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RESUMO

A lipogénese € um processo que envolve a sintese de &cidos graxos usando a glicose como
substrato primario. O resveratrol se tornou alvo de estudos mais aprofundados em virtude de
sua capacidade de mimetizar os efeitos da restricdo caldrica. Estudos mostraram que 0s
inibidores da ECA podem reduzir a resisténcia insulinica no figado e adipdcitos, controlando
niveis séricos de glicose e de acidos graxos livres. O enalapril tem sido alvo de estudos que
elucidem seus mecanismos na regulacdo metabodlica dos carboidratos e lipideos. O objetivo
deste estudo foi avaliar os efeitos do tratamento oral com resveratrol e enalapril nos perfis
lipidico e glicidico em camundongos alimentados com dieta normolipidica. Camundongos
Swiss machos foram divididos em quatro grupos e tratados durante oito semanas com: Dieta
Padrdo ad libitum (G1), Dieta Padrdo + Resveratrol (G2), Dieta Padrdo + Enalapril (G3),
Dieta Padrdo + Resveratrol + Enalapril (G4), sendo o resveratrol administrado com o alimento
e o enalapril com a agua. Foram avaliados o peso corporal, perfil lipidico, parametros
glicémicos, area dos adipocitos e histomorfologia do tecido adiposo epididimal e peso dos
tecidos adiposos epididimal, mesentérico e retroperitoneal. Os niveis de expressdo de FAS,
ACC, PPARy ¢ SRBP-1c foram avaliados por RT-PCR. Os principais resultados mostraram
uma melhora na sensibilidade a insulina e na toleréncia a glicose no grupo G2 comparado ao
grupo G1. Resultados semelhantes também foram encontrados para os niveis de glicemia em
jejum. A diminuicdo nos niveis séricos de triglicerideos foi observada nos animais tratados
com resveratrol e enalapril (G4), juntamente com diminui¢cdo do peso de tecido adiposo
epididimal. Observou-se uma diminuicdo na expressdo de mRNA de FAS, ACC e PPARy nos
animais do grupo G4 em comparagdo com o grupo G1. Em conclusdo, observou-se que a
associacao entre resveratrol e enalapril melhorou os perfis glicidico e lipidico, modulando a

expressao de alguns genes da lipogénese.



Palavras-chave: Lipogénese. Resveratrol. Enalapril



ABSTRACT

Lipogenesis is a process that involves the synthesis of fatty acids using glucose as primary
substrate. Resveratrol has become the target of further studies due to its ability to mimic the
calorie restriction effects. Studies have shown that the ACE inhibitors may reduce insulin
resistance in the liver and adipocytes by controlling serum glucose and free fatty acids levels.
Enalapril has also been the target of studies aimed to elucidate its mechanisms in the
metabolic regulation of carbohydrates and lipids. The objective of the present study was to
evaluate the effects of oral treatment with resveratrol and enalapril on lipid and glucose
profile in mice fed normolipid diet. Male Swiss mice were divided into four groups and
treated for eight weeks: Standard diet + ad libitum (G1), Standard diet + Resveratrol (G2),
Standard diet + Enalapril (G3), Standard diet + Resveratrol + Enalapril (G4), being the
resveratrol administered with food and enalapril water. Body weight, lipid profile, glycemic
parameters, adipocyte area and histomorphology of epididymal adipose tissue and weight of
epididymal, mesenteric and retroperitoneal adipose tissues weight were assessed. The FAS,
ACC, PPARy and SRBP-1c mRNA expression levels were assessed by RT-PCR. The main
results evidenced insulin sensitivity and glucose tolerance improvements in the group G2 as
compared to G1. Similar results were also found for the fasting glucose levels. Decreased
serum triglycerides levels were observed in animals treated with resveratrol and enalapril
(G4), along with a decrease in the epididymal adipose tissue weight. A decrease in the FAS,
ACC and PPARy mRNA expression levels in the G4 animals as compared to G1 group. In
conclusion, it was observed that the association between resveratrol and enalapril improved

the glycaemic and lipid profile and the expression of a few lipogenic genes.

Keywords: Lipogenesis. Resveratrol. Enalapril.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ACC Acetil-CoA carboxilase

AGT Angiotensinogénio

ECA Enzima conversora de angiotensina

FAS Sintetase de &cido graxo

HAS Hipertensao arterial sistémica

IECA Inibidores da enzima conversora de angiotensina
NO Oxido nitrico

PPAR Receptor ativado por proliferador peroxissoma
SRA Sistema renina angiotensina

SRBP-1 Proteina de ligacdo de elemento de esterol-1
TA Tecido adiposo

TAB Tecido adiposo branco

TAG Triacilglicerol

TAM Tecido adiposo marrom

VLDL Lipoproteina de muita baixa densidade
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1 INTRODUCAO

1.1 Tecido Adiposo

O tecido adiposo (TA) é considerado o principal tecido responsavel pelo reservatorio
energético do organismo, ele é constituido de células denominadas adipdcitos, especializadas
em armazenar lipideos na forma de triacilglicerol (TAG). Os adipocitos sdo as Unicas células
especializadas no armazenamento de lipideos na forma de TAG em seu citoplasma, sem que
isto seja nocivo a sua integridade funcional. Tais células possuem enzimas e proteinas
reguladoras essenciais para sintetizar acidos graxos (lipogénese) e estoca-los na forma de
TAG em periodos onde a oferta de energia é abundante e para mobiliza-los (lipolise) em
situacOes de déficit caldrico (1). O TA ¢é responsavel pela secrecdo de varios hormonios e
fatores relacionados a regulacdo de funcdes fisioldgicas, como resposta imunoldgica, ingestdo
alimentar e gasto energético, reproducdo, crescimento vascular e esquelético e sensibilidade a

insulina (2, 3).

O TA é categorizado em dois tipos que apresentam propriedades funcionais distintas nos
mamiferos, o tecido adiposo branco (TAB) e tecido adiposo marrom (TAM) (4). O TAB
oferece protegdo mecanica contra choques e traumatismos externos, atua no fornecimento e
armazenamento de energia, além de permitir um adequado deslizamento entre visceras e
feixes musculares. Ele constitui depdsitos localizados em varias regides do organismo e atua
na regulacdo metabolica, sendo, portanto, considerado um 0Orgdo central do controle
metabdlico. Nas células adiposas brancas, 0 TAG é armazenado em uma Unica e grande gota
lipidica que ocupa em torno de 90% do citoplasma (5). O TAM, responsavel pelo processo de
termogénese, é constituido por adipdcitos marrons que estocam TAG em varias e pequenas
goticulas lipidicas localizadas no citoplasma, assim ele é capaz de catabolizar grande
quantidades de acidos graxos rapidamente (6).

