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RESUMO

Os estudos sobre resveratrol tém aumentado de forma notavel nos altimos anos.
Este aumento esta diretamente relacionado com a versatilidade do composto,
popularmente conhecido em decorréncia aos beneficios do vinho. Contiguo ao
resveratrol, outro assunto crescente na comunidade cientifica € a microbiota e sua
possivel modulacdo através de compostos com acdo prebidtica. Sabendo-se que o
resveratrol ainda ndo tem um mecanismo de acgdo consolidado e, que grande
quantidade do composto fica retida no trato gastrointestinal. O presente trabalho
avaliou a influéncia da ingestdo de resveratrol e, seu metabolito, dihidroresveratrol, em
populacdes bactérianas especificas. Para a inducdo da disbiose intestinal, foi utilizado
um modelo experimental de diabetes tipo 1 em ratos. O tratamento com resveratrol foi
realizado durante trinta dias, com doses diarias de 5, 10 e 20 mg.kg-1. A quantificacdo
dos metabodlitos de resveratrol foi realizada através de UPLC-MS / MS (Ultra-
Performance Liquid Chromatography-lectrospray Tandem Mass Spectrometry). A
quantificacdo da A. muciniphila, Bacteroidetes e Prevotella ocorreu através de qPCR
(Reaction Polimerase Chain). O estudo demonstrou aumento na populacdo de A.
muciniphila, Bacteroidetes e Prevotella tanto em ratos normais, quanto em animais
diabéticos trados com resveratrol. Este aumento demonstrou uma resposta nado linear.
O metabdlito apresentou uma producdo dependente da dose, no entanto, foi observado
um aumento significativo nos animais saudaveis em relacdo aos ratos diabéticos.
Observaram-se também diferentes correlagBes entre as Bactérias e 0 metabolito do
resveratrol em animais saudaveis e diabéticos. Em suma, o presente estudo demonstra
que o tratamento com resveratrol promove alteracbes na microbiota. Foi observado
aumento de populagbes bacterianas importantes para a salde intestinal, como: A.
muciniphila, Bacteroidetes, em ratos Wistar saudaveis e diabéticos, de maneira nao

linear.

Palavra chave: microbiota, resveratrol, A. muciniphila, Bacteroidetes, Prevotella, UPLC-
MS/MS, gPCR



ABSTRACT

The number on the citations of resveratrol has been increased over the last decade.
This increase is directly related to the versatility of compound, commonly known by the
benefits of wine. Contiguous to resveratrol, another growing issue in the scientific community
is the microbiota and its possible modulation by compounds with prebiotic action. It is well
know that resveratrol does not have a consolidated mechanism of action, and large amounts of
the compound are retained in the gastrointestinal tract, we analyze the influence of resveratrol
ingestion and their metabolite in populations of specific bacteria. For the induction of
intestinal dysbiosis, we used experimental model of type 1 diabetes in rats. The treatment with
resveratrol was performed during thirty days with daily doses of 5, 10 and 20 mg.kg-1. The
quantification of the metabolite and resveratrol was accomplished through UPLC-MS/MS
(Ultra-Performance Liquid Chromatography-Electrospray Tandem Mass Spectrometry).
Quantification of A. muciniphila, Bacteroidetes and Prevotella was carried out by gPCR
(Polymerase Chain Reaction). The study demonstrated increased population of A.
muciniphila, Bacteroidetes and Prevotella in both normal and diabetic rats trated with
resveratrol. This increase presented nonlinear response. The metabolite production was dose-
dependent, however, a significant increase was observed in healthy animals compared to
diabetic rats. We also observed significantlt is also observed correlation between different
bacteria and resveratrol metabolite in healthy and diabetic animals. In conclusion, our study
show that treatment with resveratrol promote changes in the microbiota. Data also reveled an
increase in bacterial populations very important for intestinal health, such as: A. muciniphila,

Bacteroidetes in healthy and diabetic Wistar rats in nonlinear manner.

Key words: microbiota, resveratrol, A. muciniphila, Bacteroidetes, Prevotella, UPLC-MS/MS,
gPCR.
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INTRODUCAO

Resveratrol

O resveratrol foi isolado primeiramente em 1940, a partir da raiz de Veratrum
Diflorum, o heléboro branco. Alguns anos depois em meados de 1960, foi isolado da raiz de
Polygonum cuspidatum, uma planta da medicina tradicional oriental, usada para tratar
dislipidemias, doencas inflamatdrias, hipertencdo, alergias e infec¢cdes fungicas. (SIEMANN
etal 1992, JUAN ME et al 2002 )

Atualmente, sabe-se que o resveratrol tem como estrutura base estilbendide, na qual
tem uma conformagdo estrutural 3,5,4'-trans-trihidroxi estilbeno (FIGURA 1), ou
simplesmente chamado de trans-resveratrol. Esta estrutura consiste de dois anéis fenolicos
ligados a uma olefina. A producdo do resveratrol em produtos naturais depende de uma série
de fatores de cultivo, como clima e a maturidade do fruto. O resveratrol € produzido por
plantas em resposta a agressdo de microorganismos, o que o classifica como uma fitolexina.
(ZAMORA-ROS, R. etal. 2008, BODE, L. M. et al 2013, PANTUSA, M 2014)

OH

HO N

OH

Figura 1 Estrutura do resveratrol - 3,5,4'-trans-trihydroxy estilbeno. (BODE, L. M. et al. 2013)

Sabe-se, atualmente, que o polifenol pode ser encontrado em amendoins, ameixas,
uvas, raiz de azeda, dentre outras frutas. (ZAMORA-ROS, R. et al 2008, MARTELO-
VIDAL, M. J. et al 2014) O resveratrol chamou primeiramente a atencdo em 1997, quando
um estudo demonstrou seu potencial anticarcinogénico in vitro ( FRANCIOSO, A. et al.
2014). Este estudo, realizado com linhagens de células de cancer de mama (MCF-7), revelou
acdo dose-dependente do resveratrol, diminuindo a proliferacdo celular. Com o passar do

tempo, diversos estudos foram publicados demonstrando o potencial antiinflamatorio do
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resveratrol (TRELA, B et al 1996), antioxidante (KIM, H et al 2011) e cardioprotetor (SUN,
X et al 2008).

Apesar de sua versatilidade, até o momento o mecanismo de ac&o do resveratrol e, seu
real efeito bioldgico ainda ndo foi elucidado, apenas propostas de mecanismos sdo feitas
acerca do polifenol. Dentre elas, a via das sirtuinas mostra-se uma proposta relativamente
valida ate 0 momento. A agéo antienvelhecimento do resveratrol vem sendo relacionada ao
seu controle em SIRT-1, sabendo que esta possui efeitos diretos no metabolismo celular,
inducdo de morte celular, processos de diferenciacéo e proliferacdo (MICHAN, S et al 2007).

Um fator polémico sobre as supostas vias e efeito do resveratrol envolve sua
baixa biodisponibilidade. Esta tem sido alvo de grande discussdo entre os grupos de
pesquisa envolvidos. Um estudo publicado por WALLE, T. et al. 2004, demonstrou a
baixa biodisponibilidade(BD) do resveratrol e seu rapido declinio na concentracéo
plasmatica. Neste estudo, o polifenol marcado com carbono 13 foi administrando por
duas vias, intravenosa (E.V), e via oral. Paralelo a baixa BD, o estudo presenciou
metabdlitos do resveratrol no plasma e intestino, havendo uma rapida metabolizacéo
hepatica e intestinal. Os metabdlitos hepaticos se mostraram sulfatados e
glicuronizados, enquanto os metabdlitos intestinais apresentou hidrogenacéo olefinica
(FIGURA 2). Este grande nivel de metabolitos presentes no plasma apresenta rapida
producéo, fazendo com que a quantidade de resveratrol ingerido, ndo seja representada

de maneira fiel na corrente sanguinea.

OH OH

HO ‘ x O HO O O
—_—

OH OH

Figura 2 Diferenca entre a estrutura do resveratrol (a esquerda) e dihidroresveratro (a direita)l. Pode se notar a
hidrogenagdo da transolefina na estrurura do dihidroresveratrol. (CARDILE, V. et al.2005 )

Além da questdo da biodisponibilidade, os estudos vém demonstrando

divergéncias em relagdo a eficacia do resveratrol, onde o principal fator limitante da
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resposta € a dose administrada. As populagbes utilizadas, humanos ou animais,
demonstraram diferentes respostas frente ao tratamento com resveratrol. Um artigo de
revisdo publicado por VISIOLI 2014 descreve o resveratrol como um “fiasco”, apods
expor uma série de estudos onde o polifenol ndo apresenta efeito, principalmente em
humanos. Em contrapartida, um estudo publicado por PARK et al. 2015 demonstra
opinido diferente. Neste trabalho o autor destaca o grande numero de estudos
publicados nos altimos anos, os quais demonstram o resveratrol com grande potencial
em relacdo a seus efeitos bioldgicos. O autor ainda, atenua as criticas em relacédo as
diferentes respostas in vivo, e defende que nédo foi encontrada uma dose adequada e
ideal para o composto.

Devido a esta controvérsia, algumas hipoteses vém sendo apresentadas, dentre elas, a
de que cerca de 42% do resveratrol ficaria acumulado no trato gastrointestinal, como descrito
por QUEIPO-ORTUNO et al. 2012 Esta retencdo gastrica poderia estar agindo na modulac&o
da populagdo microbiana, servindo como substrato para as Bactérias intestinais. Alguns
estudos sobre modulacdo microbiana e o resveratrol ja foram publicados. Estes estudos
demonstram a acdo do polifenol sobre a microbiota e 0 ambiente intestinal. O estudo,
publicado por QIAO et al. 2014 demonstrou o0 aumento de Bactérias comensalistas,
probioticas, e a melhora de parametros como reducdo da inflamagdo do tecido adiposo, e
diminuicdo do peso corporal de animais submetidos a dieta hipercalérica(HFD). O estudo
demonstrou, ainda, a melhora da taxa de Bacterioides-Firmicutes, e a inibicdo do crescimento
de Enterococcus Faecalis, bactéria encontrada em casos de disbiose.

Outro estudo que relaciona o resveratrol & microbiota, foi o realizado por LARROSA
et al. 2009Este trabalho demonstrou também um aumento de bactérias prdbioticas, em
modelos de colite, e a diminuicdo de bactérias relacionadas a disbiose causada pela doenca.
Uma hipétese indica que o resveratrol pode atuar como um agente modulador da microbiota é
de que o composto é usado como substrato pelas bactérias, gerando metabolitos secundarios.
O dihidroresveratrol (3,4',5-trihydroxybibenzyl), metabolito do resveratrol gerado pelas
bactérias, esta presente em uma série de trabalhos, 0s quais pesquisam metabolitos hepaticos e
microbianos. O estudo de BODE et al. 2013, analisou os metabolitos do resveratrol
produzidos nas fezes, correlacionando com os niveis de bactéria. O dihidroresveratrol esteve
presente em fezes de humanos saudaveis, apos a ingestdo de resveratrol. Outra abordagem
para 0 metabolito, € o estudo de farmacocinética realizado por ROTCHES-RIBALTA et al.
2012, em humanos, demonstrando a producao do metabdlito pelas bactérias intestinais, apds a

ingestdo de vinho tinto e extrato de uva. O trabalho de WANG et al. 2006, apresenta o
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metabolismo de um analogo do resveratrol, o piceid(Reservatrol-3-B-mono-D-glucoside). Este
composto andlogo detem a mesma caracteristica, apos ser metabolizado pelas Bactérias
intestinais, formando o dihidro-piceid.

