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RESUMO

A dieta rica em carboidratos refinados tem apontado impactos ndo somente em distirbios
metabolicos, como obesidade e diabetes mellitus, mas também em fungdes cognitivas (memoria
e aprendizado) e comportamentais. O objetivo deste estudo foi avaliar a expressao diferencial
de proteinas no cérebro de camundongos Balb/c alimentados com dieta rica em carboidratos
refinados. Os animais foram alimentados por oito semanas com dieta padrao para roedores ou
dieta rica em carboidratos refinados, e posteriormente eutanasiados e dissecados. Os cérebros
foram homogeneizados e o sobrenadante foi submetido a dosagem de proteina total. Aliquotas
de 10 pg foram analisadas em SDS-PAGE 12,5% e as bandas no gel corado tiveram a medida
de massa molecular relativa calculada. O perfil eletroforético das amostras revelou a expressao
das proteinas de 91,6; 86,3; 74,3; 65,9; 56,8; 46,1; 40,9; 36,3; ¢ 27,8 kDa em ambos os grupos,
sem diferenga significativa entre elas por meio da analise do indice de densidade optica. Esse
resultado diverge da literatura, que vem demonstrando altera¢cdes moleculares no cérebro
provocadas pela dieta rica em agucares. Contudo, foi possivel predizer as proteinas e sugere-se
que, em sua maioria, estdo relacionadas com o metabolismo energético do cérebro para
carboidratos, lipideos e aminoacidos. O pouco tempo de exposi¢do dos animais a dieta pode
justificar a auséncia de alteragdes proteicas e a utilizagdo de metodologias mais acuradas se faz
necessaria para identificagdo da diferenca de expressdo no cérebro a partir da dieta rica em
carboidratos refinados, de modo a esclarecer os mecanismos moleculares que podem ser

alterados na condicao estudada.

Palavras-chaves: Dieta isocalorica. Sistema Nervoso Central. SDS-PAGE.



ABSTRACT

A diet rich in refined carbohydrates has been shown to impact not only metabolic disorders
such as obesity and diabetes mellitus, but also behavioral and cognitive functions (memory and
learning). The aim of this study was to evaluate the differential expression of proteins in the
brains of Balb/c mice fed a high-refined carbohydrate diet. The animals were fed either a
standard rodent diet or a diet rich in refined carbohydrates for eight weeks, then euthanized and
dissected. The brains were homogenized and the supernatant was subjected to total protein
assay. Aliquots of 10 pg were analyzed on 12.5% SDS-PAGE and the bands in stained gel had
their relative molecular mass calculated. The electrophoretic profile of the samples revealed a
protein expression of 91.6; 86.3; 74.3; 65.9; 56.8; 46.1; 40.9; 36.3; and 27.8 kDa in both groups,
with no significant difference between them based on the optical density. This result differs
from the literature, which has demonstrated molecular alterations in the brain caused by the
sugar-rich diet. However, the proteins could be predicted and it is proposed that, in their
majority, they are related to the brain's energy metabolism for carbohydrates, lipids and amino
acids. The short amount of exposure time of the animals to the diet may justify the absence of
protein alterations and the use of more accurate methodologies is necessary to identify the
differential brain expression based on the high-refined carbohydrate diet, in order to clarify the

molecular mechanisms that may be altered in the studied condition.

Keywords: Isocaloric Diet. Central Nervous System. SDS-PAGE.
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1 INTRODUCAO

Segundo dados do VIGITEL, cerca de 22% da populacdo brasileira ¢ considerada obesa,
enquanto mais de 57% estd acima do peso (BRASIL, 2022). A obesidade foi caracterizada
como uma das principais causas de 6bito no Brasil em 2019, com estimativa de 12,6% do total
de mortes no pais. Juntamente com as mudancas climaticas e a desnutricdo, a obesidade ¢
considerada uma pandemia constituinte de uma Sindemia Global, e os estigmas acerca da
doenca sao impeditivos para que a questao seja considerada suficientemente urgente (Swinburn
etal., 2019).

Sendo uma condi¢do com crescente prevaléncia no mundo nas ultimas décadas
(BRASIL, 2022), cerca de 11 milhdes de mortes prematuras poderiam ter sido evitadas no
planeta a partir da melhoria na qualidade dietética (Dong ef al, 2019). Assim, a dieta
desbalanceada pode ser uma das causas dos disturbios metabolicos, como a obesidade, mas
também do diabetes mellitus tipo 2 e da inflamacdo cronica de baixo grau (Vasiljevié et al.,
2014).