O TAB apresenta funcdes mais abrangentes, secreta multiplos peptideos bioativos que, além
de influenciarem a fungéo adipocitaria afetam também varias vias metabolicas por meio da
circulacdo sanguinea, assim, embora cada adipocito produza uma pequena quantidade de
substancias, todos os adipdcitos em conjunto produzem uma quantidade significativa para

causar um grande impacto nas fungdes corporais (7, 8).
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O entendimento da fungdo bioldgica e endocrina do TA, tornou-se alvo de pesquisas,
considerando que tal tecido seja um importante alvo terapéutico na prevencéo e tratamento de

desordens metabolicas (9, 10).

1.2 Lipogénese

A lipogénese é o processo através do qual os acidos graxos sdo sintetizados a partir do
metabolismo dos carboidratos, usando a glicose como substrato primario. O principal érgéo
lipogénico é o figado e esse processo ocorre principalmente no periodo pés-prandial no
citoplasma das células, necessitando, portanto, de excesso de carboidratos para ocorrer (11,
12). Vaérios genes, citocinas e proteinas estao relacionados ao processo de lipogénese. Dentre
0s principais genes associados ao metabolismo lipidico estdo a sintetase de acido gordo
(FAS), a acetil-CoA carboxilase (ACC), o receptor ativado por proliferador de peroxissoma
(PPARY) e a proteina de ligacdo de elemento regulador de esterol-1c (SRBP-1c), dentre as
quais se destaca 0 PPAR (13, 14).

Sao descritas trés isoformas de PPAR: PPARy, PPARa e PPARP (também chamado de
PPAROJ). A isoforma mais abundante no figado ¢ o PPARa, ja o PPARP ¢ expresso em altos
niveis no masculo cardiaco, esquelético e tecido adiposo branco, porém recebe menor atencdo

gue os outros PPARs pela falta de um ligante seletivo (15).

O PPRAY apresenta importante papel na regulagdo da diferenciagdo do adipécito e atua como
um dos principais sinalizadores endocrino de anormalidade do TA. Ele participa de muitos
processos bioldgicos, no quais se incluem adipogénese, inflamacdo, aterogénese, homeostase
de glicose e metabolismo lipidico. O PPARy ¢ altamente expresso no tecido adiposo e
estimula a transcricao de varios genes especificos do adipécitos, promovendo a transcri¢ao de
proteinas lipogénicas indutoras do armazenamento de gordura, acarretando aumento da
proporcao de células submetidas ao processo de diferenciagdo que também sofre influéncia da
acdo de SRBP-1c. Portanto, o PPRAy ¢ um potente estimulante da cascata de diferenciacao

celular do adipdcito e atua induzindo a diferenciagéo de fibroblastos em adipocitos (16, 17).

Os pré-adipocitos sdo linhagens celulares derivadas de células-tronco embrionarias
multipotentes de origem mesodérmica, as quais podem se diferenciar em adipdcitos,

condracitos, osteoblastos e midcitos. Assim, a diferenciacdo do pré-adipocito em adipdcito é
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um processo altamente controlado (Figura 1). Varios fatores de transcricdo adipogénicos,
incluindo o PPARy, o SREBP-1c e as proteinas ligantes ao amplificador CCAAT
(CCAAT/enhancer binding protein — C/EBPs) desempenham um papel central na cascata

transcricional que ocorre durante a adipogénese (18).

Figura 01 — Processo de diferenciacéo do adipdcito.

TIPO CELULAR
CARACTERISTICAS EVENTOS MOLECULARES

;C E ?
‘/Ce'lula tronco

I

Multipotente Precurssor mesenquimal

Determinagiio @ Pref-1 e Alteragoes
da MCE

+ Parada de crescimento  Pré adipocito

Pluripotente

+ Mitoses po6s confluentes : e
+ Expanséo clonal " I CIEBPp Remodelagem
V. . OO e PPARy do citoesqueleto
Comprometimento O &8} @ C/IEBPa
: Genes do adipécito
Tardio ¢ Adipécito jovem| | | Enzimas lipogénicas
Diferenciacéo terminal Proteinas ligantes de AG
Fatores secretados
Qutros

Adipécito maduro

PPAR-y= receptor y ativado por proliferadores de peroxissomas; C/EBP= proteina
amplificadora ligante ao CCAAT; Pref-1= fator pré-adipécito 1; MEC= matriz extracelular;
AG= 4cido graxo.

Fonte: Adaptado de Alaniz et al. (05).

A familia de SREBP se constitui de dois membros: 0 SREBP-1 e 0 SREBP-2, sendo que
existem duas isoformas do SREBP-1 (SRBP-1a e SRBP-1c). O SREBP-2 tem como principal

papel controlar a biossintese de colesterol. Os SREBPs la e 1c sdo controlados
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independentemente por regides regulatdrias que parecem responder diferentemente a fatores
organicos e metabdlicos especificos e juntamente com o receptor ativado por PPARy sdo
fatores de transcricdo importantes que controlam tanto o metabolismo lipidico quanto a
diferenciacdo de adipdcitos. Os SREBPs participam da ativacdo direta da expressao de
aproximadamente 30 genes que estdo relacionados a sintese e captacdo de &cido graxo,
triglicérides, colesterol e fosfolipides (19, 20). Entre os principais genes, que tém sua
expressao ativada pelo SREBP-1c, estdo o0 ACC e o FAS (21).

A ACC ¢ encontrada sob duas formas em roedores ¢ humanos: ACCa (também conhecida
como ACCI1, 265kDa) e ACCB (também conhecida como ACC2, 275 kDa). A ACCa ¢
expressa principalmente no tecido adiposo e no figado e a ACCPB ¢ expressa no musculo
esquelético, coracdo e em menor quantidade no figado. O FAS é outra importante enzima
lipogénica que sofre atuacdo do SREPB-1c, sendo ela responséavel pela sintese de acidos
graxos e a catalise da reacdo da conversdo de acetil-CoA e malonil-CoA em &cido graxo,
resultando no processo de lipogénese (22).

A via glicolitica leva a formacdo de piruvato, este é transportado para o interior da
mitocondria e transformado em acetil-CoA, a qual sofre acdo da ACC e se transforma em
malonil-CoA que entra em uma complexa via de &acidos graxos catalisada pela FAS,
completando a sintese de TAG (5).

1.3 Sistema Renina-Angiotensina (SRA)

O sistema renina-angiotensina se constitui de uma coordenada cascata hormonal circulante
iniciada pela liberacdo da enzima renina, sintetizada pelas células justaglomerulares das
arteriolas aferentes renais. A renina € liberada por exocitose agindo enzimaticamente sobre o
angiotensinogénio (AGT), produzido pelo figado, hidrolisando-o em um decapeptideo, a
angiotensina | (Ang I). Este peptideo é catabolizado pela enzima conversora de angiotensina
(ECA) em um octapeptideo com relevantes agdes bioldgicas, a Ang |1, que age atraves de seus
receptores especificos AT1 e AT2. A Ang Il também pode ser formada por outras vias
independentes da renina, pela acdo de catepsinas e quimases. Outro importante componente
desse sistema é o0 heptapeptideo Ang-(1-7) que, agindo via receptor Mas, promove geralmente
acOes antagobnicas as geradas pela Ang Il. Ele pode ser produzido a partir da Ang Il ou da Ang
| através da acdo da ECA 2, PEP e NEP (Figura 02) (23).
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Figura 02 - Cascata de formacdo dos principais componentes do Sistema Renina

Angiotensina.

o
| Angio tensino génio
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Legenda: ECA: enzima comversora de angiotensina; ECA2: enzma comversora de
angiotensina tipo 2; PEP: prolil-endopeptidase; NEP: neuiral-endopeptidase; PCP: pmwlil
cathoxipepiidase; AT1: recepior de angiotensina II tipo 1; AT2: receptor de angiotensina II
tipo 2; Mas: recepior de Angiotensina-(1-7).