Microbiota

A microbiota consiste de um microambiente encontrado naturalmente em mamiferos;
acredita-se que contenha cerca de 5000 espécies de Bactérias e 10 microrganismos/ml.
Dentre as espécies presentes no trato gastrointestinal (TGI), o filo com maior predominancia é
0 das Bacteroidetes, seguido das Firmicutes, sendo estas, em sua grande maioria, Gram-
negativas e Gram-positivas, respectivamente (FIGURA 3) (GOMES, A. et al 2014,
STILLING, R et al 2014).

Microbial
load per ml

Stomach 10%to 10°

Lactobacilli

Duodenum
<10°
» Lactobacilli Jejunum
* Streptococci
* Clostridia r
* Enterobacteria lleum 10 to 107

* Enterococcus

* E faecalis

* Bacteroides

* Bifidobacteria

* Fusobacteria

® Lactobacilli

* Peptococci

* Peptostreptococci
* Prevotellaceae

* Roseburia

* Ruminococci

* Verrucomicrobia

Colon with 107 to 102
caecum and
appendix

Figura 3 Quantidade e géneros bacterianos ao longo do trato gastro intestinais.
(MOWAT. AND AGACE 2014)

O papel da microbiota em relagdo ao hospedeiro pode ser considerado comensalista,

visto que ha uma troca de beneficios, entre Bactérias e o sistema. Esta partilha de beneficios
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resultaria em uma protecdo e producdo de nutrientes essenciais para o hospedeiro (GOMES,
A. et al 2014). A microbiota intestinal é relativamente estavel, tendo como fatores de
alteracdo o pH, a temperatura, a baixa tensdo de oxigénio, o substrato nutricional (agUcares
complexos), fontes de carbono e os peptideos antimicrobianos gerados por bactérias ou
células intestinais. (PAMER, E. et al 2014) A microbiota tem sido estudada ultimamente
como um intermediério entre a dieta e doencas metabdlicas como diabetes tipo 1 e 2(WEN, L.
et al. 2011), sindrome metabdlica (DUMAS, M. et al 2006) e doenga celiaca
(INRNACULADA N. et al. 2007). No entanto, outras desordens tém sido associadas a
microbiota, bem como, a alteracBes e desordens comportamentais, como o0 autismo e
depressdo. Estudos demonstraram que uma microbiota dishidtica pode exercer um papel
potencial na depressdo, com o aumento de bactérias da espécie oscilobacteria. Esta bactéria
estaria envolvida na producéo de acido valérico, um analogo do Acido Gama Aminobutirico
(GABA), estando envolvida na ativacdo da via inibitéria no SNC, levando a quadros
depressivos. (NASERIBAFROUEI, A. et al. 2014) Em individuos com autismo, foi
constatada uma maior deplecdo fecal de aminoécidos precursores de neurotransmissores
essenciais para a saude mental, como triptofano, treonina, glutamato dentre outros ( DE
ANGELIS, M. etal. 2013).

Papel das Bactérias

A grande diversidade de bactérias que reside no intestino, em seu perfil normal, exerce
diferentes funcbes, as quais estdo diretamente ligadas ao seu carater comensalista. Estas
bactérias, por sua vez, acabam trazendo beneficios ao ambiente intestinal e metabdlico,
protegendo o estado metabdlico normal do corpo. Dentre elas estdo depdsitos de nutrientes
essenciais para o crescimento e diferenciacdo de células epiteliais, estimulo do sistema imune,
degradacdo de componentes ndo digestivos da dieta, equilibrio da quantidade de bactérias
intestinais e producdo de compostos necessarios para 0 organismo, bem como a vitamina A
(KNIGHT, D. et al. 2003) . Um dos principais compostos produzidos pelas bactérias, sdo 0s
acidos graxos de cadeia curta (SCFA). Estes tém sido designados como possiveis agentes
imunomoduladores, além de auxiliar no controle de secrecdo de insulina. Dentre o0s
principais,SCFA, estdo o butirato, propionato e acetato. O papel imunomodulador dos SCFA
esta associado a expressdo génica, atraves de sua ligacdo aos receptores acoplados a proteina
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G (GPR41 e 43). Esta ligacdo auxilia na sinalizacdo de células como os neutréfilos, ajudando
no recrutamento de outras celulas imunes. A relacdo de SCFA com as GPR 41 tende a auxiliar
na modulacdo do peptideo GLP-1(glucagon like peptide-1), o que melhora os indices de
secrecdo de insulina (MASLOWSKI, K. et al. 2009, SINA, C. et al. 2009, TOLHURST, G. et
al. 2012). Outro efeito relacionado aos SCFA relaciona-se ao butirato, sendo que 0 mesmo
parece auxiliar na inibicdo de HDAC em células do colon, exercendo papel nos processos
energeéticos das células. Por outro lado, o acetato e o propionato parecem exercer papel nos
tecidos, principalmente no figado, onde servem de substrato para a gliconeogénese e
lipogénese (VALENTINA T. et al. 2012).

Outro componente gerado por bactérias no intestino sdo as substancias
antimicrobianas, que ajudam a manter uma homeostasia positiva probiotica. Este processo
ajudaria a combater as bactérias patogénicas transitdrias presentes no meio ( KNIGHT, D. et
al. 2003, PICARD, C. et al. 2005) . A degradacao de mucina pode também contribuir para a
salde intestinal. Quando hé a quebra proteolitica da mucina, poros sdo formados na camada
mucosa. Esta rede de poros fica repleta de produtos de degradacdo da mucina, como
componentes organicos. Estes nutrientes acabam sendo utilizados pelas bactérias para suporte
energético (PELASEYED, T. etal. 2014, KNIGHT, D. et al. 2003).

Além destas fungBes importantes para a salde intestinal e fisioldgicas, as bactérias
exercem um papel crucial na producdo de energia, ao passo que as enzimas humanas nédo
digerem alguns componentes da dieta. Produtos como celulose, xilanas e amido sdo exemplos
de produtos utilizados pelas bactérias intestinais. (VALENTINA TREMAROLI et al. 2012)

Papel do Intestino

No trato intestinal é provavel encontrar uma grande quantidade de componentes
proprios, relacionados a defesa do organismo contra microorganismos patogénicos. A barreira
priméria de protecdo a todos estes danos sofridos pelo organismo é o muco. Este consiste de
uma substancia visco eléstica encontrada durante todo trato intestinal, variando em sua
guantidade ao longo do intestino (FIGURA 4). (JOHANSSON, M. et al. 2011).


http://www.nature.com/nature/journal/v489/n7415/full/nature11552.html#auth-1
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Figura 4 Caracteristica do muco ao longo do trato gastro intestinal. Estomago (dupla camada), intestino delgado
(mono camada), colon (dupla camada). (PELASEYED, T. et al. 2014)

No intestino delgado, pode-se encontrar regides funcionais do epitélio, em relacéo a
sua defesa. Nesta regido estdo localizadas as “Penath Cells”. Estas células estdo envolvidas na
secrecdo de substancias de defesa ,bem como, lizosimas e defensinas. As Penath Cells estdo
envolvidas também na atividade estimulatoria de células-tronco no epitélio intestinal, através
do fator de crescimento epitelial (FGE) (MOWAT, A. et al. 2014 , CLEVERS, H. et al.
2013).

Outro tipo de célula encontrado no trato intestinal, nas criptas, em maior abundancia
no colon, sdo as “Goblet Cell”. Estas células estdo envolvidas, mais especificamente, na
producdo de muco. A mucina é o componente primordial do muco, que consiste de uma
regido proteica, e outra regido glicosidica. (PELASEYED, T. et al. 2014; MOWAT, A. et al.
2014; CLEVERS, H. et al 2013)

As Goblets Cells e as Penath Cells tém papel importante na protecdo mucosa,
enquanto que as Goblets Cells liberam muco constantemente proximo as criptas, hd um
influxo intestinal de componentes antimicrobianos. Os ATPs ficam embebidos na camada
mucosa, e auxiliar na eliminacdo de bactérias transitorias (FIGURA 5) ( MOWAT, A. et al
2014).
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Figura 5 Estrutura e composicao epitelial no intestino delgado (a esquerda)
e colon (& direita). (MOWAT. AND AGACE 2014)

Diabetes tipo 1

O diabetes mellitus tipo 1 ( DM1) é uma doenca conhecida por sua dependéncia
ainsulina, ocasionada pela morte seletiva das células B-pancreaticas. Estas células sdo
especializada na producdo de insulina. O DM1 aparece normalmente na infancia, quando ha
uma predisposicdo genética, associada a multiplos fatores como viroses, dieta, peso corporal,
dentre outros. Estes fatores, associados a predisposicdo genética, pode acabar induzindo a
autoimunidade das células B-pancreaticas, levando a sua destruicdo total, ou parcial (
ONKAMO P. et al. 1999; GREEN A. et al. 2001; PIROT P. et al. 2008).

Esta desordem cronica, de incidéncia global, apresentou um aumento em meados dos
anos 90, quando a incidéncia aumentava 2,8% ao ano. No Brasil, hd uma incidéncia de 7,6
pessoas com DM1 a cada 100.000 individuos.( SIMA A. et al. 2010; FERREIRA S. et al.
1993; ABRIU N. et al. 2002)
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Para a inducdo padrdo ouro de diabetes tipo 1, utiliza-se a injecdo intraperitoneal de
estreptozotocina (STZ). Este composto caracteriza-se como um agente indutor de DML1. Este
composto faz parte do grupo das glicosamina-nitrusuréia, onde, é captado pelas células via
transporte de glicose por GLUT-2, muito expresso pelas células B-pancreéticas produtoras de
insulina, nas ilhotas de Langerhans. Seus efeitos toxicos sdo causados pela diminuicdo dos
niveis de nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD+) e formacdo de radicais livres
intracelulares, ocasionando quebra nas cadeias de DNA. (SCHNEDL W. et al. 1994;
SHAFRIR E. 1997)

Relacéo da diabetes tipo 1 e microbiota

O diabetes tipo 1, diferentemente do diabetes tipo 2, compreende a desordem de
dependéncia da insulina, ocorrendo via destruicdo das células B—pancreéaticas encontradas nas
ilhotas de Langerrans. Esta destruicdo esta relacionada com a imunidade inata e adaptativa,
onde ha geracdo de autoanticorpos (GOMES, A. et al. 2014; ENDESFELDER, D. et al.
2014).

Muitos estudos vém tentando demonstrar a relagdo do diabetes tipo 1 com a
integridade intestinal, tanto pela via da barreira mucosa protetora, quanto através da
microbiota, As quais direta e fisicamente ligadas ( SOYUCEN, E. et al. 2014; VIEIRA, S. et
al. 2014; TATTOLLI, I. etal. 2012) . Esta relacdo entre diabetes tipo 1 e microbiota ainda ndo
esta totalmente clara. Acredita-se que o aumento da permeabilidade através das células, e por
entre as células, esteja envolvido no processo. Uma dieta desbalanceada e habitos de vida
pouco saudaveis, acabam gerando alteracGes na barreira microbiana, levando a destruicdo da
barreira mucosa protetora. Esta alteracdo mucosa € iniciada através da mudanca da populacdo
bacteriana. Ap0s a mudanca de bactérias comensalistas por transitorias, comega um processo
inflamatorio que acaba danificando o epitélio. Este dano compromete a producdo de muco e a
integridade da barreira epitelial. Ap6s a perda da integridade intestinal, o transporte de
microorganismos patogénicos e endotoxinas, como LPS, torna-se mais acessivel aos tecidos
(FIGURA 6) (GOMES, A. et al 2014; VIEIRA, S. et al. 2014) .
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Figura 6 Desestabilizacdo das “tigh junctions”, entre as células epiteliais, resultante do processo de disbiose.
(VALENTINA TREMAROLI AND FREDRIK BACKHED, 2012)

Estudos demonstraram que o aumento de LPS bacteriano, junto ou independente de
uma dieta ndo balanceada, rica em gordura, esta diretamente envolvido nos processos de
desordens metabolicas. Estas se caracterizam por aumento de citocinas pré-inflamatorias,
aumento do peso corporal, resisténcia a insulina, aumento de gordura subcutdnea e intra-
abdominal, triglicerideos e aumento da média de captacdo de energia ingerida, contribuindo
para a desordem metabdlica no diabetes tipo 2 e influxo de componentes antigénicos. Este
ultima, tem como consequéncia, o favorecimento da autoimunidade em diabetes tipo 1
(GOMES, A. et al. 2014).