O consumo de carboidratos no Brasil ¢ superior a 50% (Louzada et al., 2015), dentre
alimentos in natura e com diferentes tipos de etapas de processamento. A composicao da dieta
influencia diretamente a satde humana, e o aumento do consumo de alimentos in natura ou
minimamente processados pode ter um alto impacto na longevidade do individuo. Os alimentos
in natura sdo obtidos diretamente de plantas ou animais, € ndo sdo submetidos a qualquer
alteracdo prévia ao seu consumo, a exemplo as frutas, ovos, carnes e legumes (BRASIL, 2014;
Rossato et al., 2023).

Por outro lado, alimentos minimamente processados sao os in natura que, antes de serem
consumidos, requerem processamento minimo sem que haja adi¢do de ingredientes ou
substancias, como o congelamento de carnes, pasteurizacdo do leite, moagem de graos
(BRASIL, 2014; Rossato et al., 2023). Estes processos aumentam a durabilidade do alimento
ou facilitam sua digestao sem alterar sua composi¢do, o que os tornam a base nutricional ideal
indicada pelo Ministério da Saude para uma alimenta¢ao adequada e balanceada. Os beneficios
do consumo de alimentos in natura se ddo desde a auséncia de aditivos a riqueza de proteinas,
vitaminas, minerais, fibras, dentre os de origem animal e vegetal (BRASIL, 2014).

Os alimentos processados, isto €, submetidos a alteracdo de sua composi¢ao nutricional
através de adi¢ao de sal, conservantes ou agucar sao ainda derivados dos alimentos naturais,
porém com maior densidade calorica (BRASIL, 2014). De acordo com a classificagdo NOVA

(que ndo ¢ uma sigla; Kelly; Jacoby, 2018), os alimentos ultraprocessados, por sua vez, sao
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produzidos a partir de substancias derivadas de alimentos, contendo pouco ou nenhum alimento
inteiro, tratados com aromatizantes, corantes e aditivos para aprimorar seu aspecto e
durabilidade (Costa et al., 2021), como biscoitos recheados, chocolates, refrigerantes, sendo
carregados em agucares e¢ gorduras (Louzada et al, 2023). Essa categoria de alimentos
representou, entre 2017 e 2018, aproximadamente 20% do total de calorias ingeridas por
adultos e adolescentes no Brasil (Costa et al., 2021).

A participacgdo de alimentos ultraprocessados na dieta resulta ndo somente em ganho de
peso (Hall et al., 2019), como também na redu¢ao do consumo de fibras, para valores menores
do que o recomendado pela Organizagdo Mundial da Saude (Cruz et al, 2021), e assim
evidencia seu risco para o desenvolvimento de doengas cronicas ndo transmissiveis (DCNT),
que inclui diabetes, obesidade, hipertensdo arterial, doengas cardiovasculares e depressao
(Costa et al., 2021). A tendéncia no consumo de alimentos ultraprocessados ¢ de quantidades
maiores de calorias do que o necessario, uma vez que nao promovem saciedade ou promovem
tardiamente (BRASIL, 2014).

Os padrdes nutricionais globais de crescente consumo de alimentos ultraprocessados por
criancas e adolescentes devido a facilidade de acesso e exposi¢ao a esses alimentos (Louzada
et al., 2023) é preocupante, porque a fase de maturagdo do cortex pré-frontal é sensivel aos
habitos dietéticos que podem resultar em deficiéncias cognitivas duradouras (Reichelt, 2016).
A infancia também ¢ um periodo de desenvolvimento vulneravel para déficits na cogni¢ao
relacionados a ingestdo de agucar, por exemplo, pelo consumo de bebidas acucaradas (Noble
et al., 2019). Cerca de 85% da populagdo brasileira utiliza a adi¢do de agucar nos alimentos
como habito alimentar (BRASIL, 2020). Bebidas adogadas com agucar, como refrigerantes,
sdao grandes contribuintes da quantidade de agucar ingerido mundialmente, sendo o consumo
em cinco dias ou mais da semana reportado por 14% da populacdo adulta brasileira nas 27
capitais do pais (BRASIL, 2022).

Além dos prejuizos diretos relacionados ao consumo excessivo de agucares ja
mencionados, ha também o acimulo de gordura em o6rgdos internos e periféricos devido a
energia remanescente proveniente de uma dieta rica em agucares refinados (Witek; Wydra;
Filip, 2022). Esta dieta nem sempre resulta em ganho de peso, todavia o aumento da
adiposidade visceral ¢ observado com frequéncia, bem como o aumento da expressao de
proteinas pro-inflamatorias no tecido adiposo (Oliveira et al., 2013).

Estudos demonstram a participacdo desta dieta na indugdo de respostas inflamatdrias,
ndo somente localizada no adip6cito, mas também de forma sistémica (Oliveira et al., 2013).