Fonte: Adaptado de Santos et al. (23).

A Ang Il é um dos mais potentes vasoconstritores conhecidos e é considerada o principal
componente biologicamente ativo do SRA, exercendo seus efeitos via dois receptores
distintos, AT1 e AT2, sendo que 0s mais conhecidos efeitos fisiologicos e patoldgicos da Ang
Il sdo mediados via receptores AT1, pela associacdo de mdaltiplas interagdes com cascatas de
transducéo de sinal que comandam diversas agdes bioldgicas (24).

Dentre as principais acbes via AT1l, a Ang Il induz vasoconstricdo vascular

(preferencialmente renal, cerebral e coronariana); a retencdo renal de sodio ( via liberacdo de
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aldosterona); retencdo renal de agua (via liberagcdo de vasopressina); supressao da renina (por
“feedback” negativo); hipertrofia de musculo liso e cardiomiocitos; estimulagao de fibrose no
miocardio e vascular; efeito inotropico positivo (contracdo de cardiomiocitos); ativacdo do
sistema nervoso simpatico (SNS); estimulacdo da secrecdo endotelial e estimulacdo da
formagcdo de espécies reativas de oxigénio (24). O receptor AT2, na maioria das vezes, exerce
efeitos opostos as acBes mediadas pelo receptor AT1. Os principais efeitos de sua ativagdo sdo
o antiproliferativo, a inibicdo do crescimento celular; diferenciacdo celular; reparagéo
tecidual; apoptose; vasodilatacédo; desenvolvimento dos rins e trato urinario e protecao contra

isquemia cardiaca (25).

Sabe-se que doencas como hipertensdo, hiperlipidemia, diabetes e aterosclerose estdo
correlacionadas com a disfuncdo vascular e mudancas estruturais, incluindo disfuncao
endotelial, alteracdo da contratilidade e remodelamento vascular; alteracbes que podem ser
geradas por aumento da atividade da Ang Il nos vasos (26). Os eventos celulares relacionados
com esse processo envolvem mudancgas no musculo vascular liso com relacéo ao crescimento,
apoptose, migracdo celular, inflamacéo e fibrose. Dentre os varios fatores que influenciam as

mudancas celulares, a Ang Il aparece como um dos mais importantes (23, 24).

1.3.1 Interacdo do Sistema Renina Angiotensina com o Metabolismo

Estudos sugerem que a Ang Il teria um papel potencial significativo na termogénese induzida
pelo frio (27). Além disso, ratos obesos fa/fa apresentam atividade reduzida da renina
plasmatica e menor densidade dos receptores AT; no tecido adiposo, que se associam a
modesta resposta do peptideo quanto a liberacdo de norepinefrina, quando comparados aos

animais controle (28).

Varios componentes do SRA foram descritos no tecido adiposo (29). Estudos realizados nos
ultimos anos mostraram que 0 SRA modula de forma importante 0 metabolismo e a funcédo
enddcrina nesse tecido. No quadro de sindrome metabdlica ja foram descritos aumento da
atividade da renina plasmatica, maior nivel plasmatico de angiotensinogénio, maior atividade
da ECA e maior nivel plasmatico de aldosterona (30). Os niveis de mMRNA de AGT sao 60%
maiores no tecido adiposo do que no figado, que é considerado principal fonte de AGT (31).

Além disso, a expressdo de AGT é mais elevada em adipocitos viscerais do que em adipdcitos
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subcutaneos, tanto em ratos como em humanos (32). Os adip6citos de ratos e de humanos
apresentam os dois subtipos de receptores angiotensinérgicos, AT, e AT,, embora ainda ndo
estejam claras as funcgdes especificas desencadeadas por esses receptores nessas células. Os
sitios de afinidade entre o receptor AT; e a angiotensina Il tém cinética semelhante aos de
outros orgdos alvo do peptideo, sendo a densidade desse receptor no tecido adiposo
semelhante & do coracédo (33). Estudos utilizando cultura de células adiposas mostraram que o
AGT e a Ang |l participam da regulacio e diferenciagio do fenétipo do adipdcito. E provavel
que o aumento no contetdo de triglicerideos e da atividade de duas enzimas, a sintetase de
acidos graxos e a glicerol-3-fosfato desidrogenase, sejam mediadas pela Ang Il, mostrando
que esse peptideo controla a adiposidade pela regulacdo da sintese e armazenamento de
lipidios (32).

E interessante observar que em cultura de células adiposas, a Ang Il é um fator adipogénico,
enquanto no animal vivo, atua como importante redutor do peso e da massa adiposa. Sabe-se
que existe uma correlacdo significativa entre a pressao arterial, o indice de massa corporal, e
0s niveis do AGT plasmatico em individuos normotensos e magros (30). Aproximadamente
20% da variacdo do AGT plasmatico é determinada pelos niveis plasmaticos da leptina, que
serve como um indicador da massa de tecido adiposo, sugerindo que esse tecido contribua
para os niveis de AGT plasmaético (34).

Estudos experimentais sugerem que o SRA do tecido adiposo, regulado por fatores hormonais
e nutricionais, é influenciado pelo grau de obesidade, pelo fato de que a Ang Il pode modular
o fluxo sanguineo, por fatores de crescimento e pelo metabolismo local. Assim, a ativacdo do
SRA pode determinar efeitos deletérios locais e sistémicos em obesos e pode contribuir assim
para o surgimento da hipertensdo arterial sistémica (HAS) e outras doencas. A resisténcia a
insulina por sua vez, estd associada com o aumento da liberacdo de acidos graxos livres que
sdo convertidos no figado em triglicerideos e secretados em particulas lipoprotéicas de muita
baixa densidade (VLDL) (32, 34).

A resisténcia a insulina induz uma reducgéo da biodisponibilidade do oxido nitrico (NO) em
modelos experimentais e em individuos saudaveis. Individuos insulino-resistentes apresentam
resposta vasodilatadora endotélio-dependente prejudicada e a disfungdo endotelial pode ser
também detectada em individuos saudaveis com primeiro grau de parentesco com 0S

individuos diabéticos do tipo 2. Portanto, a disfuncdo endotelial € um elo comum entre a



19

HAS, diabetes melito e a sindrome metabdlica (35).

