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RESUMO

O consumo de dietas ricas em carboidratos refinados ¢ um fator determinante para o aumento
do risco de obesidade, podendo levar ao aumento nos niveis de insulina, influenciando a
deposicao de gordura corporal. Para tratar condigdes metabodlicas associadas a obesidade, como
o diabetes mellitus tipo 2, medicamentos como a glibenclamida sao frequentemente utilizados.
Embora o cerebelo seja mais conhecido por suas fun¢des motoras, estudos recentes sugerem
sua possivel participagdo na regulagdo metabdlica e na resposta a dietas e intervengoes
farmacoldgicas. O presente estudo teve como objetivo avaliar a expressdo diferencial de
proteinas no cerebelo de camundongos Balb/c submetidos a uma dieta rica em carboidratos
refinados, bem como o efeito do tratamento de glibenclamida nesses animais por oito
semanas. Para isso, foi feita a homogeneizacdo do tecido cerebelar em tampdo, € o
sobrenadante foi submetido a dosagem de proteina total. Aliquotas de 20 pg de proteina do
sobrenadante foram analisadas em SDS-PAGE 12,5%, sendo o gel corado em solu¢do contendo
Coomassie Blue R. A medida de fator de retengdo ou mobilidade relativa das bandas foi feita
usando como base o padrdo de massa molecular relativa. A imagem do gel foi processada no
software Scion Image para andlise da intensidade da densidade Optica. Os resultados foram
dados como média e desvio padrao e submetidos a analise estatistica inferencial utilizando o
teste ¢, considerando significante p < 0,05, e as proteinas foram preditas com base em revisao
da literatura. O perfil eletroforético das amostras revelou a expressdo de oito proteinas no
cerebelo dos animais tratados ou ndo com a dieta e/ou glibenclamida. Destas, cinco bandas
apresentaram significancia estatistica, sendo elas P1 (55,8 kDa), P3 (45,4 kDa), P6 (35,4 kDa),
P7 (28,8 kDa) e P8 (26,5 kDa). Para P1 e P3, a glibenclamida reduziu a expressao, enquanto a
dieta aumentou. A expressao de P6 diminuiu com ambos os tratamentos feitos de forma isolada,
enquanto P7 diminuiu apenas com a glibenclamida e P8 aumentou apenas com a dieta. A
predi¢do indicou que as proteinas identificadas desempenham diferentes fungdes, sendo que a
maioria delas (28,2%) atua em eventos relacionados a0 DNA e RNA, e outros eventos (23,1%).
Conclui-se que tanto a dieta rica em carboidratos quanto o tratamento com a glibenclamida
promovem alteragcdes no proteoma cerebelar quando analisados de forma isolada, enquanto sua
associacao nao resultou em alteragdes significativas na expressdo. Dessa forma, as proteinas
identificadas tornam-se potenciais alvos para investigacdes protedmicas complementares e
analises futuras in silico, considerando a capacidade da dieta e da glibenclamida de modular
sua expressao.

Palavras-chave: Dieta isocalorica. Perfil eletroforético. Sistema nervoso.



ABSTRACT

Consuming diets rich in refined carbohydrates is a determining factor in increasing the risk of
obesity, which can lead to increased insulin levels, influencing the deposition of body fat. To
treat metabolic conditions associated with obesity, such as type 2 diabetes mellitus, drugs like
glibenclamide are often used. Although the cerebellum is best known for its motor functions,
recent studies suggest its possible involvement in metabolic regulation and response to diets
and pharmacological interventions. The present study aimed to evaluate the differential
expression of proteins in the cerebellum of Balb/c mice fed a diet rich in refined carbohydrates,
as well as the effect of glibenclamide treatment in these animals for eight weeks. For this
purpose, cerebellar tissue was homogenized in buffer, and the supernatant was subjected to total
protein assay. Aliquots of 20 pg of protein from the supernatant were analyzed by 12.5% SDS-
PAGE, and the gel was stained with Coomassie Blue R solution. The retention factor or relative
mobility of the bands was measured based on the relative molecular mass standard. The gel
image was processed using Scion Image software to analyze the optical density intensity. The
results were given as mean and standard deviation and submitted to inferential statistical
analysis using the t-test, considering p < 0.05 significant, and the proteins were predicted based
on a review of the literature. The electrophoretic profile of the samples revealed the expression
of eight proteins in the cerebellum of animals treated or not treated with the diet and/or
glibenclamide. Of these, five bands were statistically significant, namely P1 (55.8 kDa), P3
(45.4 kDa), P6 (35.4 kDa), P7 (28.8 kDa), and P8 (26.5 kDa). For P1 and P3, glibenclamide
reduced expression, while the diet increased it. The expression of P6 decreased with both
treatments performed in isolation, while P7 decreased only with glibenclamide and P8 increased
only with the diet. The prediction indicated that the identified proteins perform different
functions, with most of them (28.2%) acting in events related to DNA and RNA, and other
events (23.1%). It is concluded that both a carbohydrate-rich diet and treatment with
glibenclamide promote changes in the cerebellar proteome when analyzed alone, while their
combination did not result in significant changes in expression. Thus, the identified proteins
become potential targets for complementary proteomic investigations and future in silico
analyses, considering the ability of diet and glibenclamide to modulate their expression.
Keywords: Isocaloric diet. Electrophoretic profile. Nervous system.