Individuos obesos com estado de inflamacdo sist€émica apresentam maior glicemia poOs-
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prandial e concentragdes elevadas de marcadores inflamatérios, como a IL-6, em comparagio
aos de inflamagdo baixa, devido a interferéncia de citocinas na sinalizacdo intracelular de
receptores de insulina, provocando menor sensibilidade a este hormdnio (Schonknecht et al.,
2022). Especula-se que o acimulo de IL-6 ao longo do dia pela ingestao de refeigdes esta
associado a progressdo do diabetes tipo 2 (Schonknecht et al., 2022).

No tecido nervoso, a dieta rica em carboidratos pode induzir o comportamento
compulsivo através do aumento das citocinas pro-inflamatorias, as quais regulam a liberagao
da enzima 6xido nitrico sintase, cuja agao € sobre o 6xido nitrico, importante sinalizador celular
atuante no sistema de recompensa no cérebro (Gomes et al., 2018). Além disso, o aumento nos
niveis de citocinas séricas (TNF-a e IL-1P) também foi revelado em ratos submetidos a essa
dieta (Kagal; Hogade, 2019).

Além disso, esses tipos de alimentos estao associados a responsividade ao estresse, o que
pode estar relacionada diretamente com maior massa de tecido adiposo, visto que pessoas
obesas ou com peso adequado, porém com maior adiposidade, apresentam alteragdo no nivel
de cortisol, logo estdo mais vulneraveis aos estimulos estressantes (Santos et al., 2018). Ainda,
animais expostos a essa dieta apresentaram comportamentos depressivos € ansiosos, apos a
exposi¢cdo a agentes estressores, o que pode estar ligado a alteragdes no metabolismo da
dopamina e do sistema dopaminérgico, responsavel pela resposta de saciedade e recompensa
alimentar (Apryatin et al., 2019).

A dieta isocalorica, porém rica em sacarose e frutose, ¢ um importante fator estimulante
para lipogénese, estresse oxidativo e inflamagdo hepatica (Zhang et al., 2023). Ja4 nos
cardiomiocitos, ocorreu a ativagdo da inflamassoma NLRP3, um complexo proteico
intracelular de resposta imune, em camundongos da linhagem albina Balb/c, alimentados com
uma dieta rica em carboidratos refinados (Castor, 2019).

A dindmica de mecanismos moleculares tem papel imprescindivel no estudo de
distarbios metabodlicos, como a obesidade, € as proteinas estdo presentes em basicamente todos
os processos moleculares. A protedmica se mostra crucial no diagnostico precoce de doengas
e seu monitoramento (Aslam et al, 2017), e parte do principio de estudo do conjunto de
proteinas expressas em determinada célula, tecido ou 6rgdo, ou seja, seu proteoma, sob
condigdes fisiologicas especificas. As metodologias para analise protedmica permitem também
estudo de processos patologicos, identificagdo de biomarcadores e efeitos de drogas, € o
aprimoramento dessas técnicas proporciona informag¢des mais completas acerca de proteinas,

suas fungoes e interrelagdes moleculares (Ferrer, 2018).
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Dentre as tecnologias protedmicas atuais, existem as consideradas convencionais, como
as cromatografias, ELISA (ensaio imunoenzimatico) e Western blotting; as avangadas, como
microarray, analise por gel, espectrometria de massas e sequenciamento Edman; as
quantitativas, como ICAT (is6topo-codificado marcador de afinidade), SILAC (marcagao de
isotopos estaveis com aminodcidos em cultura celular) e iTRAQ (marcacdo isobdarica para
quantificagdo absoluta e relativa); as de alta resolu¢do, como cristalografia de raio-X e
espectroscopia-NMR (ressonancia magnética nuclear); e as de andlises de bioinformatica
(Aslam et al., 2017).

A técnica de eletroforese, contida no grupo das técnicas avangadas com abordagem em
gel, estd muito ligada a andlise protedmica, com diferentes modalidades aplicaveis a diversos
objetivos (Lee; Saraygord-Afshari; Low, 2020). A eletroforese ¢ um método de separagao de
proteinas em graus distintos, por meio do qual hd a migracdo das macromoléculas em um gel
composto, principalmente, de poliacrilamida (Nelson; Cox; Hoskins, 2022), por isso também
conhecida como SDS-PAGE, do inglés sodium dodecyl sulfate—polyacrylamide gel
electrophoresis.

O gel utilizado na eletroforese atua como uma malha, dificultando a migracdo de
proteinas em funcdo da relacdo massa-carga e de sua forma, com o detergente SDS (dodecil-
sulfato de sodio) responsavel por desnaturar as proteinas e pela adi¢do de carga negativa
(Nelson; Cox; Hoskins, 2022). Sendo assim, a eletroforese 1D considera apenas a massa
molecular de proteinas na separagdo, enquanto a eletroforese 2D combina-se a massa e a
focalizagdo isoelétrica, permitindo a separagdo também pelo ponto isoelétrico das proteinas
(Nelson; Cox; Hoskins, 2022), podendo ser utilizada para estimar expressao proteica (Lee;
Saraygord-Afshari; Low, 2020) pela comparagdao de bandas (1D) ou spots (2D) proteicos,
técnica também utilizada na clinica para detec¢do de proteinas séricas e andlise de liquido
cefalorraquidiano (Murphy; Srivastava; Deans, 2019).