Os estudos na literatura sugerem que a Ang Il, via receptor AT, pode modular as acbes da
insulina. Assim, a ativacdo do SRA induz o aparecimento de resisténcia as acdes metabolicas
da insulina, provocando hiperglicemia e elevacdo dos niveis de colesterol (VLDL),
triglicérides, e potencializando o efeito proliferativo da insulina. Além disso, a hiperglicemia
e a hiperinsulinemia ativam o SRA através do aumento da expressdo de AGT, Ang Il e
receptores AT1, que podem assim induzir aparecimento do quadro de hipertensdo arterial,
disfungdo cardiovascular e renal (36). Dessa forma, substancias produzidas pelo tecido
adiposo podem interagir com o SRA refor¢ando suas agdes, participando entdo das alteracdes

cardiovasculares e renais associadas a obesidade e a sindrome metabdlica (37).

1.4 Resveratrol

O resveratrol (3,5,40 trihidroxiestilboeno) um polifenol presente em diversas plantas, foi
associado a inumeras propriedades fisioldgicas benéficas a saude humana (38, 39). Ele esta
presente em quantidade apreciavel em uma variedade de frutos comestiveis incluindo nozes,
frutos, e pele de uva (e derivados do vinho tinto). De um ponto de vista botanico, resveratrol
atua como fitoalexinas, que é um composto téxico produzido por uma planta em resposta a

um ataque de parasitas, ou sob condicdes de stress (40).

O resveratrol é um composto fendlico, pertencente ao grupo dos flavonoides, encontrado em
cerca de setenta espécies vegetais, em particular, presente abundantemente em uvas (Vitis
vinifera e Vitis labrusca), tanto na forma cis (cis-3,5,4'-triidroxiestilbeno), como trans (trans-
3,5,4'-triidroxiestilbeno), com sua sintese ocorrendo principalmente nas cascas dos frutos (39,
41).

As acles do resveratrol podem ser explicadas pela sua ampla propriedade biologica de
ativacdo e inibicdo de inumeros alvos moleculares (40). O resveratrol apresenta atividade anti-
tumoral, anti-inflamatorio, anti-oxidante, cardioprotetor e neuroprotetor, além de atuar
positivamente na expectativa de vida de varios seres vivos. No entanto, recentemente, o
resveratrol se tornou alvo de estudos mais aprofundados em virtude de sua capacidade de

mimetizar os efeitos da restricdo calorica (41). Tais efeitos bioldgicos séo orquestrados por
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diversos mecanismos moleculares de acdo do resveratrol no metabolismo celular, sobretudo
por ativacdo das sirtuinas (42), que o torna potencial agente na prevencdo e tratamento da

sindrome metabdlica e obesidade.

Os efeitos celulares do resveratrol sdo pouco conhecidos. Algumas das propriedades
fisiologicas do resveratrol, parecem estar relacionadas a ativagdo da SIRT 1, produzindo,
particularmente efeitos metabdlicos sobre o organismo animal. H& evidéncias de que o
resveratrol reduz o acumulo de gordura em camundongos atraves de SIRT 1, melhora a

homeostase da glicose em mamiferos, aumenta a massa e funcao mitocondrial (43, 44).

O resveratrol aumenta o efeito lipolitico da adrenalina no tecido adiposo (45), estimula a
absorcdo de glicose pelas células da musculatura esquelética, melhora a sensibilidade
insulinica (46), inibe a diferenciacéo e proliferacdo de preadipdcitos (47) e impede a liberacdo
plasmaética de acidos graxos pelos adipécitos (48).

Estudos mostram que o resveratrol exerce efeitos benéficos em animais que consumiram uma
dieta rica em gordura (49, 50). Em alguns estudos, a administragédo cronica do resveratrol foi
associada a reducdo no indice de massa visceral, mas muitas vezes ndo foi capaz de reduzir o
ganho de peso corporal. Em outros estudos, foi observado ainda que a administracdo do
resveratrol melhorou os parametros lipidicos, tais como triglicérides, graxos livres acidos e de
colesterol total, quando comparados com animais sem uso do resveratrol. Estudos sugerem
que tais associacdes podem ser desencadeadas pelo aumento na expressdo das sirtuinas pelo
resveratrol (51, 52). Assim, o uso do resveratrol na prevencgdo e tratamento da obesidade é
algo promissor e que deve ser desvendado com estudos que elucidem tais mecanismos (49,
50).

1.5 Inibidores da Enzima Conversora de Angiotensina (IECA)

Os inibidores da enzima conversora de angiotensina (IECA) sé&o um grupo de medicamentos
largamente utilizados como anti-hipertensivos, nas terapias da insuficiéncia cardiaca e da
nefropatia diabética (53). Os IECA se ligam ao mesmo local da enzima conversora de
angiotensina (ECA) na angiotensina I, e assim impedem sua agdo vasoconstritora (54). Os
receptores da ECA contém ion zinco e os inibidores contém um grupo sulfidrila, carboxila ou

fosforila que interage com os ions zinco (55). O efeito dos IECA ndo se limita apenas a



21

impedir a vasoconstricdo mediada pelo angiotensina Il, mas também suprimir a sintese de

aldosterona endogena (56).

Na decada de 70, foram desenvolvidos os primeiros IECA, cujo prototipo € o captopril.
Vérios IECA, diferindo na duracéo de acdo e na distribuicdo tecidual sdo usados clinicamente,

incluindo o enalapril e o ramipril (57).

Estudos mostraram que os IECA podem reduzir a resisténcia insulinica no figado e
adipdcitos, causando uma reducdo na producdo hepatica de glicose e diminuicdo dos niveis
séricos dos acidos graxos livres (58). Outros estudos mostraram valores menores na glicemia
de jejum quando se usa 0 IECA se comparado ao placebo. Um dos mecanismos propostos
para esta acdo dos IECA sobre o metabolismo de carboidratos seria uma reducdo da secre¢do
de aldosterona e, consequentemente, da perda de potassio pelos rins, 0 que poderia preservar a
sensibilidade das células beta (59). Os efeitos metabdlicos benéficos dos IECA,
principalmente sobre os carboidratos, sdo amplamente difundidos, constituindo hoje, primeira

linha no tratamento de hipertensos diabéticos (53).

1.5.1 Enalapril

O maleato de enalapril foi o segundo IECA aprovado nos EUA. Ele é um pré-farmaco o qual
precisa ser hidrolisado por esterases no figado para entdo produzir o metabolito ativo, o acido
dicarboxilico ou enalaprilat , que é um inibidor altamente potente de ECA (60, 61). O
enalapril é absorvido rapidamente quando administrado por via oral e apresenta

biodisponibilidade oral em torno de 60 %, sendo reduzida pela presenca de alimento (62).