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

ATP Adenosina trifosfato

CD Grupo controle tratado apenas com glibenclamida

Cv Grupo controle tratado apenas com agua

DD Grupo dieta tratado com dieta rica em carboidratos refinados associada a
glibenclamida

DNA Acido desoxirribonucleico

DOI indice de densidade optica

DTT Ditiotreitol

DV Grupo dieta tratado apenas com dieta rica em carboidratos refinados

EDTA Acido etilenodiamino tetra-acético

EGTA-K  Etilenoglicol-bis(B-aminoetil éter)-N,N,N’,N’-tetra-acético (forma potassica)
KATP Canal de potassio sensivel ao ATP
MW Padrao de massa molecular relativa

NLRP3 NOD:-like receptor family pryrin-domain-containing-3

OGD Privagdo de oxigénio e glicose

OMS Organizacdo Mundial da Satde

PMSF Fenilmetilsulfonil fluoreto

PSA Persulfato de amonio

RF Fator de retengdo ou mobilidade relativa
RNA Acido ribonucleico

SDS Dodecil sulfato de sodio

TEMED Tetrametiletilenodiamina
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INTRODUCAO

A Organizagdo Mundial da Satde (OMS) classifica a obesidade como uma doenga
cronica que resulta do acaimulo excessivo de gordura corporal, influenciado por fatores como
genética e habitos alimentares. Essa condicdo eleva o risco de complicagdes de saude, como
diabetes mellitus tipo 2, hipertensdo arterial sist€émica e neoplasias. Atualmente, a obesidade
afeta mais de 1 bilhdo de pessoas pelo mundo e, segundo a OMS, cerca de 167 milhdes de
pessoas, incluindo criangas, adolescentes e adultos, irdo se tornar menos saudaveis por
apresentarem sobrepeso ou obesidade (BRASIL, 2024). No Brasil, houve um aumento
significativo na obesidade entre os adultos nos ultimos anos, passando de 11,8% em 2006 para
25,7% em 2024 (BRASIL, 2025).

Nesse contexto, o consumo de dietas ricas em carboidratos se torna um fator determinante
para o aumento do risco de obesidade. Estudos tém demonstrado que essas dietas podem
aumentar a chance de desenvolver obesidade, doencas cardiovasculares, diabetes mellitus tipo
2, entre outras doencas (Polacow; Lancha Junior, 2007). Além disso, dietas ricas em
carboidratos podem levar a um aumento nos niveis de insulina, o que pode influenciar a
deposicao de gordura corporal (Ludwig; Friedman, 2014).

Para tratar condi¢cdes metabodlicas associadas a obesidade, como o diabetes mellitus tipo
2, medicamentos como a glibenclamida sdo frequentemente utilizados. A glibenclamida ¢ um
farmaco da classe das sulfonilureias cujo principal mecanismo de agdo € o bloqueio dos canais
de potassio sensiveis ao ATP que estdo localizados nas células beta pancreaticas. Esse bloqueio
despolariza a membrana plasmatica da célula, abrindo os canais de calcio que gerard uma
contracdo do citoesqueleto e a liberacdo da insulina para as correntes sanguinea (Sola et al.,
2015). Dessa forma, a glibenclamida estimula a secre¢do de insulina, ajudando no controle dos
niveis de glicose no sangue (Franco et al., 2017).

Além do pancreas, a glibenclamida atua também sobre canais de potassio presentes em
neurdnios, onde pode exibir efeitos neuroprotetores, como a prevengdo de edema cerebral
(Tsarenko; Dzyadz’ko; Rybalko, 2017), no envelhecimento natural e na reducdo do risco de
deficiéncias cognitivas (Zubov et al., 2022). A droga também tem se mostrado util na reversao
de alteracdes cardiacas induzidas por dietas ricas em carboidratos (Castor, 2019).

Esses efeitos sdo especialmente relevantes no cerebelo, devido a sua alta densidade de
receptores de sulfonilureia e subunidades de canais de potassio sensiveis ao ATP (Fendler et

al., 2013). Nessa regido, a glibenclamida tem sido associada a modulacdo de proteinas
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fundamentais no metabolismo da glicose e na sinalizagdo celular, como a fosfoglicerato quinase
e a subunidade-a da proteina Gs, sugerindo um papel importante na manuten¢do da homeostase
energética e na prote¢ao de células altamente especializadas, como os neurdnios de Purkinje
(Faria, 2023).