Por esse motivo a eletroforese foi a técnica escolhida para realizacdo deste trabalho, com
intuito de avaliar a expressao de proteinas no cérebro de camundongos submetidos ou nao a
dieta rica em carboidratos refinados, de modo a fornecer informagdes de base para investigacdo

dos mecanismos moleculares envolvidos nas alteragdes provocadas por essa dieta.
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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.

Os camundongos foram agrupados em dois grupos: controle e dieta, os quais foram
alimentados pelo periodo de oito semanas, respectivamente, com dieta padrdo para roedores e
dieta rica em carboidratos refinados, composta de 45% de ragdo padrao para roedores moida,
45% de leite condensado Nestlé e 10% de actcar refinado Unido, isocalérica em relagdo a dieta
padrdo, porém com adicional de 30% de sacarose (Castor, 2019). Os animais foram
eutanasiados por decapitacdo sob anestesia geral com cetamina (80 mg/kg) e xilazina (10
mg/kg), e o cérebro foi dissecado e congelado em nitrogénio liquido, sendo armazenado em

freezer a -30 °C até o momento do processamento.

Homogeneizacao dos cérebros

Os quatro cérebros 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 750 uL por cérebro,
por 3 vezes, 1 minuto/cada, seguida por centrifugagdo a 4500 rpm por 10 minutos, ndo
refrigerada.

Uma aliquota de 500 pL de sobrenadante foi retirada e o precipitado foi descartado. Uma
aliquota de 20 puL de sobrenadante também foi retirada para a dosagem de proteina total. O
sobrenadante foi diluido em 4gua e acrescentado 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%) na propor¢ao de 20 uL TA para 200 pL de sobrenadante, sendo

posteriormente aquecida a 100 °C por 2 minutos.
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Dosagem de proteina total

A concentragdo de proteina total de cada amostra foi determinada utilizando-se como
padrado a concentragdo de albumina, seguindo o método de Bradford (1979). As determinagdes
foram feitas em duplicatas e a absorbancia medida a 595 nm. Uma curva padrdo de albumina
em concentragdes crescentes foi feita variando de 0 a 20 pg. A concentracdo final de proteina
total em pg/ul foi determinada a partir de calculo de regressdo linear baseado nos valores

obtidos a partir da curva-padrao, utilizando-se o programa Microsoft Excel.

Eletroforese unidimensional (SDS-PAGE 12,5%)

A eletroforese foi realizada utilizando o sistema de tampao descontinuo. Os géis com
gradiente de acrilamida de 12,5% foram utilizados no gel de separagdo e 3% no gel de
empilhamento. Os géis de separacdo foram preparados com tampado de separa¢do 1,5M Tris,
pH 8,8, SDS 10%, acrilamida/bisacrilamida (30:0,8), H,O, 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 gel lane e, ap6s a corrida, o gel foi corado em solug¢do corante (Coomassie
Brilliant Blue R 0,125%, metanol 50% e acido acético 9%) por 1 hora e descorado em solucao
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).

Aquisic¢do e andlise da imagem

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 soffware Scion Image, versao Alpha 4.0.3.2,

sendo os resultados expressos em IOD (indice de densidade Optica).

Investigacdo in silico
A partir de revisdo na literatura, usando como referéncia Lubec; Krapfenbauer;

Fountoulakis (2003), Taga (2015) e Medvedev et al. (2015), as bandas destacadas tiveram suas

proteinas preditas. Utilizou-se como critério de inclusdo a variagdo de + 1 kDa, por isso para
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algumas bandas sdo preditas 2 ou mais proteinas. Para identificagdo 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.

Anadlise estatistica
A analise estatistica foi realizada com o teste ¢ Student de amostras relacionadas,
utilizando o software BioEstat 5.0 e um valor de p < 0,05 foi considerado significativo. Além

disso, analise estatistica descritiva foi realizada utilizando média e erro padrao.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O perfil eletroforético das amostras revelou a expressdo intensa das proteinas com massa
molecular estimada em 91,6; 86,3; 74,3; 65,9; 56,8; 46,1; 40,9; 36,3; ¢ 27,8 kDa nos animais

submetidos ou nao a dieta rica em carboidratos refinados e identificadas de 1N a 9N (Figura 1).