O enalapril € um éster etilico do enalaprilato (62). Possui pouca atividade até que seja
metabolizado no figado em enalaprilat (63). O enalapril tem meia vida de apenas 1,3 horas,
enquanto o enalaprilat, em virtude de sua forte ligacdo a ECA, tem meia vida plasmaética de
aproximadamente de 11 horas. Quase todo farmaco apresenta excrecdo renal na forma de
enalapril intacto ou enalaprilat. A dose oral de enalapril varia de 2,5 mg a 40 mg/dia, em dose
unica ou fracionada (64). A escolha do enalapril, como representante da classe de IECA, para
0 presente estudo, se justifica em funcdo do mesmo apresentar poucos efeitos colaterais
guando comparado aos demais representantes da classe. Além disso, ele pode ser

administrado em doses menores e menos frequentes (64, 65).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

e Auvaliar os efeitos do tratamento oral com resveratrol e enalapril sobre 0 metabolismo

glicidico e lipidico em camundongos.

2.2 Objetivos especificos

Avaliar os efeitos do tratamento oral com resveratrol e enalapril sobre o peso corporal,

ingestdo alimentar e adiposidade corporal.

e Analisar os efeitos do tratamento oral com resveratrol e enalapril sobre o perfil glicémico,
por meio da glicemia de jejum e dos testes de sensibilidade insulinica e tolerdncia a

glicose.

e Analisar os efeitos do tratamento oral com resveratrol e enalapril sobre o perfil lipidico,

por meio da dosagem sérica do colesterol total, HDL e triglicerideos.

e Auvaliar a expressdo dos genes relacionados a lipogénese, ACC, FAS, SRBP-1c e PPARYy,

no tecido adiposo epididimal dos animais em estudo.

e Comparar os aspectos histomorfoldgicos dos adipécitos do tecido adiposo epididimal

entre os grupos de animais estudados.
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3 PRODUTOS

3.1 Produto 1: “EFFECTS OF RESVERATROL AND ACE INHIBITOR ENALAPRIL ON
GLUCOSE AND LIPID PROFILES IN MICE ", aceito para publicacdo no periddico Protein
& Peptide Letters
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EFFECTS OF RESVERATROL AND ACE INHIBITOR
ENALAPRIL ON GLUCOSE AND LIPID PROFILES IN
MICE

Thaisa de Almeida Pinheiro®®, Thales de Almeida Pinheiro®®, Jodo Marcus Oliveira
Andrade®, Emillio César Neves Ferreira®, Deborah de Farias Lelis®, André Luiz Sena
Guimaraes® (PhD), Alfredo Mauricio Batista de Paula® (PhD), Antdnio Prates Caldeira®”
(PhD), Sérgio Henrique Sousa Santos*® (PhD)#.

L aboratory of Health Science, Postgraduate Program in Health Sciences, Universidade Estadual de Montes
Claros (Unimontes), Montes Claros, MG, Brazil; "Faculdades Integradas Pitdgoras de Montes Claros
(FIPMOC), Montes Claros, MG, Brazil; ‘Institute of Agricultural Science. Food Engineering College,
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), Montes Claros, MG, Brazil.

Abstract: Lipogenesis is a process that involves the synthesis of fatty acids. Resveratrol and enalapril are being
studied for their beneficial physiological properties on the glucose and lipid metabolism. The aim of the present study
was to evaluate the oral administration of resveratrol and enalapril on the glucose and lipid metabolism, evaluating
the white pad lipogenesis genes expression in mice. Swiss male mice were divided into four groups and treated for
eight weeks as follows: Standard diet ad libitum (G1); Standard diet + Resveratrol (G2); Standard diet + Enalapril
(G3); Standard diet + Resveratrol + Enalapril (G4), where resveratrol was administered with the food and enalapril
with the water. Body weight, lipid profile, adiposity, glycemic parameters and epididymal adipocytes area were
assessed. The expression levels of FAS, ACC, PPARy and SREBP-1c were assessed by RT-PCR. The main findings
showed an improvement in the insulin sensitivity and glucose tolerance in the group G2 as compared to G1. Similar
results were also found for the fasting glucose levels. Decreased triglycerides were observed in the animals treated
with resveratrol and enalapril, along with decreased weight of the epididymal adipose tissue in the animals of the
group G2. A mild reduction in the group G4 as compared to the group G1 was observed. Decreased mRNA
expression of FAS, ACC and PPARYy in the animals of the group G4 as compared to the group G1 were observed. In
conclusion, it could be observed that the association between resveratrol and enalapril improved the glucose and lipid
mice profiles by modulating the expression of some lipogenesis genes, which are critical regulators of metabolic
homeostasis.

Keywords: Metabolism; Adipose Tissue; Lipogenesis; Resveratrol; Enalapril.



1. INTRODUCTION

Lipogenesis is the process by which the fatty
acids are synthesized using the glucose derived from
the metabolism of dietary carbohydrates as the
primary substrate [1]. Among the main genes
associated with the lipid metabolism, fatty acid
synthase (FAS), acetyl-CoA carboxylase (ACC),
peroxisome proliferator-activated receptor (PPAR-y),
sterol  regulatory  element-binding  protein-1c
(SREBP-1c) are noteworthy, as they are associated
with important roles in the regulation of lipogenesis
[2]. The PPARY is a protein that regulates several
biological processes, including glucose homeostasis
and lipid metabolism. This enzyme promotes the
transcription of lipogenic genes associated with fat
storage [3-5]. SREBPL1 is a protein that activates the
regulation of ACC and FAS. Thus, high levels of this
protein increase the synthesis of fatty acids and
triglycerides accumulation [6,7].

Resveratrol is a phenolic compound that belongs
to the group of flavonoids and is found in several
plant species [8-10]. This compound is present in
high concentrations in grapes and is associated with
many physiological properties benefic to the human
health [8, 11]. The resveratrol actions may be
explained by its wide biological properties to activate
and inhibit numerous molecular targets [9].
Resveratrol ~ has  anti-tumor  activity, anti-
inflammatory, antioxidant, cardioprotective and
neuroprotective, and act positively on the life
expectancy of many living beings. Furthermore,
resveratrol has become the subject of further studies
because of its ability to mimic the effects of calorie
restriction [10, 12].

Studies showed that ACE inhibitors may reduce
the insulin resistance in the liver and adipocytes,
causing a reduction of the hepatic production of
glucose and decrease of the serum levels of free fatty
acids [13]. Among the ACE inhibitors, enalapril has
been the target of studies aimed to elucidate its
mechanisms on the metabolic regulation of
carbohydrates and lipoproteins [14, 15].

In this context, the present study aimed to
evaluate the effects of the oral administration of
resveratrol and enalapril on the glucose and lipid
metabolism, evaluating the white adipose tissue
lipogenesis genes expression in mice.

