechamento (Burke;
Mutharasan; Ardehali, 2008).

Na deplecido de ATP, o efluxo de K" causa hiperpolariza¢do da célula. A glibenclamida
inibe a hiperpolarizagdo nas células-beta pancreaticas, resultando no aumento da liberagao
intracelular de célcio e insulina. Os canais SUR (Surl-Trpm4) se formam no sistema nervoso
central apds condigdo patoldgica e quando se abrem, o influxo de Na' causa a despolarizagdo
da membrana. Na auséncia de ATP para fechar o canal, o influxo desregulado de Na* causa
edema citotoxico, porém a glibenclamida inibe a abertura deste canal (Boggs et al., 2014;
Simard et al., 2012).

Dados preliminares sugerem que a glibenclamida reduz significativamente o edema
cerebral, bem como a taxa de conversdao hemorragica ap6s acidente vascular cerebral isquémico
(Khanna et al., 2014). Entretanto, Jha et al. (2018) confirmaram os efeitos do tratamento com
a glibenclamida na eliminac¢io deste edema cerebral.

A partir de revisdo na literatura e validacdo por bioinformatica, as proteinas destacadas
nas amostras analisadas foram preditas utilizando a margem de erro para predicdo da massa
molecular de +/- 0,5, conforme apresentado na Tabela 1, com sua funcdo em sistemas
bioldgicos. A proteina identificada com 91,4 kDa nao foi predita considerando as referéncias
de protedmica de cérebro encontradas na literatura cientifica.

Apesar de mais de 1.500 proteinas ja terem sido identificadas no cérebro humano (Park
et al., 2006), poucos estudos protedmicos foram realizados neste tecido que pudessem servir de
base para a predi¢ao das proteinas diferencialmente expressas, restringindo a lista, considerando

o critério de massa molecular referéncia e estimada.



Tabela 1 - Proteinas preditas majoritariamente expressas no cérebro de camundongos submetidos a dieta rica em carboidratos refinados dos
grupos nao tratado (controle) e tratado com glibenclamida, com identificacdo do c6édigo de acesso, nome, funcdo e massa molecular e referéncia

Funcao da proteina

MW (em kDa)
Estimado no gel / Referéncia

Referéncia da predi¢io

Uniprot ID Nome da proteina
Q99KI0 Aconitato hidratase
P20029 Chaperona do ,reftlculo

endoplasmatico
Q99MNY Cadeia-b da perlonll-CoA
carboxilase
P31930 Cpmplexo Ubiquinol-
citocromo C redutase
P09041 Fosfoglicerato quinase
P21279 Subunldade-a da ’protelna Gs
ligante do nucleotideo guanina

P05064 Frutose bifosfato aldolase

P17751 Triose-fosfato isomerase

P97493 Tioredoxina mitocondrial

Isomerizagdo do citrato em isocitrato

Dobramento de proteinas e controle de
qualidade no reticulo endoplasmatico

Carboxilag@o de propionil-CoA/propanoil-
CoA em D-metilmalonil-CoA/(S)-
metilmalonil-CoA

Impulsiona a fosforilagdo oxidativa na
cadeia transportadora de elétrons

Participa da glicolise e gliconeogénese

Modulador ou transdutor em varios
sistemas de sinaliza¢do transmembrana

Participa da glicolise e gliconeogénese
Interconversio da diidroxiacetona fosfato

em gliceraldeido-3-fosfato

Controle da homeostase das espécies
reativas de oxigénio, regulacao da apoptose
e viabilidade celular

86,2 /86,34

72,1/72,18

58,6 /58,795

53,6/ 53,26
44,8 / 44,91

42,2 /42,38

39,8 /39,72

27,1/27,35

18,9/18,2

Lubec; Krapfenbauer;
Fountoulakis (2003)

Lubec; Krapfenbauer;
Fountoulakis (2003)

Lubec; Krapfenbauer;
Fountoulakis (2003)

Lubec; Krapfenbauer;
Fountoulakis (2003)

Souza (2016)

Lubec; Krapfenbauer;
Fountoulakis (2003)

Lubec; Krapfenbauer;
Fountoulakis (2003)

Souza (2016)

Medvedev et al. (2015)

Fonte: Autoria propria.


https://www.uniprot.org/uniprotkb/P05064/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/P05064/entry
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A tabela 1 revela que a maioria das proteina as preditas esta envolvida no metabolismo
de glicose (44,4%), seguida de outras vias (33,3%), metabolismo de lipideos (11,1%), ciclo do
acido citrico (11,1%) e cadeia transportadora de elétrons (11,1%).

Uma das principais fontes de energia do organismo ¢ a glicose, porém quando em excesso
pode ser prejudicial a satde, tendo seus niveis plasmaticos regulados hormonalmente pela
insulina (Bertrand; Valet; Castan-laurell, 2015). Como descrito anteriormente, os secretagogos
de insulina podem ser classificados em iniciadores, que sdo capazes de estimular a secrecao de
insulina, como a glibenclamida; e potencializadores, que estimulam o metabolismo de substrato
(Ashcroft, 1988). No entanto, apesar de se tratar de um secretagogo de insulina, a glibenclamida
ndo interferiu na homeostasia da glicose dos camundongos Balb/c tratados nesse trabalho,
considerando o teste de resisténcia a insulina e a glicemia em jejum (Castor, 2019). Entretanto,
no cérebro apresentou expressdo diferencial para as proteinas correspondentes as massas
moleculares 44,8; 42,2 ¢ 39,8 KDa, preditas como fosfoglicerato quinase, subunidade-a da
proteina Gs ligante do nucleotideo guanina e frutose bifosfato aldolase.