Embora o cerebelo seja conhecido como o "pequeno cérebro”, sendo responsavel pelo
controle motor e equilibrio, ele abriga mais da metade dos neurdnios do sistema nervoso central
e participa ativamente de fungdes cognitivas ¢ metabdlicas (Kandel et al., 2014). Estudos
demonstram que o cerebelo ¢ altamente sensivel a variagdes nutricionais, especialmente durante
os periodos de desenvolvimento. Pesquisas com dietas isocaldricas baixas em proteina (8%)
durante a gestacdo revelaram redugdes severas no peso desta estrutura e alteragdes na
concentracdo de DNA, proteinas ¢ lipidios essenciais (Bennis-Taleb et al., 1999). Além de
também ter sido descrito como uma regido particularmente vulneravel ao estresse oxidativo
induzido por dietas obesogénicas ricas em gorduras saturadas, as quais podem promover a
carbonilagdo seletiva de proteinas ligadas a homeostase do ATP e ao metabolismo do glutamato
(Moreno et al., 2024).

A dieta cetogénica, por sua vez, parece exercer uma influéncia singular, resultando em
um relativo hipermetabolismo de glicose nos lobos cerebelares, o que contrasta com a redugdo
global da captacdo de glicose observada em outras regides encefalicas sob essa condigdo
(Horowitz et al., 2023). Apesar de sua vulnerabilidade oxidativa, o cerebelo apresenta
resiliéncia em certas vias neuroquimicas, por exemplo, o sistema colinérgico cerebelar nao
demonstra alteragdes na atividade da acetilcolinesterase mesmo sob dietas ricas em gordura que
impactam significativamente o cortex e o hipocampo (Kaizer et al., 2004).

Apesar de Kim et al. (2020) revelarem que o cerebelo responde as mudangas proteicas
decorrentes de estimulos motores, o impacto de estimulos metabdlicos e intervengdes
farmacoldgicas no proteoma cerebelar permanece uma area em desenvolvimento. Estudos
prévios ja exploraram os efeitos de dietas ricas em carboidratos no metabolismo animal (Castor
et al., 2024; Castor, 2019), bem como no cérebro (Santos et al., 2024; Faria, 2023; Santos,
2023), identificando proteinas diferencialmente expressas sob o tratamento ou ndo da
glibenclamida.

Entretanto, a literatura ainda € escassa no que tange especificamente o cerebelo e seu
remodelamento proteico frente a esses desafios nutricionais. Diante disso, propde-se a

realizacdo de ensaios bioquimicos com o homogeneizado de cerebelo de camundongos Balb/c
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tratados por oito semanas com dieta rica em carboidratos, para elucidar a expressao diferencial

de proteinas e o potencial efeito da glibenclamida nesse contexto.
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OBJETIVO

Realizar ensaios bioquimicos com o homogeneizado de cerebelo de camundongos Balb/c
tratados por oito semanas com dieta rica em carboidratos para avaliar a expressao diferencial

de proteinas, bem como o efeito do tratamento de glibenclamida nestes individuos.
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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 isocalorica leva a disfunc¢ao cardiaca
e a ativacdo do inflamassoma NLRP3 (NOD-like receptor family pryrin-domain-containing-3)
realizado por Castor (2019). Essa dieta ¢ composta de 45% de ragdo padrao para roedores
moida, 45% de leite condensado Nestlé e 10% de actcar refinado Unido (Oliveira et al., 2013).
Essa dieta ¢ isocalorica em relagdo a padrao com adicdo de 30% de sacarose, que ndo esta
presente na dieta padrdo. A fim de avaliar o envolvimento direto do inflamassoma NLRP3 nas
alteragdes cardiacas induzidas pela dieta hipercalorica, os animais foram tratados com
glibenclamida, inibindo a ativag¢do de inflamassoma NLRP3 (Lamkanfi et 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, ¢ foram alimentados com a dieta isocalorica por mais
quatro semanas). A glibenclamida foi administrada em suspensdo veiculo constituido de salina
0,9% e carboximetilcelulose 0,5%. O sistema nervoso central, incluindo cérebro e cerebelo, foi
dissecado apds os animais serem eutanasiados por decapitagdo sob anestesia geral com
cetamina (80 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg), e congelado em freezer a -30°C até o momento do

processamento.

Homogeneizagdo dos tecidos

Os cerebelos dos camundongos de cada grupo foram homogeneizados individualmente,
em gelo, utilizando mini pistilo, em tampao contendo 25 mM Tris-HCI, pH 7,5, 10 mM EDTA,
2 mM DTT e 0,5 mM PMSF, com volume final de 500 pL por cerebelo por 2 minuto, seguida
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por centrifugacdo a 4500 rpm por 10 minutos, ndo refrigerada. O sobrenadante foi retirado e o
precipitado descartado. Uma aliquota de sobrenadante foi retirada para a dosagem de proteina
total. O sobrenadante restante foi diluido em agua e acrescentado de 20 puL de tampao da
amostra (TA) [10X] (SDS 75%, sacarose 20%, tampao de equilibrio 31 mM, B-mercaptoetanol
19%, 11 mM EGTA-K e bromofenol blue 0,25%), sendo posteriormente aquecida a 100 °C por

2 minutos.