2. MATERIALS AND METHOD

2.1 Animals

The experiment was conducted in thirty-two male
Swiss mice (four weeks old) that were randomly
divided into four groups (n=8\each) as follows: G1:
Standard Diet (ST) ad libitum; G2: ST + Resveratrol
30mg/Kg/day; G3: ST + Enalapril 10mg/Kg/day; G4:
ST + Resveratrol 30mg/Kg/day + Enalapril
10mg/Kg/day. The animals were maintained under
controlled conditions of light and temperature.
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2.2 Diets

Standard diet (Purina - Labina®), which is used for
regular mice maintenance, is composed of 66%
carbohydrate, 23% protein, and 11% fat, with a total
of 3.95 kcal per 1g. The animals were fed a standard
diet ad libitum during all the eight weeks of
treatment.

2.3 Drugs administration

The drugs treatment was initiated when the mice
were four weeks old. The resveratrol was
administered orally, homogenized in the diet, on a
daily basis during a period of 60 days. The enalapril
was administered during the same period on a daily
basis, where the drug was diluted in water based on
the water intake of the mice in the last three days.
Every two days the solution containing enalapril was
replaced to avoid the mice to reject it due to possible
flavor alterations.

2.4 The measurement of body weight, food intake,
and tissue collection

Food intake and body weight were measured
every day during the treatment period. Overnight
fasted mice were Killed by decapitation and blood
samples and white adipose tissues (epididymal,
retroperitoneal and mesenteric) were collected,
weighed, immediately frozen in dry ice and stored at
—80 °C for posterior analysis.

2.5 Glucose tolerance and insulin sensitivity tests
(TTGand TSI)

For the glucose-tolerance test, D-glucose (2 mg/g
of body weight) was intraperitoneally injected into
overnight fasted mice. Glucose levels from tail blood
samples were monitored at 0, 15, 30, 60 and 120 min
after injection. Insulin sensitivity tests were
performed with the animals in the fed state, after
intraperitoneal injection of insulin (0.75 U/kg body
weight), where tail’s blood samples were taken at the
time points 0, 15, 30 and 60 min after injection to
measure blood glucose levels.

2.7 Determination of blood measurements

Serum was obtained after centrifugation (4000 x g
for 7 min at 4 °C). Total serum cholesterol,
triglycerides, high-density protein (HDL) and glucose
levels were assayed using enzymatic kits (Wiener®,
Argentina). Measurements were made in Wiener BT-
3000 plus Chemistry Analyzer (Wiener®, Argentina).

2.8 Hematoxylin and eosin staining



Epididymal adipose tissue samples from mice were
fixed in 10% neutral-buffered formalin at 4o0C
overnight, dehydrated through a graded alcohol
series, xylene and paraffin, and then embedded in
paraffin. Five-millimeter sections were prepared for
H&E. Images (x10 ocular and x40 objective lenses)
were captured with Evolution LC Color light camera
(MediaCybernetics®, USA). A total area of 1.84
mm2, containing at least 100 fat cells for each
sample, was measured using the Image-Pro Plus -
Media Cybernetics Software (Rockville, MD,
USA).

2.9 Reverse transcription and Real Time PCR

Total RNA from the epididymal adipose tissue
(Swiss mice) was prepared using TRIzol reagent
(Invitrogen Corp.®, San Diego, California, USA),
treated with DNAse and reverse transcribed with M-
MLV (Invitrogen Corp.®) using random hexamer
primers. The endogenous glyceraldehydes-3-
phosphate  dehydrogenase (GAPDH) (internal
control), ACC, FAS, PPAR-y and SREBP-1c mRNA
were determined by quantitative real-time PCR (qRT-
PCR) wusing SYBR Green reagent (Applied
Biosystems, Grand Island, NY, USA) in a Step One
Plus equipment (Applied Biosystems-EUA).

Gene expression was normalized to the
endogenous GAPDH (FW:5’AAC GAC CCC TTC
ATT GAC CTC 3’; RV: 5°CTT CCC ATT CTC
GGC CTT GAC 3’). The genes of interest and
respective primers were: PPAR- v (FW:5’TTA TGG
GTG AAA CTCTGG G 3’; RV: 5’>CAA CCATTG
GGT CAG CTC 3°), ACC (FW: 5°GAA CAT CCC
CAC GCT AAA CAG A 3’; RV: 5°CTG ACA AGG
TGG CGT GAA GG 3°), SREBP-I¢ (FW: 5°’TGC
GTG GTT TCC AAC ATG AC 3’; RV: 5°CCT CAT
GTA GGA ATA CCC TCC TCA TA 3°) and FAS
(FW: 5°CAT CCT AGG CAT CCG AGA CCT 37
RV: 5’ATC GTG TTC TCG TTC CAG GAT C 3°).
The relative comparative CT method of Livak and
Schmittgen [16] was applied to compare gene
expression levels between groups, using the equation
2-AACT.

2.10 Statistical analysis

All data were transferred to GraphPad Prism
software (Version 5.0®, San Diego, California, USA)
and analyzed with 95% confidence (p<0.05). The
data are expressed as the means + SEM. The
statistical significance of the differences in the mean
values between mice groups was assessed by One-
Way ANOVA followed by the Bonferroni post-test.
For the TTG and TSI, Two-Way ANOVA tests
followed by the Bonferroni post-test were applied.

2.11 Ethical approval
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All  experimental protocols were conducted
according to international guidelines for animal care
and approved by local authorities.

2. RESULTS

The blood analysis showed a reduction in the
levels of glucose in the group G2 (Standard diet +
resveratrol) as compared to the group G1 (Standard
diet) (Table 1). A significant reduction in the
triglycerides levels was also observed in the group
G4 (Standard diet + resveratrol + enalapril) as
compared to the group G1 (Standard diet) (Table 1).
Significant differences were not observed for the
levels of HDL-cholesterol and total cholesterol
among groups of treatment as compared to the group
Gl (Standard diet) and also between the groups
submitted to treatment.

In the glucose tolerance test, decreased blood
glucose levels were observed in the group G2
(Standard diet + resveratrol) and G4 (Standard diet +
resveratrol + enalapril) as compared to the control
group G1 (Figs 1A and B). Additionally, a significant
reduction in the blood glucose levels was observed in
the group G4 (Standard diet + resveratrol + enalapril)
as compared to the group G3 (Standard diet +
enalapril) only (Figs 1A and B). In the insulin
sensitivity test, a significant reduction in the blood
glucose levels was observed in the group G2 as
compared to the groups G1 (Standard diet) and G3
(Standard diet + enalapril) (Figs 1C and D).
Furthermore, a significant decrease in the blood
glucose levels in the group G4 as compared to the
control group G3 (Standard diet + enalapril) was
observed (Figs 1C and D).

According to the Fig 2A, there were no
statistically significant differences in the body weight
of the animals among groups at the end of the
treatment. Concerning the body adiposity, a
significant reduction in the weight of the epididymal
adipose tissue was observed in the group G2
(Standard diet + resveratrol) as compared to the
groups G1 (Standard diet) and G3 (Standard diet +
enalapril) only (Fig 2B). The weight of the
mesenteric and retroperitoneal adipose tissues did not
differ among groups (Fig 2C and D). A decreased
adipocyte area in the epididymal adipose tissue,
assessed by histological analysis, in the group G2
(Standard diet + resveratrol) and G4 (Standard diet +
resveratrol + enalapril) as compared to the group G1
(Standard diet) was observed (Fig 2E and F).