A fosfoglicerato quinase e a frutose bifosfato aldolase sdo enzimas reversiveis, ndo
apresentando regulagdo alostérica na via glicolitica. Sendo assim, seus niveis ndo sdo alterados
por meio da expressdo génica. O tratamento com a glibenclamida protege efetivamente contra
a ativagdo glial, disfun¢do de memoria e contra sequelas cognitivas cronicas (Stokum et al.,
2017), além disso também esta associada ao aumento de neuronios no cortex e hipocampo, bem
como da angiogénese no hipocampo, estando associado a um melhor resultado comportamental
(Ortega et al., 2012).

Considerando que a estrutura histoldgica do cérebro foi significativamente preservada no
acidente vascular cerebral isquémico apés tratamento com glibenclamida quando comparado
com apenas a descompressdo (Simard et al., 2010), sugere-se que estudos morfométricos sejam
realizados no cérebro dos camundongos Balb/c alimentados com dieta rica em carboidratos
refinados e tratados com glibenclamida para avaliar se a superpopulagdo neuronal justificaria a
hiperexpressao proteica encontrada no presente trabalho.

A glibenclamida atua por meio da subunidade dos canais de K'-ATP-dependentes
expressos no seu receptor nas células-beta pancreaticas, chamado de SUR, atuando como
secretagogo de insulina ao induzir o fechamento do canal (Burke et al., 2008). Essa droga se
destaca mundialmente, entretanto possui efeitos colaterais, como qualquer outro farmaco, sendo
um deles a exaustao das células-p pelo seu forte efeito secretagogo (Sulis, 2021). Apesar da sua
relevancia e associagdo, o receptor de sulfonilureia 1 (SUR1; +/- 43,56 kDa; Q61743 — Uniprot,

2023) que desempenha um papel fundamental em vérias formas de lesdo do sistema nervoso
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central e tem sua fun¢do alterada pela agdo da glibenclamida (Burke; Mutharasan; Ardehali,
2008), nao compds esta lista de proteinas preditas e diferencialmente expressas no cérebro de
camundongos.

Por outro lado, a subunidade-a da proteina Gs ligante do nucleotideo guanina foi predita
e sua maior expressao foi revelada no cérebro de camundongos tratados com glibenclamida. O
estudo de Wada et al. (2000) revelou uma nova visdo do mecanismo de regulacio do canal SUR
pelas proteinas G, corroborando com os resultados obtidos nesse trabalho.

Em relacdo ao aprendizado, Patel et al. (2010) mostraram que o tratamento com a
glibenclamida gera um melhor desempenho no Labirinto de Morris, mas piora para neurdnios
degenerados no hilo hipocampal, concluindo que a droga pode ter efeitos protetores de longo
prazo no hipocampo apds lesdo traumatica cerebral leve a moderada. Além disso, Esmaeili;
Hosseini; Rastak (2017) confirmaram o efeito positivo da glibenclamida na memoria e
aprendizagem, bloqueando os canais K'-ATP ou sensibilizando a insulina no cérebro,
melhorando o aprendizado e o armazenamento da memoria de maneira dose-dependente.

Outro dado importante a ser discutido ¢ o resultado direto do tratamento com
glibenclamida, que mesmo sendo um secretagogo de insulina, ndo interferiu nos parametros de
homeostasia da glicose (Castor, 2019), confirmando que sua agdo ndo ¢ justificada por seu
efeito hipoglicemiante nesse trabalho, mas sabe-se que esse hormonio regula diversas enzimas
alostéricas do metabolismo de glicose e lipideos por meio de expressdao génica, aumento seus

niveis plasmaticos (Desvergne; Michalik; Wahli, 2006).
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4 CONCLUSAO

No presente estudo, a analise comparativa do cérebro de animais submetidos a dieta rica
em carboidratos refinados, tratados ou ndo com glibenclamida, revelou as mesmas bandas
proteicas, porém com expressao diferencial em trés delas, sendo maior naqueles que receberam
o tratamento com a sulfonilureia. Essas proteinas sdo candidatas a analise protedmica e de
futuros estudos de predi¢do e bioinformatica, pois sabendo da capacidade dessa droga em
aumentar a expressao de algumas proteinas, poderia ser alvo de testes para diminuir ou até
eliminar sintomas de doencas resultantes de uma dieta rica em carboidratos refinados.

A partir da caracterizagdo protedmica do cérebro se torna possivel compreender tanto sua
estrutura quanto sua fungdo, sabendo que ¢ um orgdo altamente especializado, organizado e
complexo. Além disso, muitas das doengas neurodegenerativas sdo em regides especificas e
compreender com clareza sua protedmica abre perspectivas de diagndsticos e tratamentos mais

direcionados, bem como serve de base para estudos futuros clinicos e aplicados.
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