Dosagem de proteinas

Para a quantifica¢do da concentragdo de proteina total foi elaborada uma curva padrao
utilizando o método de Bradford (1976), com concentragdes crescentes de albumina (0,1
mg/mL) equivalente a 0, 5, 10, 15 e 20 pg. Cada ponto da curva padrdo foi preparado
adicionando-se uma aliquota de albumina, completando o volume com 4gua até um total de 200
uL. Em seguida, foi adicionado o volume de 3 mL da solu¢do de Bradford, seguida de
homogeneizagdo da mistura. As amostras foram analisadas em duplicata a partir de uma
aliquota de 10 pL. As leituras de absorbancia foram realizadas em espectrofotdmetro a 595 nm
e os valores obtidos foram organizados em uma planilha do Microsoft Excel. A concentragao
final de proteina total em pg/pl foi determinada a partir de calculo de regressdo linear baseado
nos valores obtidos a partir da curva-padrdo, que apresentou um coeficiente de determinagao

(R?) de 0,9996.

Eletroforese em gel de poliacrilamida na presencga de SDS (SDS-PAGE 12,5%)

A eletroforese foi realizada utilizando o sistema de tampdo descontinuo. O gel com
gradiente de acrilamida de 12,5% foi utilizado no gel de separacdo e 3% no gel de
empilhamento. O gel de separacdo foi preparado com tampao de separacdo 1,5 M Tris, pH 8,8,
SDS 10%, acrilamida/bisacrilamida (30:0,8), TEMED e PSA 10%. O gel de empilhamento foi
preparado com tampdao de empilhamento 0,5M Tris, pH 6,8, SDS 10%,
acrilamida/bisacrilamida 3% (30:1,6), TEMED e PSA 10% (Laemmli; Teaff; D'Ambrosia,
1974). A eletroforese foi realizada com tampao eletrodo (250 mM Tris, 1,92 M glicina, SDS
1%) e corrente constante de 25 mA. Amostras de 20 pg foram aplicadas em cada gel lane e,
ap6s a corrida, o gel foi corado em solugdo corante (Coomassie Brilliant Blue R 0,125%,
metanol 50% e acido acético 10%) overnight e descorado em solugdo descorante (etanol 25%,

metanol 10% e &cido acético 9%). Os géis foram armazenados em acido acético 4%. A medida
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de Rf (fator de retencdo ou mobilidade relativa) das bandas de cada gel lane foi feita usando

padrdo de massa molecular relativa (MW).

Aquisi¢do e andlise da imagem

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

resultados expressos em indice de densidade Optica (DOI).

Analise estatistica

A andlise estatistica do DOI 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 e desvio

padrdo.

Investigagdo in silico

A partir de revisdao na literatura, usando como referéncia Kim et al. (2020), as bandas
destacadas tiveram suas proteinas preditas, sendo duas ou mais proteinas por banda. Para
identificacido 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, bem como no DrugBank (https://go.drugbank.com/) e Reactome

(https://reactome.org/) para confirmac¢ao do nome da proteina e sua fungao.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Na analise do perfil eletroforético foram identificadas oito bandas claramente expressas
de modo diferencial nas amostras do sobrenadante cerebelar dos camundongos dos grupos
controle tratados apenas com agua (CV) ou tratados exclusivamente com glibenclamida (CD),
e dos grupos tratados apenas com a dieta rica em carboidratos refinados (DV) ou concomitante

com a glibenclamida (DD) (Figura 1).

Figura 1. Perfil eletroforético das amostras de cerebelo de trés camundongos dos grupos tratados
apenas com glibenclamida (CD), apenas com agua (CV), com dieta rica em carboidratos refinados e
glibenclamida (DD), e apenas com dieta rica em carboidratos refinados (DV). P1 a P8- Bandas
diferencialmente expressas. MW- Padrao de massa molecular em kDa

CD Ccv DD DV

1.2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 MW

- 180 kDa
- 116 kDa

- 84 kDa
- 58 kDa

-48,5kDa

- 36,5 kDa

- 26,6 kDa

Fonte: Autoria propria (2025).

A massa molecular das bandas foi estimada em 55,8; 51,4; 45,4; 41,8; 36,9; 35,4; 28,8 ¢
26,5 kDa, sendo identificadas de P1 a P8, consecutivamente (Figura 1). Em géis do tipo SDS-
PAGE, como o utilizado neste trabalho, a separacao das proteinas ocorre em fun¢do do tamanho
molecular, ou seja, quanto menor a proteina, mais rapidamente ela migra pela malha do gel, e
vice-versa. Isso ocorre porque o SDS confere as proteinas uma carga negativa uniforme,
mascarando sua carga propria e fazendo com que a migragao dependa exclusivamente da massa
molecular (Kielkopf; Bauer; Urbatsch, 2021). Para que essa separagcdo ocorra de maneira

adequada, o tampao eletrodo foi utilizado para manter o pH estdvel tanto no interior do gel
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quanto no tampao de eletroforese, garantindo condi¢des ideais para a corrida eletroforética
(Sonagra; Zubair; Dholariya, 2025).