The lipogenesis markers mMRNA expression
analysis in the epidydimal adipose tissue showed a
significant reduction in the group G4 as compared to
G1 for the genes: FAS (Fig 3A), ACC (Fig 3B) and
PPAR-y (Fig 3C). Statistically significant differences
were not observed for the SREBP-1c among groups
(Fig 3D).

4. DISCUSSION



The present study evaluated the metabolic profile
and lipogenesis mMRNA expression levels in the
epididymal adipose tissue of mice fed a standard diet
ad libitum and treated preventively with resveratrol,
enalapril and the association of these drugs. An
improvement in the glycemic profile and a slight
improvement in the lipid profile of the animals
treated with the association between resveratrol and
enalapril were observed. A reduction in the weight of
the epididymal adipose tissue of the mice treated with
resveratrol, associated with a decrease in the
adipocyte area was also observed. Additionally, a
significant reduction in the mRNA expression levels
of some lipogenesis markers in the epidydimal
adipose tissue of animals treated with resveratrol and
enalapril was found.

The results from the insulin sensitivity and
glucose tolerance tests showed that the treatment with
resveratrol is beneficial for the glycemic profile.
Similar results were also found for the fasting glucose
levels. These results are in accordance with several
published studies that describe the beneficial effects
of the resveratrol on human health [8, 11]. The
resveratrol ability to mimic calorie restriction through
its numerous molecular mechanisms on the cellular
metabolism, which occur mainly by the activation of
sirtuins, make it a potential agent in the prevention
and treatment of the metabolic syndrome and obesity
[10, 12]. Some of the physiological properties of the
resveratrol, seems to be related to the activation of
SIRT1, exerting metabolic effects on the animal
organism. There is evidence that the resveratrol
ameliorates the glycemia homeostasis in mammals,
and increase the mitochondrial mass and function
through the activation of SIRT1 [17, 18]. Other
studies show that resveratrol is able to promote the
glucose absorption by skeletal muscle cells,
improving insulin sensitivity [19].

The results from the lipid profile analysis, show
an improvement in the triglycerides levels in all
treatment groups as compared to the control group,
but a significant reduction was only observed in the
group of animals treated with an association of
resveratrol and enalapril. Studies demonstrated that
the resveratrol increases the adrenaline effect on
lipolysis in the adipose tissue [20], inhibits the
differentiation and proliferation of preadipocytes [21]
and prevents the plasma release of free fatty acids by
the adipocytes [22]. In other studies, it was yet
observed, that the administration of resveratrol
improved the lipid parameters, such as triglyceride
levels, free fatty acids and total cholesterol as
compared to the animals not treated with resveratrol
[12, 23]. Studies suggest that such associations might
be triggered by the increased expression of sirtuins by
the resveratrol [12, 23]. Thus, the use of resveratrol in
the prevention and treatment of obesity is a promising
alternative and should be further unveiled in studies
aimed to elucidate these mechanisms [24, 25].

Studies have demonstrated that the use of ACE
inhibitors may reduce the insulin resistance in the
liver and adipocytes, thus causing a reduction in the
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hepatic production of glucose and decrease in the
serum levels of free fatty acids [13]. Other studies
reported decreased levels of fasting glucose when the
ACE inhibitor it is used as compared to the placebo
[16]. A decreased secretion of aldosterone and
consequently potassium loss by the kidneys may be
one of the mechanisms by which the ACE inhibitors
preserve the sensitivity of the Beta cells [16]. The
beneficial metabolic effects of ACE inhibitors,
mainly on  carbohydrates, are  widespread,
constituting today, the first-line treatment of diabetic
hypertensive [12].

Weight loss was not evidenced in the treatment
groups of animals as compared to the control group.
However, a significant reduction in the weight of the
epididymal adipose tissue of mice treated with
resveratrol and a slight reduction in the group treated
with resveratrol and enalapril, as compared to the
control group, were observed. Studies have
demonstrated that the chronic administration of
resveratrol is associated with a reduction in the
visceral mass index, but it was often unable to reduce
body weight gain [12, 23]. This reduction in the
weight of the epididymal adipose tissue was
associated with the reduction in the adipocytes area.
There are evidence that the resveratrol reduces the fat
accumulation in mice through the action of SIRT 1
[17, 18], increase the adipose tissue lipolysis [20] and
regulates the proliferation of preadipocytes [21]. As
described previously, the enalapril also regulates the
lipid metabolism as a consequence of its action on the
reduction of insulin resistance in the adipocytes,
decreasing the serum levels of free fatty acids [13].

The lipid and energetic metabolism are regulated
by a complex network of signaling processes, being
the investigation of the expression of genes involved
in the lipid metabolism, necessary [26], among them
FAS, ACC, PPAR-y and SREBP-1c [2, 27].

High levels of SREBP-1c have been associated with

the increase in the synthesis of free fatty acids and
increased storage of triglycerides by the activation of
genes such as ACC and FAS [6, 7]. Studies have
been demonstrating that resveratrol may reduce the
fat deposition through the inhibition of SREBP-1c via
SIRT1-FOXO1 [24] in obese mice [28, 29].
However, our experiment was performed with
standard diet fed animals. Thus, the results obtained
from this study may apply to the adiposity reduction
in individuals not considered obese.

PPAR-y is a central nuclear receptor involved in
the lipid and glycemic homeostasis [30] and
represents an additional lipogenic mechanism for the
SREBP-1c activation and consequently hepatic
accumulation of lipids and increased levels of serum
cholesterol [31]. Studies demonstrate that the PPARy
develops an important role in the lipid metabolism
and promotes positive regulation of the enzymes
responsible for the adipogenesis and absorption of
fatty acids [32, 33]. PPARy, via crosstalk with other
substances, may suppress the transcription factor of
SREBP-1c, thus reducing the expression of enzymes



such as ACC and FAS, which are involved in the
fatty acids synthesis [34].

Based on the associations between resveratrol and
enalapril  with the carbohydrates and lipids
metabolism, and knowing that the lipogenesis genes
described are correlated with the metabolism of these
macromolecules, it is possible to infer that the
association between resveratrol and enalapril may
decrease the expression of lipogenesis markers, such
as fatty acid synthase (FAS) and acetyl-CoA
carboxylase (ACC), thus reducing the fatty acids and
triglycerides synthesis, and increasing the fatty acids
oxidation. These effects appear to be due to
synergistic effects of the studied drugs, characterizing
the resveratrol as an adjuvant that along with
enalapril, may be used for therapeutic purposes.
However, although a strong hypothesis for these
drugs actions may be via PPARy further studies are
encouraged to elucidate and confirm the mechanism
by which the association of these two drugs interacts
with the expression of lipogenesis markers and
consequently the lipid metabolism. In order to
confirm this hypothesis, in vivo studies with PPARy
antagonists or transient knockout of this nuclear
receptor by siRNA are encouraged as to prove the
participation of PPARy in the beneficial effects
induced by both resveratrol and ACE inhibitors.