Figura 1. Perfil eletroforético das amostras de cérebro de camundongos controle e
alimentados com dieta rica em carboidratos refinados

Controle Dieta
MW
— 180kDa
~  —— 116 kDa
IN ~ —— 90kpa
2N ——
3N ——
aN i/ —— 58kDa
5N . — 485kDa
6N ——
IN ——
8N —— —— 36,5kDa
ON ——
— 26,6 kDa

Bandas estdo indicadas por setas e nimeros a direita. (MW) padrdo de peso molecular SDS-7B2.
Fonte: Autoria propria.

A andlise estatistica da média da densitometria optica (Figura 2) ndo revelou diferenca
significativa entre os dois grupos. Esperava-se encontrar diferenca na expressao de proteinas
cerebrais, uma vez que a dieta hipercalérica induz a superprodugdo de citocinas pro-
inflamatorias, incluindo adipocinas elevadas no cérebro, gerando resposta neuroinflamatéria
(Gomes et al., 2020). Além disso, o consumo excessivo de aglicares leva a doencas e disturbios
no cérebro, como ansiedade, depressao, neurogénese, medo e mudancgas na expressdao molecular
e neuroquimica (Jacques et al., 2019).

A auséncia de diferenga entre os grupos controle e dieta sugere a necessidade de novos
estudos, utilizando metodologias mais precisas na protedmica, como a -eletroforese
bidimensional, para identificacdo das proteinas diferencialmente expressas. Nesta eletroforese
considera-se, além do tamanho da proteina, o seu ponto isoelétrico. Isso €, as moléculas migram

em gel de poliacrilamida com gradiente de pH imobilizado ou gerado por tampdes anfotéricos
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até atingirem um ponto de pH no qual sua carga ¢ igual a zero, também chamado de ponto
isoelétrico. Assim, € possivel identificar mais de uma proteina em uma mesma banda, mas agora

como spots, melhorando a precisao na predi¢ao (Barbosa et al., 2012).

Figura 2. Indice de densitometria optica média de cada banda com seu erro padrao (eixo y) e
sua massa molecular estimada (eixo x) identificadas em amostras de cérebro de camundongos
controle e alimentados com dieta rica em carboidratos refinados

4000
3500

AR Bl bl

3000 [
2500 [ | [ I

2000

1500

Expresséo (I0D)

1000

500

91,6 kDa 86,3 kDa 74,3 kDa 65,9 kDa 56,8 kDa 46,1 kDa 40,9 kDa 36,3 kDa 27,8 kDa

Peso Molecular

[ ] conTROLE [ ] DIETA

Fonte: Autoria propria.

Outra hipotese que justifica a auséncia de expressdo diferencial entre os grupos € o tempo
de exposicdo a dieta rica em carboidratos refinados, apesar dos mesmos animais terem dano
morfofuncional no corag¢do, ndo observou-se alteragcdo na pressao arterial, na glicemia de jejum
e no aumento da gordura visceral (Castor, 2019), apesar do reconhecido o papel do aglicar na
génese da hipertensdo arterial (Hwang et al., 1987), e da associacdo da obesidade e o
desenvolvimento de cardiomiopatia. Isso €, os animais ndo ficaram intolerantes a glicose, ndo
apresentaram alteragdes classicas observadas nos modelos experimentais de diabetes e também
sem relacdo com o prejuizo cardiaco. Além disso, a associagdo entre a dieta com a disfungdo
cardiaca ndo parece envolver a maior adiposidade ou obesidade (Castor, 2019).

Ademais, € possivel que a expressao diferencial de proteinas nao seja evidenciada, mas
alteragdes morfoldgicas possam ser reveladas no cérebro de animais tratados com uma dieta
rica em carboidratos. Isso porque a sacarose ¢ um potente modulador da morfologia dos
neurdnios apds uso intenso e prolongado, pois seu consumo aumenta a for¢a sindptica

excitatoria nos neurdnios dopaminérgicos do nucleo accumbens com redugao significativa no
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comprimento dendritico e aumento da densidade da coluna dendritica distal (Stuber et al.,
2011). O consumo excessivo de acticar também facilita a liberagdo de dopamina no nticleo
accumbens de modo similar ao abuso de drogas (Rada; Avena; Hoebel, 2005). Esse dado
prospecta ensaios de comportamento com animais submetidos a mesma dieta ensaiada aqui.