Esta permeabilidade de antigenos patogénicos ocorreria através da instabilidade das
Tight Junctions (juncBes ocludentes) entre as células epiteliais. (BROWNLEE, L. A. et al.
2007; GOMES, A. et al. 2014) A inflamacdo ocasionada no DM1 pode estar ligada a
fisiopatologia do processo inflamatério relacionado a permeabilidade de LPS bacteriana. A
liberacdo de lipopolisacarideos (LPS) por bactérias Gram-negativas no trato gastrointestinal
tem consequéncias chave no papel inflamatério em diversas desordens metabdlicas. Apos sua
entrada na corrente sanguinea, o LPS se liga em receptores de superficie de membrana,
chamados toll-like receptors (TLR), mais especificamente o receptor TLR4. Esta classe de
receptores, pertencente a uma grande familia de receptores TLR, a qual é responsavel

principalmente por participar da resposta inflamatdria. Estdo presentes principalmente em


http://www.nature.com/nature/journal/v489/n7415/full/nature11552.html#auth-1
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células do sistema imune, como monacitos e neutrofilos, mas também pode ser encontrado em
adipdcitos e células epiteliais. Esta familia de recpeptores pertence a um grupo de receptores
designados PAMP’s, (Padrbes Moleculares Associados a Patdgeno), onde podemos encontrar
também o conjunto designado NOD (dominio de oligomerizacéo de ligacdo de nucleotideos),
0s quais sdo intracelulares. Em analogia aos TLR’s, que respondem a LPS de bactérias, 0s
NOD respondem mais especificamente aos peptideoglicano bacteriano, desencadeando,
assim, sua acdo pro-inflamatdria. O grupo dos NOD esta presente em células epiteliais e
células do sistema imune como linfocitos, macréfagos e células dendriticas. Neste grande
grupo de celulas, que expressam os PAMP’s, por sua vez, ¢ promovida a ativagdo da proteina
pro-inflamatoria NF-kf3, a qual regula a expressdo génica em diversas ocasides, bem como,
respostas inflamatorias em diversos tecidos (CASTRO-FARIA-NETO, H. et al. 1997;
GOMES, N. E. etal. 2010; MONICA ANDREWS et al. 2012) .  Estes mecanismos de ago
(processos inflamatorios) afetariam diretamente a microbiota, alterando a permeabilidade
epitelial intestinal, reduzindo o numero de bactérias comensalistas e diminuindo a camada
mucosa. Isto ocasionaria agressao as células pancreéticas, possibilitando também a formacéo
de autoanticorpos, o que estaria envolvido na diabetes tipo 1 ( BROWNLEE, L. A. et al.
2007, GOMES, A. C. etal. 2014, ABT, M. etal. 2014, ENDESFELDER, D. et al. 2014) .

Akkermansia municiphila

A. muciniphila é uma bactéria do filo das verrucomicrobias, degradadora de mucina
(mais especificamente MUC 2), uma das glicoproteinas identificadas no muco. Esta bactéria
que reside na camada mucosa é do genero gram-negativa e esta presente no intestino em cerca
de 3 -5%. ( DERRIEN, M. et al. 2008; TILG, H et al. 2014)

Um estudo publicado por EVERARD, A. et al. demonstra que a ingestdo de um
coquetel da bactéria A. muciniphila, melhora consideravelmente os indices de LPS,
responsavel por desencadear respostas inflamatorias. Junto a reducéo de LPS, foi observada
uma reducdo no peso de ratos induzidos a obesidade. QIAO, Y. et al., demonstraram que,
pré-bidticos tendem a melhorar os indices da bactéria, reduzindo assim, a massa corporal e 0
LPS plasmatico. O estudo realizado por EVERARD A. et al. , demosntrou os baixos niveis
de A. muciniphila presentes em ratos induzidos a obesidade. Em contrapartida, os ratos que
ingeriram prébioticos, apresentaram altos niveis da bactéria. Este aumento de A. muciniphila

mostrou-se inverso ao declinio de marcadores inflamatdrios expressos e receptores no figado
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(MyD88, IL-1R), tecido adiposo (CD11c) e intestinais (TRL-4 e IL-1). A correlagdo se
mostra positiva em relagcdo ao aumento de massa muscular e negativamente com a diminuigéo
do ganho de peso.

Um estudo recente mostrou um possivel mecanismo de acdo da metformina em
relacdo a microbiota. Neste estudo a A. muciniphila mostra-se pronunciadamente aumentada,
apos a ingesta do medicamento. Outro parametro a ser levado em consideracao foi 0 aumento
de células goblets nas criptas intestinais. A elevacdo no numero de células intestinais, sugere
primeiro aumento no grupo de celulas produtoras de muco, seguido de um aumento das
bactérias degradadoras de muco. O estudo demonstrou ainda, melhora nas populacdes de
bactérias probidticas. ( SHIN N. et al. 2014)

Em um estudo realizado com cranbarry, rico em polifenois, utilizando ratos obesos
como modelo. Observa-se que, os parametros bioquimicos e inflamatorios apresentam
melhoraras junto ao perfil microbiano, dos ratos tratados. O estudo demonstra ainda, o
aumento consideravel na quantidade de A. muciniphila, em relagéo ao controle. (ANHE F. F.
et al. 2014)

Bacteroidetes

O filo das Bacteroidetes esta entre os trés mais abundantes na microbiota intestinal.
Junto com o filo Firmicutes e ActinoBactérias, estes compdem cerca de 80% das Bactérias
intestinais. As bacteroidetes apresentam como principal género, e mais abundante, as
bacteroides. Este género exerce funcGes extremamente importantes na fisiologia intestinal.
Colonizando todas as diferentes partes do TGI, apresentando resisténcia ao pH, nutrientes e
disponibilidade de oxigénio (WHITMAN W. et al. 1998). Este género tem como uma de suas
atribuicbes a producdo de butirato, além disso esta envolvida no metabolismo de acidos
biliares (KIM Y. et al. 2007).

As bacterioidetes também sdo responsdveis pela degradacdo de carboidratos
complexos, como N-glicanos e sulfato de condroitina. (SALYERS A. et al. 1977). Outra
contribuicdo do filo das bacteroidetes é a ativacdo do sistema imune, mediado por células
T.(MAZMANIAN S. et al. 2008; LEY, R. et al. 2006)
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Prevotella

A Prevotella é um género de bactéria presente no intestino, advinda do filo das
bacteroidetes.( SCHER, J. et al. ; ZAURA E. et al. 2009)

Apesar de estar fortemente associada a microbiota oral, mais especificamente na
regido subgengival. (ZAURAE. et al. 2009) Os estudos sobre a bactéria divergem em
relagdo ao seu impacto na microbiota intestinal. Muitos estudos apontam a Prevotella como
uma das Bactérias associadas ao desequilibrio microbial em obesos. (ZHANG H. et al 2009)
A Prevotella apresenta-se aumentada em individuos com artrite reumatoide, como descrito
por SCHER, J. et al. 2013, e seus niveis relacionando-se com o progresso da doenca.

Ha também uma divergéncia em relacdo a associacdo da Prevotella em relacdo aos
processos inflamatdrios. Estudos publicados ndo chegam a um veredito sobre a participacdo
da prevotella nos processos inflamatérios, e sua acdo como bactéria ndo probiotica.
(SCHWIERTZ A. et al. 2010; ZHANG H. et al. 2009; MANICHANH C. et al. 2006)



OBJETIVO

Avaliar o comportamento da microbiota e as concentracdes de metabolito do resveratrol

gerados pelas Bactérias, ap0s o tratamento com resveratrol, em modelo de ratos DML1.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

+ Sintetizar o metabdlito dihidroresveratrol, para a utilizagdo como padrao.

+ Caracterizar o metabolito, dihidroresveratrol, através de RMN, UV e MS, apés a
sintese do composto;

+ Identificar e quantificar as Bactérias através da técnica de PCR-RT, do filo
Bacteroide, do género Prevotella, e a espécies Akkermansia misciniphil, nas fezes de
ratos apds o tratamento.

+ Indentificar e quantificar o resveratrol e dihidroresveratrol pela microbiota, ao final do
tratamento, por HPLC e MS, nas fezes apds o tratamento;

+ Correlacionar as quantidades de dihidroresveratrol, com as Bactérias presentes nas

fezes dos ratos diabéticos e ndo diabéticos tratados.



JUSTIFICATIVA

A microbiota tem chamado atencdo da comunidade cientifica atualmente, muito em
virtude de seu impacto fisioldgico e seu potencial modulador. Novas abordagens na literatura
buscam modular a microbiota intestinal, com o objetivo de proporcionar a biota um ambiente
equilibrado. Tendo em vista que o resveratrol ndo tem ainda um mecanismo de acgdo
consolidado, decidimos testar este polifenol frente a microbiota. A hipotese do resveratrol
modular a populacdo bacteriana intestina, ganha for¢ca com a grande quantidade de estudos
publicados, os quais demonstram que compostos ricos em polifendis exercem efeito
modulador sobre a microbiota. Outro indicio que o resveratrol poderia estar atuando na
microbiota, é o metabolito gerado pelas Bactérias intestinais, apos metabolizar o resveratrol. O
dihidroresveratrol € um metabolito gerado pelas Bactérias intestinais e seu monitoramento
junto a microbiota é de total importancia para o estudo.

Em nosso trabalho, decidimos monitorar a acdo do resveratrol frente a microbiota,
selecionando um filo de Bactérias extremamente importante para a biota, as Bacteroidetes.
Selecionamos ainda uma espécie de bactéria, a A.muciniphila, que vem sendo bem relacionada
com melhoras dos quadros metabolicos quando seus niveis encontram-se aumentados. O
género Prevotella, foi selecionado como bactéria disbiotica, para demonstrar 0 comportamento
de uma bactéria ndo benéfica.

Nosso estudo visa observar os efeitos do resveratrol frente a algumas populacdes de
Bactérias intestinais. Este resultado serd acompanhado das concentracfes do metabdlito
gerado pelas Bactérias, os quais serdo posteriormente analisados. Ressaltamos que esta
pesquisa é de grande relevancia ao passo que a microbiota necessita de agentes moduladores, e

o resveratrol ainda ndo detem um mecanismo de acdo consolidado.
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Fesveratrol (3.3 4-mhvdroxy-trans-stilbene) 15 a polyphenclic compound found m peanuts.
plums, grapes and thew processed products. hike wine [1-3]. Addinonally, resveratrol shows important
benefits, such as: anficarcinogemic potentizl im witre, ant-inflammatory effects [6]. antiomidant and
cardioprotectve [7.8] achivites.

Drespute 1ts well-described benefits. the zction mechams=m of resveratrol 15 stll poorly desenbed. In
the last decade. several studies have been performed in an attempt to understand the biclogical effect and
the bicavailabbhty of resveratrol m different experimental models. Prechinical and clmical studies with
resveratrol have shown distinet responses [9.10]. One mmportant poant 15 that different doses of resveratrol
could produce different biological effects, thus. there 1= no comsensus in relation to the “ideal” and
“adequate” dose for this compound [10].