CONCLUSIONS

In conclusion, it was observed that the resveratrol
improves the glycemic profile and that the
association  between resveratrol and enalapril
improves the serum levels of triglycerides in mice fed
a standard diet ad libitum. In addition, it is concluded
that the resveratrol might be associated with a
reduction in the visceral adipose tissue, through the
decrease in the epididymal adipose tissue weight.
Yet, it can be concluded that the association between
resveratrol and enalapril reduces the lipogenesis gene
expression, thus affecting the metabolic homeostasis.

The present study opens a perspective of a new
therapeutic approach that improves metabolic
parameters and reduces body adiposity and
lipogenesis markers expression in the non-obese
population. Future studies must be performed in order
to evaluate the molecular mechanisms and
interactions involved.
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Fig. 1. Glucose tolerance (Fig. A and B) and Insulin sensitivity (Fig. C and D) tests in mice fed with standard diet and
treated with enalapril and resveratrol. Data are presented as mean £ SEM; * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001.
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Fig. 2. Body weight, fat weight, adipocyte area and hematoxylin/eosin staining in mice fed a standard diet and treated with
enalapril and resveratrol. Total body weight (A), epididymal adipose tissue weight (B), retroperitoneal adipose tissue
weight (C), mesenteric adipose tissue weight (D), hematoxylin and eosin staining (E) and epididymal adipocyte area (F),

Data are presented as mean + SEM; * p<0.05, ** p<0.01; *** p<0.001.
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Fig. 3. mMRNA expression of lipogenesis markers by gRT-PCR in epididymal adipose tissue of the mice fed a standard diet
and treated with enalapril and resveratrol. (A) Fatty acid synthesis (FAS). (B) Acetyl-CoA carboxylase (ACC). (C)
Peroxisome proliferator—activated receptor (PPAR-y). (D) Sterol regulatory element-binding protein-1c (SREBP-1c). Data
are presented as mean + SEM; * p<0.05, ** p<0.01; *** p<0.001.
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G1: G2: G3: G4:
Standard diet ~ Standard diet Standard diet Standard diet
+ Resveratrol + Enalapril + Resveratrol
+ Enalapril
Glucose (mg/dL) 88 +2 79+3* 81+4 84+4
Total cholesterol (mg/dL) 113+11 120+ 34 114+8 117 +£13
High-density lipoprotein (mg/dL) 60 =10 572 59 +£15 56 +15
Triglycerides (mg/dL) 181 +£55 136 + 41 167 + 38 85+ 25 *&

Table 1 - Plasma glucose and lipid parameters in mice fed with standard diet and treated with enalapril and resveratrol. *
p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001. * Between treatment groups G2 (Standard diet + Resveratrol) and G1 (ST); * Between

treatment groups G4 (Standard diet + Resveratrol + Enalapril) and G1 (ST); & Between treatment groups G4 (Standard diet

+ Resveratrol + Enalapril) and G3 (Standard diet + Enalapril).
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4 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados do presente trabalho, em sintese, mostraram que camundongos alimentados com dieta
normolipidica e tratados com resveratrol apresentaram melhora nos testes de sensibilidade insulinica e
tolerancia a glicose e reducdo nos valores de triglicérides, quando tratados com a associacdo de
enalapril e resveratrol. Verificou-se ainda que a administragdo de resveratrol foi associado a uma
reducdo no tecido adiposo visceral, através da diminui¢do do peso de tecido adiposo epididimal. Pode-
se concluir ainda que a associacao entre resveratrol e enalapril reduz a expresséo de alguns genes da

lipogénese, afetando assim a homeostase metabdlica.

Em conjunto, esses achados abrem uma perspectiva de uma nova abordagem terapéutica que melhora
0s parametros metabdlicos, reduz a adiposidade corporal e a expressdo de marcadores da lipogénese na
populacdo ndo-obesa, tornando-se necessario, entretanto, a realizacao de estudos futuros que elucidem

0s mecanismos moleculares e as interacfes envolvidas em tais achados.
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COMISSAO DE ETICA NO USO ANIMAL — CEUA/FIPMOC

PARECER CONSUBSTANCIADO

Montes Claros, 04 de dezembro de 2013.

Titulo do Projeto de Pesquisa ou Titulo do Protocolo de Aula Pratica:
Avaliagéo da expressdo de componentes do Sistema Renina-Angiotensina (SRA) e dos efeitos
metabdlicos do resveratrol e enalapril em camundongos tratados com dieta hiperlipidica e dieta
hiperglicidica.
Pesquisador ou Professor Responsavel:
Thaisa de Almeida Pinheiro
Processo Numero: 1/2013
1. RESUMO DO PROJETO E OBJETIVOS

Trata-se de um estudo que associa o uso do resveratrol e inibidor de ECA (enalapril) no
tratamento da sindrome metabdlica em camundongos tratados com diferentes dietas, abrindo uma
perspectiva de desenvolvimento de novas propostas terapéuticas para o tratamento da obesidade e
sindrome metabodlica. Neste sentido, os objetivos sdo: (GERAL) Avaliar os efeitos metabélicos
do tratamento oral com enalapril e resveratrol e a expressdo de componentes do Sistema Renina-
Angiotensina (SRA) em camundongos tratados com dieta hiperlipidica e dieta hiperglicidica.
(ESPECIFICOS) Avaliar o peso corporal, ingestdo alimentar e adiposidade corporal entre os
grupos em estudo. Avaliar os efeitos do tratamento oral com resveratrol e enalapril no per.ﬁl
lipidico por meio da mensuragdo dos niveis plasmaticos de colesterol total, HDL e triglicérides.
Avaliar os efeitos do tratamento oral com resveratrol e enalapril na regulagdo glicémica com

aplicagdo de testes de sensiblidade insulinica e tolerancia a glicose e glicemia de jejum. Avaliar a
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tratamento com resveratrol e enalapril nos grupos tratados com dieta hiperlipidica e dieta

hiperglicidica.

2. JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA

O estudo em questdo se justifica pela perspectiva de desenvolvimento de novas propostas

terapéuticas para o tratamento da obesidade e sindrome metabdlica.

3. CONSIDERACOES SOBRE OS TERMOS DE APRESENTACAO

OBRIGATORIOS EM PESQUISA ANIMAL

Os termos de apresentag&o obrigatérios em pesquisa animal foram apresentados de acordo com as
normas exigidas pela CEUA-FIPMOC e com as ResolugBes pertinentes do Conselho Nacional de
Experimentagdo Animal - CONCEA.

4. CONCLUSOES OU PENDENCIAS E LISTA DE INADEQUACOES
Sem inadequagdes ou pendéncias.

5. SITUACAO DO PARECER

Aprovado.

c\.
Thales de Almeida Pinheiro
Coordenador da CEUA-FIPMOC
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