A partir de revisdo na literatura, as bandas destacadas tiveram suas proteinas preditas
conforme apresentado na Tabela 1. Pela predi¢ao, ha indicativo de que o cérebro de
camundongos alimentados ou ndo com a dieta rica em carboidratos refinados apresenta
proteinas que expressam fungdes diversas, incluindo o metabolismo energético para todas as
macromoléculas, como carboidratos, destacando a piruvato quinase (P52480), enolase
(P17182), frutose bifosfato aldolase (Q91Y97), gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
(P16858), UTP-glicose-1-fosfato-uridil transferase (Q91ZJ5) e lactato desidrogenase (P06151);
os lipideos, através da hidroximetilglutaril-CoA sintetase (P54869), acil-CoA hidrolase
(Q91V12) e 2,4-dienoil-CoA redutase (Q9CQ62); e aminoacidos, com a metil-malonato
desidrogenase (Q9EQ20), aspartato aminotransferase (P05201), arginino succinato sintase
(P16460), ornitina transcarbamilase (P11725). Ainda, temos proteinas associadas com as
reagdes mitocondriais que envolvem o ciclo do acido citrico e a sintese de ATP pela cadeia
transportadora de elétrons, como a succinato desidrogenase (Q8K2B3), ATP sintase (P56480),
NADH desidrogenase (Q99LC3), malato desidrogenase (P14152) e flavoproteina de
transferéncia de elétrons (Q9DCW4). E possivel que muitas outras proteinas pudessem estar
presentes e diferencialmente expressas nos cérebros dos dois grupos analisados, porém optou-
se por analisar somente o sobrenadante a partir de uma Unica centrifugacdo. Talvez proteinas
de membranas subcelulares e de organelas, além do nucleo, podem ter sido perdidas no descarte
do precipitado.

Nos neuronios e astrocitos, a glicose ¢ a fonte de substrato para o ciclo do acido citrico e
obten¢do de energia quimica (Witek; Wydra; Filip, 2022), justificando que a maioria das
proteinas preditas estd relacionada com a fungdo energética cerebral.

Dentre as proteinas com fun¢do de regulacao e estrutural, podemos citar a endoplasmina
(PO8113), proteina de densidade pré-sinaptica 95 (E9Q9R9), proteina de choque térmico 75
(Q9CQN1), queratina tipo II citoesquelética (P04104; Q3TTYS), aldeido desidrogenase
(P47739), complexo sinalossoma (088544), fator de iniciacdo eucaridtica 4A-11 (P10630),
sinaptotagmina-1 (P46096), actina citoplasmatica 1 (P60710), arfatina-1 (G5E8V9), anexina
IV (P97429), proteina de ligagdo NSF (P28663), alfa espectrina (P16546), subunidades da
proteina 14-3-3 (P61982; Q9CQVS; P63101; P68510; P68254) e perdxido redutase (P20108),
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com diferentes papeis desempenhados nas células que compdem o cérebro, como pode ser visto
detalhadamente na tabela 1.

E importante destacar que a maioria das vias metabdlicas em um individuo é regulada
pela insulina e ¢ dependente do nivel plasmatico de glicose, incluindo vias de sintese e
degradacdo de carboidratos e lipideos (Nelson; Cox; Hoskins, 2022). A insulina modula a
atividade dos neurdnios do nucleo arqueado, uma vez que sua liberagdo estimula os neurdnios
glutamatérgicos do hipotdlamo e a secre¢ao de outros hormonios, provocando a redugao da
ingestao de alimentos (Marcos et al., 2023).

Além disso, Beecher et al. (2021) revelaram que o consumo irrestrito de sacarose
provavelmente afeta a neurogénese, reduzindo a proliferagdo celular, geracao de células-tronco
e a sobrevivéncia/maturacdo de novos neurdnios, sugerindo que a longo prazo o consumo
excessivo de aglcar pode contribuir para um risco aumentado de desenvolvimento da
hiperatividade e problemas de déficit neurocognitivos na vida adulta.

Hormonios periféricos, como a insulina, também regulam o controle hedonico do sistema
de recompensa, uma vez que promove a fosforilagao e ativagao de receptores de dopamina na
area tegmentar ventral, aumentando a recaptacdo de dopamina (Marcos et al., 2023), o que

diminui o “impulso” de se alimentar em estado de saciedade (Mebel ef al., 2012).



Tabela 1. Predi¢ao das proteinas destaque no perfil eletroforético de cérebro de camundongos controle e alimentados com dieta rica em