Some bypotheses, associating resveratrol to mwerobiota, could explain the effects of thas
pobyphencl. One of these 15 related to the fact that approximately 40% of mmgested resveratrol 1= not
zbsorbed. but remains in the gastrointestmal tract [11]. Consequently, resveratrol could be used as substrate
for bemeficial gut bactena, which could explain its protectrve effects. Accordingly. the resveratrol
metzbolite, dihvdroresveratrel (3.4° 3-mhydroxybibenzv]) 15 found m lmman feces after resveratrol
consumption. supporiing the hypothesis this compound could be used as bactenal substrate [12]. The
bacterial resveratrol metabolization 15 charactenzed by hyvdrogenation. which 1= very different from the
resveratrol metabolization that ocours in other cells of the human body [13].

The modulatory effect of resveratrel im gut microbiota consists In increasing the levels of
commensal bactena, which are necessarv for mtestnal health, and decreasing the levels of transient
bacteria. which mav be pathogenic. Thus, resveratrol is able to reduce mtestinal inflammation and mamtain
mucosal mntegnty in ammal modsls of induced coliis [14]. Furthermore, microbial modulation by
resveratrol has been asseociated with systermie effects, such as: reduced mnflammation i adipose tissue and
decreased body weizht m animals submatted to high fat diet [15].

One specific commensal bactermmn that 15 attracong the attention of the scientific community 1= the
A muciniphila. which 15 a species of the phvlum Ferrucomicrobia. It 15 gram-negatre and 15 associated
with mucus degradation functions and immunclogical conmbution in the gastrointestmal tract [16-18]. Tris
probiotic, producing shert-chain fatty acuds. especially butyrate. propionate and acetate. and helps the
mmunomodulatory system [19]. An increase was observed in the A mucinmiphila population 1n rats which
received a high-calone diet and metformin compared to amimals which only recerved a hagh-fat diet
(HFD). This mnerease was comrelated with an mmprovement 1n glucose tolerance and a decreasze i adipose
fissue inflammation [20]. The bacterum also presented a strong relaton with a decreaze in mghreends
zecumulation and an inecrease in msulin sensitivity after cranbeny admmistration in HFD amimals [21]. In
fact. A. mucimiphila decreazes wnflammatory bowel agzression as well as promofing mmereased msulin
sensitivity and stimmlating the production of antimicrobizal peptides by intestinal epithelial cells [22]. In

humans, 4. muciniphila levels strongly corelate to the metabolic health status of the subjects [23].
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; In relation to 4. muciniphila modulation. these various effects observed in different models of
3 metabolic disorders make this bacterinm an important target for the prevention of metabolic disorders. Our
g study ammed to evaluate the influence of resveratrol on the population of 4. muciniphila, using an
6 expenimental model of streptozotocin-induced type 1 diabetes in adult Wistar rats.

E

8

9

10

11

12 Method

13

14 Materials in Study

15

16 The study matenials included: Streptozotocin (STZ) and dihydroresveratrol (Sigma Chemical Co. USA),
:‘]g acetonitrile and tetrahvdrofuran (99% of purity- Merck KGaA, Darmstadt. Germany) and methanol (99%
19 of purity- T. Baker Snuth. LLC. Mexico). Cellular DNA was extracted using the it High Pure PCR
3(1] Template Preparation (Roche) and PCR reactants were used in the PCE nmux Platinum SYBR Green qPCER
29 SuperMix-UDG (Invitrogen). The primers were obtained from Sintese Biotecnologia LTDA. The mass
33 analysis mnvolved conducting Ultra-Performance Liquid Chromatography-electrospray tandem mass
25 spectrometry using the Agilent 1100 LC System (Agilent, Germany) coupled to the system 6490 Triple
g? Quadrupole System.

28 Trans-resveratrol (rrans-3.5.4"-trihydroxystilbene). extracted from Polvgomum cuspidatum. was
gg purchased from Chengdu Hawk Bio-Engineering (Beijing. China) and presented =99% of purity
31 (confirmed by high performance liquid chromatography). as previously described [24]. All other chemicals
g% used were of analytical reagent grade.

34

gg Animals

gg Thirty-six male Wistar rats. obtained from the Center for Animal Reproduction and
39 Experimentation (CREAL) at the Federal University of Rio Grande do Sul (UFRGS). aged 12 weeks at the
::(1] start of the experiment were used. Rats were housed in groups of three amimals per cage, kept under
42 standard laboratory conditions with free access to food and water, and subnutted to a 12-12 h light-dark
33 cycle (lights on 8:00 am. to 08:00 pm.). The experiments were conducted in accordance with the
45 guidelines from UFRGS and were previously approved by the anmmal ethics committee of the same
46

47 institution (Protocol number 21878).

48

49

50

51

52

53 Study design

54 : . . . . . .
55 The animals were randomly divided imnto eight groups. as follows: non-diabetic rats treated with
56 saline: NDM+5 (non-diabetic + saline, n=0): non-diabetic rats treated with three different doses of
57

58

59

60
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resveratrol (mg per kg of body weight): NDM+RSVS (non-diabetic + resveratrol 5 mgkg-1. n=4);
NDM+RSV10 (non-diabetic + resveratrol 10 mg.kg-1. n=4); NDM+RSV20 (non-diabetic + resveratrol 20
mg.kg-1. n=4). diabetic rats treated with salme: DM+S (diabetic + saline. n = 6): diabetic rats treated with
three different doses of resveratrol: DM+ERESVS (diabetic + resveratrol 5 mgkg-1: n=4); DM+RSV10
(diabetic + resveratrol 10 mg kg-1, n=4); DM+RSV20 (diabetic + resveratrol 20 mg kg-1. n=4). All groups
were used for the gPCR analyses. In the analyses of metabolites, only groups receiving the compound were

included in the analysis.

Induction of experimental type 1 diabetes

After a period of fasting overnight (6 hours), diabetes was induced by a single intraperitoneal (1.p.)
injection of STZ (65 mg.kg ' body weight) diluted in 0.1 M sodium citrate buffer (vehicle). pH 4.5. The
non-diabetic rats recerved an equivalent amount of sodium citrate buffer. After 72 h, the glucose levels in
blood collected from the tail of the rats were measured with a portable glucometer (On Call Plus, ACON
Laboratories, USA). Only the animals with blood glucose levels = 300 mg.dL'l and symptoms of polyuria
and polydipsia were considered diabetic and were selected for this study. During the experiment. the
glucose levels in the blood of all animals were checked at four different times: D1 (before 1.p. injection of

STZ and / or vehicle), D4 (72 h after 1.p. iyyection), D30 and D60 (Figure 1).

Oral treatment

From D30 to D60, all the groups underwent oral treatment between 10:00-11:00 a.m.. once a day.
Resveratrol was solubilized in 0.9% saline solution and promptly admimstered by oral gavage in animals
belonging to the NDM-+RSV and DM+RESV groups. at doses of 5 mgkeg-1, 10 mg kg-land 20 mg kg-1.
Animals from the NDM+S and DM+S groups only recerved equal volumes of 0.9% saline solution.
Resveratrol was stored at 5°C in an amber vial. protected from light. The body weight of amimals was

observed on D1, D4, D30 and D60 (Figure 1).

Stool collection

The stools were collected at the end of treatment and stored in sterile. amber bottles to avoid

degradation and 1somerization of resveratrol. The feces were stored at -20°C for analyses.

DNA Detection of 4. muciniphila

Cellular DNA was extracted using the High Pure PCR Template Preparation Kit according to the
protocol suggested by the manufacturers. Two CL of the extracted DNA were used in a total volume of 25

CL of PCR mux Platinum SYBR Green qPCR SuperMix-UDG (Invitrogen). The primer used to amplify

A.muciniphila was F: 5’AGGCGGAGGAAATCCTAAAA -37 and R: 5’GCGGTTGGCTTCAGATACTT

-3, which correspond to nucleotides 1231 — 1250 (sense) and 1395 — 1414 (accession number

Wiley-VCH
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NR_074436.1). The qPCE. amplification was performed in the LightCycler 2.0 platform (Roche. Germany)
and the confirmation of the amplicon was done by melting curves analysis (TM 80). The specificities of
the primers for bacterial detection were evaluated using the BLAST search program and performed with
another bacterial sequences without any amplification signal. To confirm that the amplified product was
from 4. muciniphila, we used an oligosequence designed according the sequence primers. It was used as
positive control. in each gPCR. To evaluate the bacterial concentration and the detection limit. serial
dilution with positive control was conducted using concentrations ranging from 10° to 107. Negative

(0.9% sodium chloride) controls was used in all reactions and all samples were analyzed in triplicate.

Extraction of resveratrol and dihydroresveratrol

The method mvolved the extraction of the organic solvents tetrahydrofuran, methanol and
acetonitrile (30%). 1 the following proportion 3:3:1. From each experimental group. 50mg of fecal sample
were added to 800 pL of solvent mixture and stirred in a vortex for 5 minutes.

After complete mixing, the material was centrifuged at 4000 rpm for 5 minutes. the supernatant
was removed and the remaiming fecal material was processed the same way two more times. Then,
supernatant from the three extractions was evaporated usmg nitrogen gas. The content was filtered through

a 0.22 um PVDF filter for injection in the UPLC-MS/MS.

Analysis on UPLC-ESI(-)-MS/MSChromatography

Resveratrol and its metabolite were analyzed using UPLC 1290 coupled to 6460 triple quadrupole
detector from Agilent Technologies®. The analytes were detected using electrospray negative ionization
and multiple-reaction monitoring of the transition i1ons. Chromatographic separations were performed
using a Zorbax Eclipse Plus C18 2.1 x 50 mm 1.8 pm column. The flow rate of acetonitrile (eluent A):
0.2% formic acid (eluent B) mobile phase was 0.3 ml/min with a column temperature of 40°C. An
increasing gradient of eluent A was used, starting at 5% for 0-2 nun. 5-15% for 2-7 min and 15-50% for 7-

15 min. Five nucroliters of samples was injected into the UPLC system.

Mass Spectrometry

The capillary voltage was 2500V, the nebulizer gas flow was 10 L/min at a pressure of 35 psi and a
temperature of 300°C. In relation to MS/MS parameters, the collision energies were optinuzed using Mass
Hunter Otimizer software wmterfacing with the device. In resveratrol. the collision energy was 14 V for
transition 227 = 185 (quantifier) and 20 V for 227 = 142 2 (qualifier). In dihydroresveratrol metabolite, the
collision energy was 10 V for transition 229/123 (quantifier) and 22 V for 229 = 81.0 (qualifier). An
internal standard trans-[13-C6] resveratrol was used as quantifier and qualifier. Resveratrol and
dihydroresveratrol quantification was performed using TIC chart (Toral Jorn Chromategraphy) in which

MEM (Multiple Reaction Mownitoring) 1s used to demonstrate the transitions.
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Statistical Analysis

Glycaemia and body mass were evaluated using analysis of vanance (ANOVA) for repeated
measures, the bacterial count was evaluated using Fruskal-Wallis one-way analysis of varnance followed
by Student-Newman-Feuls post-test. Metabolite and resveratrol quantification were evaluated using the
Mann-Whitney test, while the Spearman test was used to analyze the correlation between bactenia levels
and resveratrol metabolite levels. Statistical difference was considered significant when p<0.05. The

statistical analysis was conducted using SPSS Statistics 17.0 software.

Results
Glycaemia and body weight
On day 1 (D1). there was no sigmificant difference in glycaemia or body weight between the

groups. From D4 onward, the animals from the DM groups presented typical diabetes symptoms. including

blood glucose levels exceeding 300 mg/dL. polyuna and polydipsia (Table 1).