A manutencdo desse pH ¢ fundamental, uma vez que qualquer alteragao no meio pode
comprometer a velocidade e até mesmo a dire¢do da migracdo das proteinas. Em condi¢des
muito acidas, como pH inferior a 3, por exemplo, as proteinas podem adquirir carga liquida
positiva, migrando na direcdo oposta a esperada. De forma semelhante, a mobilidade de uma
proteina pode cessar completamente quando ela atinge o pH no qual sua carga liquida se torna
igual a zero, o que ¢ chamado de ponto isoelétrico (Sonagra; Zubair; Dholariya, 2025).

Para quantificar a expressdo diferencial dessas proteinas foi utilizado o indice de
densidade optica (DOI), calculado a partir da média de cada grupo. Além disso, o teste-¢ foi
aplicado para comparar a expressao dessas proteinas do grupo CV e os grupos CD e DV, bem
como os grupos CD e DD. Dessa forma, observou-se que a expressao das proteinas P1, P3, P6,
P7 e P8 apresentaram significancia com p < 0,05 (Figura 2).

Para as proteinas P1 e P3, observou-se que a expressao foi diminuida com o tratamento
com glibenclamida, enquanto a dieta aumentou a expressdo. Para proteina P6, os tratamentos
com a glibenclamida (CD) e com a dieta (DV) diminuiram a sua expressao. Por outro lado, a
expressao da proteina P7 diminuiu com o tratamento com a glibenclamida, enquanto a

expressao da proteina P8 aumentou com a dieta (Figura 2).

Figura 2. indice de densitometria dptica (DOI) média e o desvio padrdo (eixo y) para cada proteina
diferencial (eixo x) presente nas amostras de cerebelo de camundongos dos grupos tratados apenas
com glibenclamida (CD), apenas com agua (CV), com dieta rica em carboidratos refinados e
glibenclamida (DD), e apenas com dieta rica em carboidratos refinados (DV). P1 a P§- Bandas
diferencialmente expressas
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Fonte: Autoria propria (2025).
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As bandas ressaltadas tiveram suas proteinas correspondentes preditas utilizando como
referéncia base o estudo de Kim et al. (2020), conforme mostrado na Tabela 1. A predi¢ao
sugere que o cerebelo dos camundongos estudados, independentemente de serem tratados ou
ndo com a dieta rica em carboidratos refinados e tratados ou ndo com a glibenclamida,
apresentam proteinas que desempenham diversas fungdes. A maior parte dessas proteinas estao
envolvidas em eventos relacionados ao DNA e RNA (28,2%), seguida de outras vias
metabolicas (23,1%), eventos celulares como apoptose, proliferacdo, diferenciacao,
sinalizacdo, endocitose e exocitose (15,4%), eventos relacionados a membrana celular (12,8%),
eventos relacionados as proteinas (10,2%), metabolismo de lipideos (7,7%) ¢ metabolismo de
carboidratos (2,6%).

Considerando que as proteinas preditas neste estudo estdo relacionadas com eventos e
processos muito diferentes entre si, ndo foi possivel descrever nenhuma correlagdo entre os
tratamentos, a expressao diferencial e a fun¢do das proteinas preditas. Contudo, os resultados
revelaram que o tratamento com a glibenclamida, sem a dieta, levou a diminui¢ao da expressao
das proteinas P1 (55,8 kDa), P3 (45,4 kDa), P6 (35,4 kDa) e P7 (28,8 kDa) no cerebelo dos
camundongos em estudo. Em cérebro de camundongo, Faria (2023) e Santos et al. (2024)
revelaram a expressdo aumentada de trés proteinas apds o tratamento com a dieta e a
glibenclamida, sendo estimadas com massa molecular de 44,8 kDa, 42,2 kDa e 39,8 kDa e
preditas como fosfoglicerato quinase, subunidade-o da proteina Gs ligante do nucleotideo
guanina e frutose bifosfato aldolase, respectivamente.

A glibenclamida ¢ um medicamento que possui um efeito neuroprotetor no cerebelo,
sendo responsavel por bloquear na membrana plasmadtica os canais de potassio sensiveis ao
ATP (KATP), exercendo um importante papel na regulacdo da excitabilidade neuronal e no
tratamento de lesdes cerebrais (Zhou et al., 2018). Fendler et al. (2013) descreveram que
pacientes tratados com essa droga apresentaram uma melhora significativa na perfusdo
cerebelar, ja& que ao fechar os canais nos neuronios cerebelares, a atividade elétrica foi
estimulada aumentando o fluxo sanguineo da regio.