carboidratos refinados

Referéncia

UniProt Nome da proteina Funcao MW (em kDa)
ID P ¢ Estimada Referéncia
P0O8113 Endoplasmina Chaperona atuante nq processamento € 91,6 92,713
transporte de proteinas secretadas.
E9QI9R9 Proteina de densidade pré-sindptica 95  Agrupamento pos-sindptico de proteinas. 86,3 85,605
Q8K2B3 Succinato desidrogenase (ubiquinona) Tr.ans.ferenma de @ o 40 succ;mato para 73,671
ubiquinona no do complexo II mitocondrial. 743
QYCQN1 Proteina de choque térmico 75 MESIIISIEHO € TG0 © oul bt 74,199
mitocondrial.
P04104 Queratina t.1p0 1 cito esquelética 1 Regulagdo de proteinas quinases. 66,018
(citoqueratina 1) 65.9
Queratina tipo I citoesquelética 2 Ativacdo, proliferagdo e queratinizagdo de ’
Q3TTYS . g 66,11
epidérmica queratinocitos.
. . Oxidagdo dependente de NAD™ de substratos 56,772
P47739 Aldeido desidrogenase 6 de aldeido. 56453
Q91ZJ5 UTP.—g.h.cose—l—fosfato Conversao de ghcqse—l—fosfato em UDP- 56,953
uridililtransferase glicose.
Silbutede B do btien AT Rase e Subumfiade nao catalitica da. V-ATPase,
P62814 . responsavel por manter o pH intracelular e 56,823
V, isoforma cerebral . .
acidificar o ambiente extracelular. .
. . Transferéncia de grupo fosforil do >
P52480 Piruvato quinase Tostrealipan pem © AP, 57,781
P56480 Subumdade.beta i .ATP sintase Forma o nucleo catalitico F; da ATP sintase. 56,318
mitocondrial
Metil-malonato-semialdeido Liga-se ao acil-CoA graxo e atua no
QIEQ20 desidrogenase metabolismo da valina e da pirimidina. JoHl
P54869  Hidroximetilglutaril-CoA sintase SRR gDl G ORI 56,9
cetogenese.
. Regula os niveis de glutamato a partir de L- 46,334
P05201 Aspartato aminotransferase aspartato ou L-cisteina. 46,1 46,400

Medvedev et al. (2014)

Lubec; Krapfenbauer;
Fountoulakis (2003)
Lubec; Krapfenbauer;
Fountoulakis (2003)
Lubec; Krapfenbauer;
Fountoulakis (2003)
Lubec; Krapfenbauer;
Fountoulakis (2003)
Lubec; Krapfenbauer;
Fountoulakis (2003)
Lubec; Krapfenbauer;
Fountoulakis (2003)
Medvedev et al. (2014)
Lubec; Krapfenbauer;
Fountoulakis (2003)

Lubec; Krapfenbauer;
Fountoulakis (2003)

Medvedev et al. (2014)

Medvedev et al. (2014)
Medvedev et al. (2014)

Medvedev et al. (2014)

Lubec; Krapfenbauer;
Fountoulakis (2003)
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088544

P10630

P17182

P16460

P46096

Q91VI2

Q99LC3

P60710

Q91Y97
P11725

G5E8V9

P45376

P16858

Subunidade 4 do complexo

sinalossoma COP9

Fator de iniciacdo eucariotica 4A-II

o-Enolase

Arginino succinato sintase

Sinaptotagmina-1

Acil coenzima-A tioéster hidrolase

citosolica

NADH desidrogenase (ubiquinona) 1
subcomplexo alfa subunidade 10,

mitocondrial

Actina citoplasmatica 1

Frutose bifosfato aldolase B

Ornitina transcarbamilase

Arfatina-1

Aldose redutase

Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase

Forma o complexo sinalossoma, envolvido
em diversos processos celulares e de
desenvolvimento.

Helicase de RNA dependente de ATP.

Converge 2-fosfoglicerato em
fosfoenolpiruvato, ativa o plasminogénio em
superficie celular e estimula a sintese de
imunoglobulinas.

Envolvida no ciclo da ureia e na catalise de
aspartato para arginino succinato.
Sensor de calcio na liberagao de
neurotransmissores na sinapse e regula o
trafego de vesiculas sinapticas.
Hidrolisa acil-CoA em acidos graxos livres e
coenzima A.

Subunidade do complexo I mitocondrial.

Produz filamentos na formagao de redes
reticuladas no citoplasma e desempenha
funcdo de motilidade e contracdo celular.
Catalisa reacdes na glicdlise, gliconeogénese
e frutolise.

Catalisa a segunda etapa do ciclo da ureia.

Participa do controle da biogénese dos
granulos secretores do complexo golgiense.
Catalisa a redugao de carbonila em alcoois e

de diversos aldeidos fosfolipidicos.

Atua na desidrogenacao e nitrosilagdo na
glicolise e em funcdes nucleares.

46,1

40,9

36,3

46,453

46,4

47,098

46,467

47,369

41,149

40,5

41,710

39,593
39,861

40,754
36,098

36,07
35,9

Medvedev et al. (2014)

Lubec; Krapfenbauer;
Fountoulakis (2003)

Lubec; Krapfenbauer;
Fountoulakis (2003)

Medvedev et al. (2014)

Medvedev et al. (2014)

Medvedev et al. (2014)

Lubec; Krapfenbauer;
Fountoulakis (2003)

Taga (2015)

Medvedev et al. (2014)

Medvedev et al. (2014)
Medvedev et al. (2014)

Medvedev et al. (2014)

Lubec; Krapfenbauer;
Fountoulakis (2003)
Lubec; Krapfenbauer;
Fountoulakis (2003)
Taga (2015)
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P14152

P63330

P97429
P06151

P00329
Q9CQ62
Q9DCW4
P28663

P16546

P61982

QYCQVS

P63101

P68510
P68254

P20108

Malato desidrogenase, citoplasmatica

Atua na redugdo de alfa-cetoacidos
aromaticos na presenga de NADH.