Chromatography and Mass Spectrometry

Resveratrol and its metabolite were analyzed by UHPLC, and the chromatograms of the samples are shown
in Figure 2. The standards of compounds were determined by the chromatographic peaks of the fecal samples. It
was clear that peaks 1 and 2 with retention tumes (Tr) of 10.3 and 11.8 min were of dihydroresveratrol and
resveratrol respectively. The scan of the total 1on chromatography demonstrated the molecular ion (Figure 3). The
negative electrospray mass spectrum of resveratrol (Tr = 11.8 mun) showed an [M—H]— 1on at m/z 227. The CID
spectrum of m/z 227 generated a fragment 1on at 183, the subsequent fragment showed the m/z 143 2. The negative
electrospray mass spectrum of dihvdroresveratrol (Tr = 10.3 mun) showed an [M—H]- 1on at m/z 229 The CID
spectrum of m/z 229 generated a fragment 1on at 123.0. the subsequent fragment showed the m/= 81.3. Mass

spectrum analysis showed the transitions of the precursor 1on to 1on product, using MBM analysis.

Quantification of resveratrol and dihydroresveratrol

Quantification of the resveratrol (Zg.ml™’) eliminated in the feces of the animals showed no
significant difference between the groups (Figure 4B).

Increases in resveratrol doses produced higher levels of dihydroresveratrol in healthy and diabetic
ammals. However, the DM groups treated with resveratrol presented low levels of dihydroresveratrol when

compared to healthy animals treated with the same doses of resveratrol (Figure 4A).

Quantification of the 4. muciniphila
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The quantification of A muciniphila (165 rEINA gene) demonstrated that resveratrol treatment
increased the levels of this bactena m groups NDM-+RSVS, NDM+RSV20 when compared to NDM+S
group (p=<0.001). In diabetic animals, groups DM+ESVS and DM+ESV10 presented a significant increase

in the 4. muciniphila population i relation to the DM+S group (p=<0.001) (Figure 5).

Correlation between 4. muciniphila, resveratrol and dihydroresveratrol

The Spearman test showed no correlation between 4. muciniphila levels and dihydroresveratrol in
the non-diabetic amimals (figure 6A). In the diabetic ammals the correlation was significant and negative (r

= _0.74) (Figure 6B).

Discussion

Type 1 diabetic rats present an increased mtestinal dysbiosis characterized by comumensal intestinal
bacteria reduction coupled with the growth of, pathogenic or non-pathogenic. transient bacteria [23-27]. Resveratrol
treatment was unable to normalize glycemuc levels and body weight in diabetic amimals. These results are in

accordance with previous studies [28-30].

In our study, we observe that resveratrol induces a non-linear increase mn the 4. muciniphila population m
normal and diabetic rats. Other studies have shown that resveratrol treatment promotes changes in gut microbiota
through an increase in probiotic bacteria, followed by a decrease in bacteria that can imitiate dysbiosis
[14,15.31.32]. Additionally, cardio protector activity mnduced by altered nmucrobiota has been described after
resveratrol admimstration [33]. However. these results do not demonstrate a direct effect of resveratrol on A.
muciniphila.

The main goal of our study was to evaluate 4. muciniphila, because the use of prebiotic agents improves
intestinal health and 15 associated with an increase m this bacterial population [19]. High levels of 4. muciniphila

1n the gut promote a reduction in inflammation and in adipose tissue in rats [34]. By contrast, a low level of 4.

muciniphila 1s assoctated with inflammation in obesity and diabetic models [33.36]. Another important finction of
A. muciniphila 1s the fermentation of vital compounds. not digestible by human gut, like short-chain fatty acids
(SCFA). These molecules stimulate insulin release and immune system recruitment [22.34]. Thus, our results are in
accordance with previous studies that show microbial modulation, based mamly on A. muciniphila evaluation [34-

36].

The non-linear response we obtained has been demonstrated in other inquiries. Different dosages of
resveratrol are able to produce different responses in gut nucrobiota populations [14.13.31] It was also
demonstrated that smaller dosages of resveratrol were able to ameliorate some aspects of colon cancer induced by

hyper caloric diet 1n rats. in a non-linear response [33]. Our results demonstrate this non-linear relationship and
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we suppose that it may be related to the outcome of a series of complex imnteractions happeming

simultaneously in the intestinal microbiota.

To the best of our knowledge. no previous study has attempted to determune the concentration of
dihydroresveratrol in feces after resveratrol treatment 1n a rat model. In general. the existing studies into resveratrol
metabolites focus on pharmacokinetics [32] and metabolism [13]. An exception 1s a study. involving healthy

subjects, that shows a connection between resveratrol metabolite concentration and changes in nucrobiota [12].

Our group was the first to analyze the concentration of this metabolite, in the feces of healthy and diabetic
ammals. We observed the healthy amimals presented more dihydroresveratrol in their feces than the diabetic rats.
As expected, increases in resveratrol dosages promote a higher dihydroresveratrol concentration: that 1s more

pronounced in healthy animals.

The smaller dihvdroresveratrol assembly found in diabetic amimals. in relation to healthy rats, may be
explained by the fact diabetes promotes dysbiosis. reducing some bacteria in normal nucrobiota and increasing the

concentration of transitional bacteria.

The healthy gut microbiota 1n normal animals 15 capable of more thoroughly metabolizing resveratrol and

transforming 1t into dihvdroresveratrol than that of diabetic rats.

While no correlation between dihydroresveratrol and bactenia levels was found in the normal animals. the
diabetic animals showed a significant negative correlation. These findings may be linked to the concept that higher
levels of A muciniphila are not related to resveratrol metabolism. as no proportional relationship between the

normal and diabetic rats was identified.

Conclusion

The evidence shown in this study suggests that resveratrol treatment can promote a non-linear increase in
the population of A. muciniphila m both healthy and diabetic Wistar rats. Tlis change in the microbiota 1s probably
related to the benefits of resveratrol previously described in several other studies. We also observe healthy rats

metabolize resveratrol into dihydroresveratrol more efficiently than diabetic rats.
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28 Figure 5 - Quantification of A. muciniphila in healthy and diabetic animals: NDM + S (non-diabetic + saline);
29 NDM + RSVS (non-diabetic + resveratrol 5 mg.kg-1); RSV10 +NDM (non-diabetic + resveratrol 10 mg.kg-
1); RSV20 + NDM (non-diabetic + resveratrol 20mg.kg-1); DM + S (diabetic + saline); DM + RSV5S
(Diabetic + resveratrol 5 mqg.kg-1); DM + RSV10 (Diabetic + resveratrol 10 mg.kg-1); RSV20 (Diabetic +

31 resveratrol 20mg.kg-1); (Mean + SD). p <0.001 = ***,

33 87x80mm (96 x 96 DPI)
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Page 19 of 19 Molecular Nutrition and Food Research

Table |- Glycaemia and Body Weight (BW)

D1 D4 D30 60

Groups/Day  Glycaemia BW Glycaemia BW Glycaemia BW Glycaemia BW

Do~ @D Wk =

10 (mg.ar’) (9) (mg.dr’) (@ (mg.dr’) (g) (mg.dr) (@

12 NDM+S 89.1+4.1  392.0+£23.0 88.614.5 380.3£59.9 | 88.0£10.8 43471296 83.019.8 478.7£20.0
13 DM+S 81.044.2 373.0+24.0 | 321.5£2.1 337.0£24.0 | 510.5491.2 313.0+24.0 | 458.5x44.5 304.0+15.8
14 NDM+RSV5 | 75.346.5 400.0+51.4 82.3+8.7 422 7+46.97 81.041.0 464.0+63.2° | 7864122 500.7¢51.9°
15 NDM+RSV10 | 91.048.0 375.0£15.5 86.6+7.5 406.7429.9° | 893+170 454.0+398° 880498  492.7+437°
16 NDM+RSV20 | 93.3+7.0 385.3+26.8 91.6+5.8 407.3+23.0° | 943+153 454.0+39.8° 90.3+56  550.7+11.0°
17 DM+RSV5 933470 3860+56 | 3275:289° 3210+42 | 55554629 303.0¢155 | 4395227 273.0£495
DM+RSV10 | 905491 389.3:13.0 | 309.0¢14° 359.0£9.8 | 397.0+1.4% 339.0+127 | 476.5:86.9 313.0:+353
20 DM+RSV20 | 845+49 3420428 | 309.0+155 29204339 | 492.0+12% 25604226 | 522.0+339 241.0+381

23 Table 1 - NDM=RSVS (Non diabetic + resveratrol § mg_kg-1). NDM=R3V10 (Non diabetic + resveratrol 10 mg.kg-1). NDM+R5W20 (Non diabetic + resveratrol 20 mg kg-1), DM+R SVE [diabetic +
24 resveratrol § mg kg-1), DM+RSV10 (diabetic + resweratrol 10 mg.kg-1), DM+RSV20 diabetic + resveratrol 20 mg.kg-1).

26 a= p <0.001 when compared fo the same group in D1

Wiley-VCH
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MATERIAIS E METODOS

MATERIAIS E SOLVENTES

A estreptozotocina (STZ) foi obtida a partir de Sigma Chemical Co. (EUA). A
acetonitrila e o tetrahidrofurano, 99% de pureza, foram adquiridos através da Merck KGaA,
Darmstadt, Alemanha. O metanol, 99% de pureza, foi obtido através do laboratério de T.
Baker Smith, LLC, México. O DNA celular foi extraido utilizando o kit de PCR Template
Preparate high pure (Roche) e os reagentes de PCR foram usadas mistura da PCR platina
SYBR Green gPCR SuperMix UDG-(Invitrogen). Os primers foram obtidos a partir Sintese
Biotecnologia Ltda. A andlise de massa e cromatografica, ocorreu equipamentos de Agilent
1100 LC Sistema (Agilent, Alemanha) acoplado ao sistema 6490 Triplo Quadrupolo Sistema
da Agilent.

Trans-resveratrol (trans-3,5,4'-trihidroxiestilbeno), foi adquirido a partir de Chengdu
Falcdo Bio-Engineering (Pequim, China) e apresentaram> 99% de pureza (confirmado por
cromatografia liquida de alta eficiéncia) (SOUTO A. et al.2001) . Todos os outros produtos

quimicos usados eram de qualidade de reagente analitico.

SINTESE DO DIHIDRORESVERATROL

A reagdo de hidrogenagdo do resveratro foi realizada utilizando-se 500 mg de
substrato do mesmo. O polifenol foi conduzido a um reator de 250ml, onde, foi adicionado 50
mg de Pd/C. O paladium serviu como superficie de contato para o hidrogénio. A seguir, foi
adicionado 50ml de EtOH, na qual, serviu como solvente para reacdo. O hidrogénio foi
adicionado posteriormente a uma pressao de 30 PSI, apds a saturacdo com a pressao
adequada, o reator foi mantido sob agitagdo continua durate 12 horas, em temperatura
ambiente.

A reacdo foi acompanhada através de cromatografia camada delgada (CCD). O
produto obtido foi filtrado, em seguida foi evaporado em rotavapor. Apés a evaporacgéo, foi
utilizado filtros 0,4um, a fim de retirar material particulado. O produto final foi colocado em

um dessecador para retirar e adsorver a umidade.
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ULTRAVIOLETA

Para caracterizacdo da molécula, foi primeiramente realizada uma analise em
ultravioleta. Esta analise serviu para a distincdo do produto de partida resveratrol, do nosso
produto final dihidroresveratrol. O intuito desta analise, foi discriminar o comprimento de
onda Maximo absorvido pela molécula. Para esta analise, foi realizada uma alicuota de 10 ml
do produto de sintese. Para esta alicuota foi utilizado acetonitrila 30% v/v, e o produto foi
diluido até a concentracdo de 10 ppm. Analise ocorreu em aparelho Paker Elmer de
ultravioleta, onde foi realizado o scaneamento total, na faixa UV, para ver onde 0 composto

tem sua maior absocao.