Estudo em modelo animal mostrou que os receptores de sulfonilureia possuem uma baixa
apresentacao cerebelar ao nascer, mas nas duas semanas pos-nascimento eles se desenvolvem
rapidamente alcan¢ando gradualmente os mesmos niveis presentes em adultos (Xia; Eisenman;
Haddad, 1993). Especificamente na presenca da glibenclamida, as vasodilatagdes induzidas

foram atenuadas em aproximadamente 50% nas artérias cerebelosas canuladas (Koide et al.,
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2014). Além disso, a glibenclamida reduz o aumento do fluxo sanguineo por hipoxia em todas
as areas cerebrais, incluindo o cerebelo, mas ndo o afeta durante a hemodilui¢do ou condi¢des
normais, sugerindo assim que os canais de KATP nao contribuem para a neurovasodilata¢ao
durante a hemodiluicao, mas em casos de hipdxia ela bloqueia a vasodilatagdo mediada por
KATP, restringindo o fluxo sanguineo excessivo (Tomiyama; Brian Jr; Todd, 1999).

Em estudo de Zheng; Zuo (2003), a glibenclamida ndo alterou a neuroprotecao de células
de Purkinje no cerebelo de ratos pré-condicionados com isoflurano ou submetidos a privagao
de oxigénio-glicose (OGD). Por outro lado, Yuan et al. (2004) demonstraram que a
glibenclamida, aplicada durante pré-condicionamento hipotérmico, aboliu a redu¢do de morte
e lesdo de células de Purkinje induzidas pela privagdo de oxigénio-glicose no cerebelo. Sem
glibenclamida, a hipotermia reduziu efetivamente os danos, indicando dependéncia de canais
KATP para tolerancia isquémica. Além disso, Fendler et. al. (2013) relataram que, em pacientes
com mutagdes ativadoras no gene KCNJII (codificando Kir6.2 dos canais KATP), a
glibenclamida melhora o fluxo sanguineo cerebelar, aliviando sintomas neuroldgicos como

retardo mental, problemas motores e epilepsia associados a diabetes neonatal permanente.
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Tabela 1. Predi¢do das proteinas diferencialmente expressas, destacadas no perfil eletroforético de cerebelo dos camundongos, com identificagdo do

codigo de acesso no Uniprot, nome, fungao e classe, e massa molecular predita

] . . ~ , MW
Proteina | Uniprot ID Nome da proteina Funcao da proteina / Classe (em kDA)
Proteina quinase 1 dependente de . ~
Q8VBY2 calcio/calmodulina Envolvida na regulagdo da apoptose celular / E
, . . . e Envolvido na regulacdo da sintese de 6xido nitrico neuronal
QI9D3A8 Dominio PDZ ligante do 6xido nitrico sintase por meio de sua associacdo com nNOS / NOS1 / F
Sequestra regides altamente polares nos dominios
Q9D024 Subunidade CCDC47 do complexo PAT transmembranares, afastando-as do ambiente nao polar da 558
Pl membrana / D ’
P24547 Tnosina-5'-monofosfato desidrogenase 2 Catalisa a conversio de inosina 5'-fosfato em xantosina 5'-
fosfato para regulagdo do crescimento celular / G
Q99M31-2 | Proteina de choque térmico 14 (70 kDa) Compl~exo associado ao rlbossorpo para direcionamento ou
corre¢do do enovelamento proteico / A
Q8BVE3 | Subunidade H da ATPase de protons do tipo V Responsavel por acu-hﬁcar © manter o pH do ambiente
intracelular e envolvida na endocitose / E
. Promove a troca de GDP para GTP, convertendo pequenas
Q3UHG7 | Proteina LCHN GTPases ligadas ao GDP inativas em sua forma ativa / G
. L Modula a seletividade do substrato e a atividade catalitica,
Isoforma y da subunidade B regulatéria da . S . . .
Q8BG02 . . além de direcionar a localizag¢do da enzima catalitica para
serina/treonina fosfatase 2A (55 kDa) . . 51,4
P2 um compartimento subcelular especifico / F
Subunidade f do complexo enzimatico Catalisa as ultimas trés das quatro reagdes da beta-oxidagdo
Q99JYO0 . : . . . .
trifuncional mitocondrial mitocondrial / C
Q8R1S0 Monc?omgenase COQ6 mitocondrial da Requerida na sintese da ubiquinona / G
biossintese da ubiquinona
QOWV69 | Dematina Proteina de llgaggo a~F-act1na, com fungdes relacionadas ao
transporte e sinalizagdo / E 45,4
P3 Ligante de um elemento de resposta ERR-a contendo um
008580 Receptor do hormdnio esterdide (ERR1) imico sitio consenso, S-TNAAGGTCA-3'/ A
P4 QSBWTI | 3-cetoacil-CoA tiolase, mitocondrial Catalisa a ultima etapa da via de beta-oxidacdo mitocondrial 41,8