Isoforma o da subunidade catalitica da Principal fosfatase para proteinas associadas

serina/treonina-proteina fosfatase 2A
Anexina [V

Lactato desidrogenase cadeia A

Alcool desidrogenase 1

2.,4-dienoil-CoA redutase

Subunidade beta da flavoproteina de
transferéncia de elétrons

Proteina de ligacdo NSF beta-soluvel

Cadeia alfa da espectrina, ndo
eritrocitica 1

14-3-3 proteina gama
14-3-3 proteina beta/alfa

14-3-3 proteina zeta/delta

14-3-3 proteina eta

14-3-3 proteina theta

Peroxido redutase dependente de
tioredoxina

aos microtubulos.
Atua na fusdo de membrana e esta envolvida
na exocitose.

Interconversao piruvato em lactato.
Conversao de dlcoois primarios nao
ramificados em seus aldeidos
correspondentes.

Auxilia na beta-oxidacao.

Aceita elétrons de varias desidrogenases
mitocondriais.

Atua no transporte vesicular entre reticulo
endoplasmatico e complexo golgiense.
Movimento dependente de calcio na
membrana e no citoesqueleto.

Regula vias de sinalizacdo gerais e
especializadas.

Catalisa a reducgdo do peroxido de hidrogénio
e dos hidroperoxidos organicos.

36,3

27,8

36,5

36,141

35,957
36,4

36,8

36,110

28,054
27,670

28,122
28,5
28,324

28,047
28

27,898
28,2
27.8

28,277

Lubec; Krapfenbauer;
Fountoulakis (2003)
Taga (2015)
Lubec; Krapfenbauer;
Fountoulakis (2003)
Lubec; Krapfenbauer;
Fountoulakis (2003)
Taga (2015)

Taga (2015)

Medvedev et al. (2014)

Lubec; Krapfenbauer;
Fountoulakis (2003)
Medvedev et al. (2014)
Lubec; Krapfenbauer;
Fountoulakis (2003)

Taga (2015)

Lubec; Krapfenbauer;
Fountoulakis (2003)
Lubec; Krapfenbauer;
Fountoulakis (2003)
Taga (2015)
Lubec; Krapfenbauer;
Fountoulakis (2003)

Taga (2015)
Taga (2015)

Medvedev et al. (2014)

Fonte: Autoria propria.
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4 CONCLUSAO

Os resultados eletroforéticos revelaram a massa molecular das proteinas expressas no
cérebro dos camundongos submetidos ou ndo a dieta rica em carboidratos refinados, porém nao
indicaram diferencgas estatisticas entre os grupos ao analisar o indice de densidade optica, o que
nao era esperado considerando as alteragdes moleculares no cérebro provocadas pela dieta rica
em agucares, como a producdo elevada de adipocinas e sua relacdo com transtornos, como
ansiedade e depressdo ja descritas na literatura. Apesar disso, o pouco tempo de exposi¢ao dos
animais a dieta pode justificar a auséncia de alteragdes proteicas, visto que esses animais nao
apresentaram aumento de adiposidade visceral e glicemia de jejum, embora haja relacdo dessas
condicdes com a dieta testada.

Ademais, a utilizagcdo de metodologias mais precisas, como a eletroforese bidimensional
associada a espectrometria de massas, se faz necessaria para identificacdo da diferenca de
expressao de proteinas no cérebro a partir da dieta rica em carboidratos refinados, de modo a
fornecer mais clareza sobre os mecanismos moleculares que podem ser alterados na condigao
estudada.

Embora ndo tenha sido encontrada diferenca significativa entre os grupos, foi possivel
predizer as proteinas do perfil eletroforético e sugere-se que, em sua maioria, sejam proteinas
relacionadas com o metabolismo energético do cérebro para carboidratos, lipideos e
aminoacidos, bem como relacionadas as reacoes do ciclo do acido citrico e da sintese de ATP
na mitocondria, sendo a glicose a principal fonte de substrato para obtengao de energia quimica
em neuronios € astrocitos.

E relevante ampliar as pesquisas acerca da dieta rica em acticares, especialmente sobre
seu consumo a longo prazo, para investigacdo dos efeitos da resisténcia a glicose e alteragdes
do nivel de insulina provocados pela dieta nos mecanismos moleculares do tecido nervoso, a
fim de identificar as vias moduladas e macromoléculas de interesse nos distirbios metabdlicos

descritos.
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