ESPECTROMETRIA DE MASSA

Analise de massas ocorreu em um aparelho Agilent 1100 LC System (Agilent,
Germany), acoplado ao sistema 6490 Triple Quadrupole System da Agilent. Os parametros de
MS/MS, ou seja, as energias de colisdo, e a faixa de massa, foram otimizadas utilizando o
software Mass Hunter Otimizer com interface ao aparelho. Para a distin¢do entre a massa do
produto de partida, o resveratrol, e o produto final, foi utilizado um padrdo de resveratrol
(Merck). A massa dos ions moleculares foi obtida através do primeiro quadropolo do
aparelho. Os fragmentos foram obtidos aprtir do segundo quadropolo, onde, obtinhamos um
aumento na especificidade da andlise. Para determinacdo do ion molecular foi utilizado
analise de massa, full sacn, em total ion chromatography (TIC). Os fragmentos, ou seja, 0s

ions produtos, foram determinados através do multiple reaction monitament(MRM).

Massa do resveratrol: 230 lon molecular: 229° Fragamentos: 229/123 - 229/81;
Massa do dihidroresveratrol: 228 fon molecular: 227 Fragmentos: 227/185 — 227/142;

ApoOs a otimizagdo, os fragmentos seram comparados com os relatos de fragmentos ja
encontrados na literatura. Para a realizacdo da analise, foi utilizado acetonitrila 30% v/v, e 0

produto foi diluido até a concentragdo de 10 ppm.
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RMN (Ressonacia magnética nuclear)

A amostra sintetizada foi submetida a analise de ressonancia magnética nuclear, em
um espctometro, Bruker 500 MHz. A amostra foi dissolvida em metanol deuterado, em
sequida, a solucdo foi analisada em RMN de hidrogénio e carbono 13, em frequéncia de
500MHz. A quantidade de amostra utilizada para realizacdo da solugdo foi 10mg do produto

sintetizado.

ANIMAIS

Trinta e seis ratos Wistar machos, obtidos a partir do Centro de Reproducdo Animal e
Experimentacdo (CREAL) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), foram
utilizados com idades entre 12 semanas no inicio do experimento. Os ratos foram alojados em
grupos de trés animais por gaiola, mantidos sob condic¢des padrdo com livre acesso a comida e
agua, e submetidos a 12-12 h ciclo claro-escuro (luzes acesas 08h00 - 20:00). Os
experimentos foram conduzidos de acordo com as diretrizes da UFRGS e foi previamente

aprovado pelo comité de ético animal da mesma instituicdo (protocolo nimero 21878).

DESENHO DO ESTUDO

Os animais foram aleatoriamente divididos em oito grupos, como se segue: ratos nao
diabéticos tratados com solucdo salina: NDM + S (ndo-diabético + solucdo salina, n = 6);
ratos ndo diabéticos tratados com trés doses diferentes de resveratrol (mg por kg de peso
corporal): NDM + RSV5 (ndo-diabéticatresveratrol 5 mg.kg-1, n = 4); NDM + RSV10 (ndo-
diabética+resveratrol 10 mg.kg-1, n = 4); NDM + RSV20 (ndo-diabética+resveratrol 20
mg.kg-1, n = 4), os ratos diabéticos tratados com solugdo salina: DM + S (diabética+soro, n =
6); ratos diabéticos tratados com trés doses diferentes de resveratrol: DM + RSV5
diabética+resveratrol 5 mg.kg-1; n = 4); DM + RSV10 (diabetica+resveratrol 10 mg.kg-1, n =
4); DM + RSV20 (diabético+resveratrol 20 mg.kg-1, n = 4)(TABELA 2). Todos 0s grupos
foram utilizados para as analises de PCR. Nas anélises de metabolitos, apenas 0s grupos que

receberam o composto foram incluidos na analise.
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TRATAMENTO ORAL

A partir de D30 a D60, o tratamento oral foi desenvolvido em todos os grupos, entre
10: 00-11: 00 hora da manh&, uma vez por dia, durante 30 dias. O resveratrol foi solubilizada
em solucdo salina a 0,9% e administrado prontamente por gavagem nos animais pertencentes
aos grupos DM + RSV e NDM + RSV, em doses de 5 mg.kg-1, 10 mg.kg-1 e de 20 mg.kg-1.
Os animais do NDM + S e grupos DM + S sé receberam volumes iguais de solugdo salina a
0,9%. O resveratrol foi armazenada a 5 ° C em um frasco de ambar, ao abrigo da luz. O peso

corporal dos animais foi observado em D1, D4, D30 e D60.

INDUCAO AO DIABETES TIPO 1

Apo6s um periodo de jejum durante a noite (6 horas), a diabetes foi induzida por uma
Unica injeccdo intraperitoneal (ip), a injeccdo de STZ (65 mg, kg-1 de peso do corpo) diluido
em tampdo de 0,1 M de citrato de sddio (veiculo), pH 4,5. Os ratos nao diabéticos receberam
uma quantidade equivalente de tampdo de citrato de sodio. Apds 72 h, os niveis de glicose no
sangue colhido a partir da cauda dos ratos foram medidos com um glucometro portétil (On
Call Além disso, ACON Laboratories, EUA). Apenas os animais com niveis de glicose no
sangue> 300 mg.dL-1 e sintomas de politria e polidipsia foram considerados diabéticos e
foram selecionados para este estudo. Durante a experiéncia, os niveis de glicose no sangue de
todos os animais foram observados em quatro momentos diferentes: D1 (antes da injecgéo ip
de STZ e / ou veiculo), D4 (72 h ap6s a injeccéo ip), D30 e D60 (FIGURA 7).
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Tratamento diario por gavagem

D1 D4 D30 D60
. [njerl;io Inicio do Coleta das fezes
intraperitoneal

tratamento oral

Confirmagio daindugio i
diabetes (gglicemia >
300mg/dL)

Figura 7 Cronologia do processo de indugdo, tratamento e coleta das fezes.

COLETA DAS FEZES

A coleta de fezes foi realizada no ultimo dia de tratamento. A coleta foi
realizada em frascos esterilizados e ambar para evitar a degradacdo e de isomerizagao

de resveratrol. As fezes foram armazenadas a -20 ° C.

EXTRACAO DO REVERATROL E METABOLITOS DO RESVERATROL

O método envolve a extraccdo dos solventes organicos tetra-hidrofurano, metanol e
acetonitrilo (30%), em iguais proporcdes. Foram utilizados 50 mg de amostra fecal a partir de
cada grupo experimental, Foi adicionando 800 ul da mistura dos solventes, e submetido a
agitacdo em vortex durante 5 minutos. Ap6s mistura completa, o material foi centrifugado a
4000 rpm durante 5 minutos, o sobrenadante foi removido e o material fecal restante foi
processada da mesma forma mais duas vezes. Depois de recolher o sobrenadante das trés
extracgdes, evaporou-se utilizando nitrogenio gasoso. O conteudo foi filtrado através de um
filtro de PVDF de 0,22 um injectavel em UPLC-MS / MS.
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Deteccao de DNA das Bactérias

O DNA celular foi extraido utilizando o kit de PCR de High Pure Tamplete de acordo
com o protocolo sugerido pelos fabricantes. Dois uL do DNA extraido foram utilizados num
volume total de 25uL de mistura de PCR platina SYBR Green gPCR SuperMix UDG-
(Invitrogen). A amplificacdo gPCR foi realizado na plataforma LightCycler (Roche,
Alemanha) e a confirmacdo do fragmento amplificado foi feita por andlise de curvas de
fusdo. As especificidades dos primers (TABELA 1) para a deteccdo de Bactérias foram
avaliadas pelo programa de pesquisa BLAST. O controle negativo (cloreto de sodio a 0,9%) e
0s controlos positivos (de acordo com o desenho oligosequence a sequéncia dos iniciadores)

foram usadas em cada qPCR.

Tabela 1— Primers, (F)Faward- Iniciacdo, (R)Revarse- Reverso;

Eacteéria Friner

F 5 AGRCOGACGGAAATCCTAAMA ¥

Aikeermansia R 5’ GCGGTTGGCTTCAGATACTT -3’
mic iniphila
Bacteraidetes F 5. GAGAGGAAGGTCCCCCAC 3

B3 CECTACTTGGIT GETTCAG -3

FPrevotella F5-GOTTCTGAGAGGALAGGTCCCC-3
E 5 TCOCT GCACGCT ACTTGGCTE-3

ANALISE EM HPLC E UPLC-MS/MS

UPLC-ESI(-)-MS/MSChromatography

O resveratrol e seus metabolitos foram analisados por UPLC 1290 acoplado ao

detector de triplo quadrupolo 6460 da Agilent Technologies®. Os analitos foram
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detectados utilizando electropulverizacdo ionizacdo negativa e monitoramento de
véarios reagdo dos ions de transicdo. As separagdes cromatograficas foram realizadas
utilizando uma coluna Zorbax Eclipse C18 2,1 x 50 mm 1,8 um. A taxa de fluxo de,
em gradiente, com os eluentes acetonitrila (eluente A): 0,2% de acido férmico (eluente
B) a uma temperatura de coluna de 40 ° C. Um gradiente crescente de eluente A foi
usado, a partir de 5% de 0-2 min, 5-15% durante 2-7 min e 15-50% durante 7-15 min.

O volume de injecdo das amostras foi de 5 ul no UPLC.

Mass Spectrometry

A voltagem capilar foi de 2500V, o fluxo de gas nebulizador foi de 10 L / min a
uma pressao de 35 psi e a uma temperatura de 300 ° C. Em relacdo aos parametros de
MS / MS, as energias de colisdo foram optimizadas usando o software de Massa
Hunter Otimizer em interface ao dispositivo. No resveratrol, a energia de coliséo foi de
14 V para a transigdo 227> 185 (quantificador) e 20 V para 227> 142,2 (qualifier). No
dihidroresveratrol metabdlito da energia de colisdo foi de 10 V para a transicdo
229/123 (quantificador) e 22 V para 229> 81,0 (qualifier). Foi utilizada como um
padrdo interno trans- resveratrol [13-C6] como quantificador e qualificador. A
quantificacdo do resveratrol e dihidroresveratrol foi gerado através do grafico de TIC
(Cromatografia total lon) em que MRM (monitoramento de reacBes multiplas) sera o

método usado para demonstrar as transicoes, designando a transicdo quantificador.