/C
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Catalisa a transferéncia de um grupo metil do AdoMet para

rsenito metiltransterase arsenicos trivalentes produzindo ars€nicos metilados e
91WUS | Arseni il fi éni ival duzind éni ilad
dimetilados / G
Q80UY2 E3 ubiquitina-proteina ligase (KCMF1) Direciona a ubiquitinagao / A
Envolvido na tolerancia a danos no DNA regulando a
QI91VAG6 Proteina 2 de interacdo delta da polimerase sintese de translesdo de modelos que transportam lesdes de
dano ao DNA /A
Q99J09 Proteina metilossomo (WDR77) Papel na regulagdo da transcrigdo / A
Proteina associada a microtibulos RP/EB Garante a progressao mitdtica e a establlldgde (10 genoma e
Q8R0O01 membro da familia 2 atua como um regulador central da reorganizagdo dos
microtubulos na diferenciagao epitelial apico-basal / E
Sinaliza o ponto de verificagdo da montagem do fuso e
Q9WVA3 | Proteina de checkpoint mitotico (BUB3) promove o estabelecimento de acessorios corretos de
P5 cinetdécoro-microtubulo / G 36,9
Q9CSU0 Eﬁgiﬁadé?e;ﬂzggo dominio nuclear pre- Promove proliferagdo celular / E
Proteina Musashi de ligagio ao RNA L}gante de RNé que regula a expresso de~ RNAm alvos~no
Q920Q6 homdloga 2 nivel de tradugdo, com papel na proliferacdo e manutengao
g de células-tronco no sistema nervoso central / A
Q64705 Fator de estimulagdo upstream 2 Se liga a sequéncia de DNA simétrica que ¢ encontrada em
uma variedade de promotores virais e celulares / A
Q9D0Q7 Proteina de subunidade ribossémica grande Componente da grande subunidade ribossomica
mlL45 mitocondrial (mt-LSU) / A
Q99L13 3-hidroxiisobutirato desidrogenase Catalisa a conversao de 3-hidroxi-2-metilpropanoato em 2-
mitocondrial metil-3-oxopropanoato a partir da reducdo de NADH /G
Proteina multifuncional de intera¢do com o o 35,4
P6 Q8ROT0 complexo aminoacil tRNA sintase 2 Atua como um pro-apoptotico / E
Q9D9V3 Etilmalonil-CoA descarboxilase Descarboxila etilmalonil-CoA / C
Q6KAU4 | Subunidade de corpo multivesicular 12B Componente d,o complgxo ESCRT-I, um regulador do
processo de trafego vesicular / D
QI91Vel Sideroflexina-3 Atua no transporte de serina para as mitocondrias / G
P7 QI99NI93 Proteina de subunidade ribossomica grande Parte da maquinaria responsavel pela sintese proteica / A 28,8

ulL16m
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Forma um canal de agua que facilita o transporte de agua

membrana / D

Q02013 Aquaporina-1 através das membranas celulares / D
Regula a composicao e fluidez da membrana plasmatica e
Q99JT6 Proteina 1 contendo dominio TLC inibe a incorporacdo de fosfolipidios fluidizantes de
membrana, promovendo a rigidez da membrana / D
Desempenha um papel importante no processamento de
P57759 Protefna 29 do reticulo endoplasmético protgmas secretorag Qentro do reticulo endoplasmat190,
possivelmente participando do dobramento de proteinas
nessa organela / F
QODBII Fosfoglicerato mutase 1 Catalisa a conversao do 2-fosfoglicerato em 3-fosfoglicerato
durante a glicolise / B
A proteina auxiliar da DNA polimerase A e
P17918 Antigeno nuclear de células em proliferagao E envolvida no controle da replicagao .do DNA eucaridtico,
aumentando a processabilidade da polimerase durante a
elongagdo da fita/ A
P70122 Proteina de maturagdo do ribossomo (SBDS) N.eceﬁssana para a montagem de ribossomos maduros e
biogénese de ribossomos / A
. . . . Catalisa a transferéncia reversivel do grupo fosfato terminal
QI9WTP6 | Adenilato quinase 2 mitocondrial entre ATP ¢ AMP / G
QICXW3 | Proteina de ligacdo a calciclina Envolvida na ublqultlrjagao dependente de caIC}o ena
subsequente degradagdo proteossomal de proteinas-alvo / F 265
P8 QSBHC4 Proteina contendo dominio de desfosfo-CoA Participa da biossintese de coenzima-A e ¢ ligante de ATP e ’
quinase nucleotideo / G
Reguladora do trafego intracelular de membranas, desde a
P97950 Proteina relacionada a Ras (Rab-33A) formagdo de vesiculas de transporte até sua fusdo com as

Classes: A- Eventos relacionados ao DNA ¢ RNA; B- Metabolismo de carboidratos; C-Metabolismo de lipideos; D- Eventos relacionados a membrana celular; E- Eventos
celulares (apoptose, proliferagdo, diferenciacdo, sinalizagdo e endo e exocitose); F- Eventos relacionados as proteinas; G- Outras vias
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No entanto, a dieta rica em carboidratos refinados demonstrou resultados diversificados,
elevando a expressao das proteinas P1, P3 e P8, mas atenuando a expressdo da proteina P6. Em
cérebro, Santos (2023) e Santos et al. (2024) ndo indicaram diferenca significativa na expressao
diferencial de proteinas comparando o tratamento com ou sem dieta.

As diferentes dietas podem refletir de diversas formas no sistema nervoso, incluindo o
cérebro e o cerebelo. A dieta obesogénica, por exemplo, aumenta seletivamente a carbonilagao
de proteinas que participam da homeostase do ATP e do metabolismo do glutamato no cerebelo,
enquanto a suplementagdo de dleo de peixe restringe a carbonilagdo dos principais alvos
proteicos oxidativamente danificados pela dieta obesogénica, protegendo contra a carbonilagao
de varias outras proteinas envolvidas na biossintese e neurotransmissdo de aminoacidos
(Moreno et al., 2024). Por outro lado, teste realizado com porcas prenhes alimentadas com
dieta rica em 4cido docosahexaenoico resultaram em filhotes com niveis altos desse 4acido graxo
poliinsaturado no cortex pré-frontal cerebral e no cerebelo (Dubrof et al., 2025). Ainda, ensaio
com dieta cetogénica indicou uma redugdo global do metabolismo da glicose cerebral, com
diferengas regionais (Horowitz et al., 2023).

Dietas ricas em aglcares ndo afetam a atividade da acetilcolinesterase no cerebelo,
indicando que essas dietas ndo interferem na degradacao de acetilcolina nessa regido, entretanto
afeta outras regides, como hipocampo, cértex e hipotalamo (Kaizer et al., 2004). Ainda, dieta
i1socalorica baixa em proteina (8%) durante a gestacao e lactagdo afetou a concentragao de DNA
no cerebelo dos camundongos filhotes, indicando alteracdes no desenvolvimento neuronal

(Bennis-Taleb et al., 1999).
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CONCLUSAO

Neste estudo foi indicada a presenca de oito proteinas diferencialmente expressas em
todas as amostras estudadas de cerebelo de camundongo tratados ou nao com dieta e/ou
glibenclamida, sendo que cinco delas apresentaram uma diferenca significativa em sua
expressdo, com relagdo, principalmente, a eventos relacionados ao DNA e RNA, mas também
em eventos celulares como apoptose, proliferacao, diferenciagdo, sinalizagdo, endocitose e
exocitose, ¢ outras vias. Dentre as oito proteinas, trés tiveram diminuicdo de expressao nos
individuos tratados apenas com glibenclamida, trés aumentaram quando tratados com a dieta,
enquanto apenas uma revelou diminui¢ao na expressao em individuos tratados com a dieta e a
glibenclamida. Assim, nota-se que ao associar a dieta com o uso da glibenclamida ndo ha
alteragdo da expressao das proteinas, porém quando os tratamentos sao realizados isoladamente,
ha mudangas na expressdo proteica no cerebelo.

O estudo apresentou algumas limitagdes metodologicas, as quais sdo listadas a seguir: a)
a dosagem da proteina total nas amostras de cerebelo pode ter variado também devido a
pipetagem inconsistente das amostras, o que pode ter afetado as técnicas aplicadas
posteriormente; b) por ter baixo custo e simples execucdo, a eletroforese unidimensional foi
utilizada, mas permitiu a visualizacao de bandas que podem conter mais de uma proteina; assim,
a adocao da eletroforese bidimensional pode oferecer maior resolucao, facilitando a distingao
de proteinas com massas moleculares proximas, contudo € mais cara e de maior complexidade
na execucdo; ¢) algumas bandas no gel nao sdo facilmente visualizadas devido a resolugdo do
gel de poliacrilamida, dificultando a anélise da imagem e aquisi¢do do indice de densidade
optica; d) a auséncia de literatura especializada em protedomica de cerebelo resultou no uso de
uma unica referéncia cientifica para a predicdo das proteinas, resultando em multiplas
possibilidades de predi¢do proteica para uma mesma massa molecular, com fun¢des muito
distintas entre si, dificultando uma correlacao direta; e e) a escassez de literatura cientifica sobre
os efeitos de dietas ricas em carboidratos no cerebelo restringiu as comparagdes e
aprofundamento da discussdo dos resultados obtidos.

Assim, torna-se indispensavel a realiza¢do de novos estudos envolvendo o cerebelo e os
efeitos de dietas ricas em acucares refinados e/ou uso de farmacos como a glibenclamida.
Estudos metabolomicos podem auxiliar na compreensdo integrada dos efeitos da dieta e da
droga sobre a organizacdo proteica, enquanto novas andlises protedmicas podem ampliar a

identificacdo de proteinas e permitir comparagdes entre diferentes grupos. Por fim, essas
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proteinas tornam-se potenciais candidatas para investigagdes protedmicas complementares e
analises futuras in silico, considerando a capacidade da dieta e da glibenclamida de modularem

sua expressao.
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