ESTATISTICA

Para analise estatistica foi usada a analise de variancia de duas vias (ANOVA) seguida
do poés-teste de Tukey para identificacdo de possiveis diferencas significativas entre os
grupos, considerando significativo p <0,05. Os dados foram expressos como média + desvio
padrdo. Para correlacdo entre o resveratrol e dihidroresveratrol com as Bactérias, foi utilizado
0 teste de correlagdo de Pearson. As analises serdo realizadas através do software GraphPhad

Prism 5



Tabela 2 - Desenho do Estudo

INDUCAD de D1 TRATAMENTO COM IMICID DO

GRUPOS M (STZ Smg) RESYERATROL TRATAMEMTO COLETA DAS FEZES METAGE. COLETA DE FEZES LC
c =6 M&o Submetido M&o Submetido M3 Ultiro dia de tratamento M5

D n=5 g dias M&ao Submetido M5 Ultiro dia de tratam ento NS

DR h=12

DR amg =4 g dias Diariarmente por 2 Semanas Apos 8 dias Lltimo dia de tratamento Ultimo dia de tratam ento
DR 10mg ri=4 g dias Diariarmente por 2 Sermanas Apos 8 dias Ultimo dia de tratamento Ultimo dia de tratam ento
DF 20mg n=4 8 dias Dianamente por 9 Semanas Apis & dias Lltimo dia de tratamento Ultimo dia de tratam ento
R h=12

F amg n=d Mao Submetido Diaramente por 9 Semanas Apos 8 dias Litirno dia de tratamento LIItirm o dia de tratam ento
R 10mg n=4 Mao Submetido Diaramente por 9 Semanas Apos 8 dias UItimo tiia de tratamento Ultirmo dia de tratam ento
F 20mg n=d Mao Submetido Diardamente por 9 Semanas Apos 8 dias Uitimo dia de tratamento LIt o dia de tratam ento




RESULTADOS

Caracterizacdo da sintese do dihidroresveratrol

RMN

IH NMR (MeOD, 500 MHz): 2.651 (m, H1), 2.756(m, H2), 6.076 (t, H4"), 6,117 (d, H-2' ¢ H-
6, 6,657(d, 2H"” ¢ 6H”), 6,651(d, H3” ¢ H5”). 13C RMN (MeOD, 500 MHz): 38.1(C7),

39,6 ( C8), 101,08(C3), 108.1( C1 e C5), 115.98(C11 e C13), 130.34(C10 e C14), 134.10(C9),

145.61(C6), 156.39(C12), 159.29(C2 e C4) ( Figura 8)

Central Analitica - MeOD - av 500MHz - H1l

A

7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0 PPmM
Central nLnal =a — HMedDh — awv o FETE — 1 3C
B
AT LT
\ ‘ ‘ "
200 180 160 140 120 100 20 s0 <40 20 o PP

Figura 8 A figura (A) e (B), demonstram os espectros de RMN, destacando cada regido da molecula. A figura (A)
demonstra o RMN 1H e a figura (B) o RMN 13C.
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Ultravioleta

O composto sintetizado apresentou diferente absorcdo de comprimento de onda
maximo, esta absorcdo foi diferente da constatada no produto de partida. O scaneamento do
produto dihidroresveratrol, demonstrou absor¢do do comprimento de onda maximo em 276 nm.
Este difere do comprimento de onda maximo absorvido pelo resveratrol, ao qual demonstra 306
nm( FIGURA 9 ). Os comprimentos de onda dos compostos condizem com analises anteriores

da literatura.

A 3 )
% 2
<
0 I T T T 1
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Wavelength (nm)
B
4
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o< 2 o
0 | I T I 1
200 250 300 350 400
Wavelength {nm)

Figura 9 Espectro de ultravioleta, espectro do metabolite dihidroresveratrol(A) e solugdo com resveratrol e
dihidroresveratrol.

Espctrometria de Massa

A analise de massa do produto sintetizado, apresentou ions moleculares do resveratrol e
dihidroresveratrol de 227 e 229, respectivamente (FIGURA 10). A utilizacdo da fragmentacéo
através do CID, foi utilizado para o aumento da especificidade dos compostos. Os compostos
demonstraram fragmentos de 185 e 143, para o0 resveratrol e 123 e 81 para o
dihidroresveratrol, atraves da analise de MRM (FIGURA 11)
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Figura 10 Full Scan- Em destaque o ion molecular do dihidroresveratrol(A) e resveratrol(B).
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Figura 11 TIC(A)- Destacando os picos cromatograficos do dihidroresveratrol(picol) e resveratrol(pico2). MRM-
Destaque da quantificacdo atraves das areas , designando os ions quantificadores e qualificadores do
dihidroresveratrol(B,C) e resveratrol(D,E).
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Modelo de inducdo a diabetes tipo 1
Os animais relativos aos grupos diabeticos, apresentaram inducdo apds um

periodo de 4 dias, onde o D1 foi relativo a injecdo de STZ. Somente 0s animais com
niveis sanguineos de >300 mg.dL-1 e sintomas de poliuria e polidipsia foram
considerados diabeticos e selecionados para o estudo. Todos o0s animais induzidos
apresentaram sintomas caracteristicos da doenca, sendo estes poliuria, polidipsia, além

de niveis de glicemia superior a 300 mg.dL-1.

Glicemia e peso corporal
No dia 1 (D1), ndo houve diferenga significativa na glicemia e o peso corporal entre os

grupos. A partir de D4 em diante, os animais dos grupos DM apresentou sintomas de diabetes
tipicas, incluindo os niveis de glicose no sangue superior a 300 mg / dL, polidria e
polidipsia(TABELA 3).

‘Table 3- Glicernia e Peso corporal (BW)

Dl D4 D30 D&l
Groups/Day Glycemia BW Glycemia BW Glycemia BW Glycemia BV
(rog.dl1) (g (mg dr' (& (mg dl') (& (mg dr') (&
NDM+3 §9.1+41  392.0+23.0 23 k45 I03+500 | z2osDE 4347429 6 23049 8 472 7+20.0
DM+ B10+42 373023240 | 3205521% 33704240 | 510.5291.2% 31304240 | 4585x445%  304.0x15.8
NDM+RESV5 | 75.3:65 4000+51.4 | 223487 42274460 | 810410 46402632 | TRE+22  S00.7x510
WDM+RSVI0 | 91.0:80 3750133 T EET S AD6TE299 | #9370 45404398 58029 8 497 72437
WDM+RSV20 | 93.3:7.0 33532268 01 §458 40734230 | 0434153 454,030, 37 90 345 6 5507411 0%
DM4RIVS 93.3+7.0 33604356 | 32754280 3210442 | 55554620 3030155 | 4305422 7% 273044557
DM+RSTL0 905491 38932130 | 309.0£14% 330008 | sevo0x14®  s30x127) | a7eseEen® 31304353
DL+RSV20 §4.5+40 3420423 | 30904155 20204339 | 492.0+12%  256.0+22.6° | 522.04339%  241.0+381°

Tabela 3 — Peso e glicemia durante os 60 dias de tratamento. NDM+RSV5 (n&o diabético + resveratrol 5 mg.kg-
1), NDM+RSV10 (ndo diabético + resveratrol 10 mg.kg-1), NDM+RSV20 (ndo diabético + resveratrol 20 mg.kg-1),
DM+RSV5 (diabetico + resveratrol 5 mg.kg-1), DM+RSV10 (diabetico + resveratrol 10 mg.kg-1), DM+RSV20
(diabetico + resveratrol 20 mg.kg-1).

a Corresponde a p <0.001 when compared to to the same group in D1

b Corresponde a p <0.001when compared to NDM groups
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Curva de calibragao do resveratrol e dihidroresveratrol
A curva de calibracdo consistiu de cinco diferentes concentracdes, tanto para o

resveratrol, quanto para o dihidroresveratrol. As duas curvas de calibragcdo foram
construidas através de diferentes concentracdes, e suas respectivas areas sobre a
curva(AUC), obtidas atraves da espectrometria de massa. Para o resveratrol, a curva de
calibracdo contou com concentragbes de 0.1, 1.0, 10.0, 100.0, 200.0 mg.ml-1, com
equacdo daretade Y =174,1. X - 280,1 e r=0,9991.

Para o dihidroresveratrol, a curva de calibragdo contou com concentragdes de 0.1,
0.5, 1.0, 10.0, 100.0 mg.ml-1, com equacéo equacdo da reta de Y = 761,1. X - 155,1 e
r=0,9952.(Figura 12)

Curva de Cabibragin Fesveratrol Curva de Calibrag o Ditidroresveratrol
40000 20000 =
=0.9851 =0,95952
— e 14 . 201 - Y= 761.1%% - 155.1
g 20004 g 40000 4
= = o0,
IJ T T T T 1 EI T T 1
Kl 100 150 11l ] 50 1 Jall]
- 10000 - thieto gramsinl -20007 - mictog rarms/ il

Figura 12 (A) Curva de calibragdo do resveratrol. (B) Curva de calibragdo dihidroresveratrol.

1.1 Quantification of resveratrol and dihydroresveratrol
Quantificacdo de resveratrol (ug.ml-1) eliminados nas fezes de animais ndo paresentou

nenhuma diferenca significativa entre os grupos (Figura 4). O aumento nas doses de resveratrol
foi capaz de produzir niveis mais elevados de dihydroresveratrol em animais saudaveis e
diabéticos. No entanto, os grupos DM tratadas com resveratrol com baixos niveis de
dihydroresveratrol quando comparados com 0s animais saudaveis tratados com as mesmas
doses de resveratrol (FIGURA 13).
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Figura 13 Quantificagdo de resveratrol (A) e dihydroresveratrol (B). NDM + S (ndo-diabética+salina); NDM+RSV5
(resveratrol+ndo-diabética 5 mg.kg-1); NDM + RSV10 (ndo-diabética+resveratrol 10 mg.kg-1); NDM + RSV20
(ndo-diabético + resveratrol 20mg.kg-1); p <0,05 = *, P <0,01 ** = p <0,001 = ***,

Quantificacdo de A.muciniphila

A quantificacdo de A.muciniphila (célula log10 / g de fezes) demonstrou que o tratamento com
resveratrol foi capaz de aumentar a quantidade de bactéria nos grupos NDM + RSV5, NDM +
RSV20 quando comparado ao grupo NDM + S (p <0.001). Em animais diabéticos, grupos DM
+ RSV5 e DM + RSV10 apresenta um aumento significativo na populagédo A. Muciniphila em
relacdo ao DM + grupo S (p <0.001) (FIGURA 14).

Quantificacao de Bacteroidetes
A quantificacdo de Bacteroidetes (célula log10 / g de fezes) demonstrou que o tratamento com

resveratrol foi capaz de aumentar a quantidade de bactéria nos grupos NDM + RSV5, NDM +
RSV20 quando comparado ao grupo NDM + S (p <0.001). Em animais diabéticos, grupos DM
+ RSV10 e DM + RSV20 apresenta um aumento significativo na populagdo Bacteroidetes em
relagdo ao DM + grupo S (p <0.001) (FIGURA 15).
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Quantificacao de Prevotella
A quantificacdo de Prevotella (célula log10 / g de fezes) demonstrou que o tratamento

com resveratrol foi capaz de aumentar a quantidade de bactéria no grupo NDM + RSV20
quando comparado ao grupo NDM + S (p <0,001). Em animais diabéticos, grupos DM +
RSV10 e DM + RSV20 apresenta um aumento significativo na populacdo Prevotella em
relacdo ao DM + grupo S (p <0.001) (FIGURA 16).
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Figura 14 Quantificagio de A. muciniphila em animais
saudeveis e diabéticos: NDM + S (n3o-diabético + salina);
NDM + RSV5 (ndo-diabético + resveratrol 5 mg.kg-1); NDM +
RSV10 (nao-diabético + resveratrol 10 mg.kg-1); NDM +
RSV20 (ndo-diabético + resveratrol 20mg.kg-1); DM + S
(diabetico + salina); DM + RSV5 ( Diabetico + resveratro 5
mg.kg-1); DM + RSV10 (Diabetico + resveratrol 10 mg.kg-1);
DM + RSV20 (diabético + resveratrol 20mg.kg-1); p <0,05 = *.
P <0,01 ** = p <0,001 = ***,
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Figura 15 Quantificagdo de Bacteroidetes em animais
saudeveis e diabéticos: NDM + S (n3o-diabético + salina);
NDM + RSV5 (nao-diabético + resveratrol 5 mg.kg-1); NDM +
RSV10 (ndo-diabético + resveratrol 10 mg.kg-1); NDM +
RSV20 (ndo-diabético + resveratrol 20mg.kg-1); DM + S
(diabetico + salina); DM + RSV5 ( Diabetico + resveratro 5
mg.kg-1); DM + RSV10 (Diabetico + resveratrol 10 mg.kg-1);
DM + RSV20 (diabético + resveratrol 20mg.kg-1); p <0,05 = *.
P <0,01 ** = p <0,001 = ***,
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Figura 16 Quantificacdo de Prevotella muciniphila em
animais saudeveis e diabéticos: NDM + S (ndo-diabético +
salina); NDM + RSV5 (ndo-diabético + resveratrol 5 mg.kg-
1); NDM + RSV10 (n3o-diabético + resveratrol 10 mg.kg-1);
NDM + RSV20 (ndo-diabético + resveratrol 20mg.kg-1); DM +
S (diabetico + salina); DM + RSV5 ( Diabetico + resveratro 5
mg.kg-1); DM + RSV10 (Diabetico + resveratrol 10 mg.kg-1);
DM + RSV20 (diabético + resveratrol 20mg.kg-1); p <0,05 = *.
P <0,01 ** = p <0,001 = ***,
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Correlacdo entre A. Muciniphila, resveratrol e dihydroresveratrol
O teste Person mostrou correlacdo entre os niveis de A. Muciniphila e dihydoresveratrol.

Em animais saudaveis esta correlacdo foi positiva (r = 0.67), em animais diabéticos foi negativa
(r=-0.74). (FIGURA 17).

Correlacéo entre Bacteroidetes, resveratrol e dihydroresveratrol
O teste Person mostrou correlacédo entre os niveis de Bacteroidetes e dihydoresveratrol. Em

animais saudaveis esta correlacdo foi positiva (r = 0.73), em animais diabéticos ndo houve
correlagdo (r = 0.24). (FIGURA 18).

Correlagéo entre Prevotella, resveratrol e dihydroresveratrol
O teste Person mostrou correlacdo entre os niveis de Prevotella e dihydoresveratrol. Em

animais saudaveis esta correlacéo foi positiva (r = 0.80), em animais diabéticos foi positiva (r =
0.73). (Figura 19).
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Figura 17 Andlise Pearson - Correlagdo entre A. muciniphila e dihydroresveratrol em saudavel (A) e diabéticos (B)

animais.
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Figura 18 Andlise Pearson - Correlagdo entre Bacteroidetes e dihydroresveratrol em saudavel (A) e diabéticos (B)

animais.
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DISCUSSAO

O modelo de diabetes tipo 1 utilizado em nosso estudo foi baseada na literatura,
onde a mesma, demonstra que, apos a instalacdo da doenca hé reducdo da populacédo de
Bactérias instestinais comensalistas, seguido do aumento de disbiose intestinal. Estudos
demonstram que anteriormente e, apés adquirir a doenga, ha uma diferenca significativa
entre as biotas. Observa-se a diminuicdo de Bactérias importantes para a saude
intestinal, e o aumento de Bactérias transitorias, patogénicas ou nao. (TAI N. et al.,
2015; JING Y-H. et al. 2010; WIRTH R. et al., 2014)

Em nosso estudo, o tratamento com resveratrol ndo foi capaz de restaurar os
niveis glicémicos em animais diabéticos. O peso corporal dos animais diabéticos
também ndo foram alterado apds o tratamento com resveratrol, estes resultados estdo de
acordo com estudos anteriores. (BAGATINI, P. et al. 2014.; ATES, O. et al. 2007.;
KUMAR, A. et al. 2007.)

Em relacdo & modulacdo microbiana, observa-se que o resveratrol induz um
aumento ndo-linear da populagdo A. muciniphila em animais normais e diabéticos. Nao
ha nenhum estudo prévio na literatura sobre os efeitos do resveratrol sobre a populagéo
A. Muciniphila. Analisando os efeitos do resveratrol em outras Bactérias pro-bidticos é
possivel observar que as diferentes doses de resveratrol é capaz de produzir respostas
diferentes nesta populacdo microbiana (LARROSA, M. et al. 2009; QIAO, Y et al.
2014; ETEBERRIA, U. et al. 2015), apoiando dois conceitos: 1°-resveratrol e outros
compostos podem atuar em populacdes bacterianas especificas, 2°-resveratrol e outros
compostos podem apresentar uma resposta ndo linear em populagdes bacterianas. Em
nosso estudo, observamos um aumento na populacdo A. muciniphila em resposta néo-
linear, muito mais estudos sdo necessarios para entender a dindmica das col6nias de
Bactérias intestinais, e entender como A. muciniphila é afetado pelas mudancas na
microbiota, produzido pelo resveratrol e outros compostos.

Os aumentos na populacdo A. muciniphila, promovido pelo resveratrol reforca a
importancia deste composto, uma vez que esta bactéria apresenta uma acgdo preventiva em
disorders metabdlica. Um estudo prévio demonstra que, a administracdo de prebidticos
promove uma melhoria da satde intestinal correlacionada com um aumento na populagao de A.
muciniphila. (EVERARD, A. et al. 2013)
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Estudos apontam para importantes funcdes realizadas pela bacteria, tais como a
producdo de acidos graxos de cadeia curta (SCFA), que esta ligada as vias de estimulacdo de
insulina por aumento na producdo de peptide like glucagon (GLP-1). Além disso, esses SCFA
também teriam influencia no recrutamento de células do sistema imunologico.(LUKOVAC, S.
et al. 2014) Em resumo, 0s nossos resultados indicam que o resveratrol é capaz de aumentar
esta bactéria importante para a salde intestinal.

O filo das bacteroidetes tambem apresentou aumento de maneira ndo linear, apds a
administracdo de diferentes doses de resveratrol. Este aumento foi observado tanto em animais
diabeticos quanto em animais saudaveis. Estudos prévios demonstram o aumento do filo apds a
administracdo de resveratrol. Estes trabalhos apontam para a importancia do filo para a saude,
relacionando esta populacdo bacteriana com diversos beneficios, como melhora geral de
homeostasia metabolica e diminui¢do de processos inflamatérios intestinais. (QIAO, Y et al.
2014; ETEBERRIA, U. et al. 2015) Estes achados, vdo ao encontro de nossos resultados visto
que demonstramos 0 aumento da populacdo de bacteroidetes. O aumento do filo demonstra que
o resveratrol poderia ser utilizado, e tem potencial para a melhora da microbiota intestinal.

Os resultados relacionando o género prevotella, apresentaram algumas doses que
poderiam ser utilizadas, visto que ndo foi observado aumento significativo nestas. O aumento
nos niveis de prevotella, tanto em diabéticos, quanto em animais normais, ndo sdo consideradas
ideais, visto que estudos anteriores demonstram que a bactéria pode estar relacionada com
algumas doencas. Um estudo publicado por LUCKE, J. et al 2006 , demonstra a prevaléncia do
genero prevotella em casos de colite ulcerativa. O autor destaca que a bactéria poderia estar
associada com a patogénese da doenca. O trabalho de SHER, J. et al 2013, demonstra a a¢éo de
uma espécie especifica do género prevotella, p. copri, que associa-se com a patogénese da
artrite. O autor destaca que, a presenca da bactéria pode auxiliar na patogénese da doenca,
guando combinada com a predisposi¢do genética do individuo.

As concentragOes utilizadas no tratamento de ratos normais, 5 mg.kg-1 e 10mg.kg-1,
ndo apresentaram alteracdes significativas. Estas doses poderiam ser utilizadas para o efeito
prébiotico do resveratrol, ou seja, para 0 aumento dos niveis de outras Bactérias probioticas. Ja
em animais diabéticos, apenas a dose de 5mg/kg poderia se considerada.

A ndo linearidade demonstrada em nossos resultados em relacdo as Bactérias
poderia ser o fator pelo qual, alguns estudos que utilizam resveratrol alcancam

resultados divergentes em diferentes doses.
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Esta divergencia de resultados fica explicita nos seguintes resultados: o estudo
realizado por TIMMER, S. et al demonstrou os efeitos de uma suplementa¢cdo com 150
mg de resveratrol diarias, onde o mesmo traz beneficios parecidos aos de uma dieta
com restricdo caldrica em individuos obesos. Em contrapartida POULSEN, M. et al
2013. demonstram que, o tratamento com 500mg de resveratrol por 4 semanas, ndo €
capaz de produzir efeitos detectaveis em pessoas obesas.

Estes dois resultados exemplificam os diferentes resultados obtidos atraves de
diferentes doses de resveratrol. Mostrando que nem sempre 0 aumento de dose resulta
em maiores ou melhores efeitos.

Outra hipotese interessante € que o resveratrol poderia mudar o equilibrio da
microbiota, promovendo um aumento em algumas populacdes bacterianas. Essa hipotese é
apoiada por um estudo in vitro que analisa os efeitos do resveratrol em cepas bacterianas
intestinais de ratos e seres humanos, mostrando que esta polifenol aumentar a taxa de
crescimento de algumas Bactérias e inibir esta taxa em outros(JUNG, C. et al. 2009).

A alteracdo na microbiota produzida pelo resveratrol pode estar relacionada com a
diminuicdo da mobilidade de algumas Bactérias, apos a administracdo de resveratrol. Esta
reducdo da motilidade bacteriana resultaria inabilidade da bactéria em buscar nutrientes,
ocasionando a morte da bactéria. (WANG, W. et al. 2006)

O estudo realizado por CAI, H. et al 2015 apresenta de maneira mais clara o
quadro de ndo linearidade dose-resposta do resveratrol. Este trabalho demonstra que a
administracdo de doses diarias de 5mg pode ter maiores efeitos na supressdo tumoral
que a ingestdo de 1g diaria, em animais com cancer de colon retal.

Para nosso conhecimento, ndo h& estudos sobre a concentracdo de
dihidroresveratrol, nas fezes, em qualquer modelo de doenca. Os estudos sobre o
metabolito de resveratrol sdo, em geral, a cerca de farmacocinética (ROTCHES-
RIBALTA, M. et al. 2012) e metabolism(WANG. D. et al. 2011). Entretanto, ha
indicios de uma relacdo entre 0 metabolito e a microbiota, uma vez que um estudo
anterior, realizado em individuos saudaveis, mostra uma relacdo entre, a concentracédo
do metabolito do resveratrol e alteragdes na microbiota. (BODE, L. et al. 2013)

Nosso estudo € o primeiro a analisar a concentracdo deste metabolito, nas fezes, de
animais saudaveis e diabéticos. Observamos que animais saudaveis apresentam mais

dihidroresveratrol nas fezes do que ratos diabéticos. Como esperado, o aumento da dose de


http://diabetes.diabetesjournals.org/search?author1=Morten+M.+Poulsen&sortspec=date&submit=Submit
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resveratrol promove um aumento na concentracdo dihidroresveratrol, este aumento € mais
pronunciado em animais saudaveis.

Uma hipdtese para explicar esta pequena concentracdo de dihidroresveratrol em animais
diabéticos, em relacdo aos ratos saudaveis, € que a diabetes promove uma dishiose, reduzindo
algumas Bactérias da flora microbiana normal e aumentando a concentracdo de Bactérias
transitorias. Tendo em vista que o grupo de Bactérias responsaveis pelo metabolismo do
resveratrol em dihidroresveratrol ainda ndo sdo conhecidos, é possivel que o aumento da
populacédo de Bactérias transitorias poderia reduzir o metabolismo resveratrol.

NOs observamos que o aumento da concentracdo de metabodlitos de resveratrol €
positivamente correlacionado com a populagdo A. muciniphila, Bacteroidetes e Prevotella em
animais saudaveis. Nos animais diabéticos, estes mesmos pardmetros sdo negativamente
correlacionados com A. muciniphila, ndo correlacionado com Bacteroidetes e positivamente
correlacionado com o género Prevotella. Provavelmente, estes achados também estdo

relacionados com a diferente microbiota presente em animais saudaveis e diabéticos.

CONCLUSAO

Em suma, relatamos em nosso estudo que, o tratamento com resveratrol
promover alteracfes na microbiota. Demostramos o aumento de populag@es bactérianas
muito importantes para a satde intestinal, como: A. muciniphila, Bacteroidetes, em ratos

Wistar saudaveis e diabéticos, em resposta néo linear.
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