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RESUMO 

 

 Os estudos sobre resveratrol têm aumentado de forma notável nos últimos anos. 

Este aumento está diretamente relacionado com a versatilidade do composto, 

popularmente conhecido em decorrência aos benefícios do vinho. Contiguo ao 

resveratrol, outro assunto crescente na comunidade científica é a microbiota e sua 

possível modulação através de compostos com ação prebiótica. Sabendo-se que o 

resveratrol ainda não tem um mecanismo de ação consolidado e, que grande 

quantidade do composto fica retida no trato gastrointestinal. O presente trabalho 

avaliou a influência da ingestão de resveratrol e, seu metabólito, dihidroresveratrol, em 

populações bactérianas especificas. Para a indução 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 diárias de 5, 10 e 20 mg.kg-1. A quantificação 

dos metabólitos de resveratrol foi realizada através de UPLC-MS / MS (Ultra-

Performance Liquid Chromatography-lectrospray Tandem Mass Spectrometry). A 

quantificação da A. muciniphila, Bacteroidetes e Prevotella ocorreu através de qPCR 

(Reaction Polimerase Chain). O estudo demonstrou aumento na população de A. 

muciniphila, Bacteroidetes e Prevotella tanto em ratos normais, quanto em animais 

diabéticos trados com resveratrol. Este aumento demonstrou uma resposta não linear. 

O metabólito apresentou uma produção dependente da dose, no entanto, foi observado 

um aumento significativo nos animais saudáveis em relação aos ratos diabéticos. 

Observaram-se também diferentes correlações entre as Bactérias e o metabolito do 

resveratrol em animais saudáveis e diabéticos. Em suma, o presente estudo demonstra 

que o tratamento com resveratrol promove alterações na microbiota. Foi observado 

aumento de populações bacterianas importantes para a saúde intestinal, como: A. 

muciniphila, Bacteroidetes, em ratos Wistar saudáveis e diabéticos, de maneira não 

linear. 

 

 

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

MS/MS, qPCR 
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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 qPCR 

(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 significantIt 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, 

qPCR. 
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INTRODUÇÃO 
 

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, doenças inflamatórias, hipertenção, alergias e infecções fúngicas. (SIEMANN 

et al 1992, JUAN ME et al 2002 )  

 Atualmente, sabe-se que o resveratrol tem como estrutura base estilbenóide, na qual 

tem uma conformação estrutural 3,5,4′-trans-trihidroxi estilbeno (FIGURA 1), ou 

simplesmente chamado de trans-resveratrol. Esta estrutura consiste de dois anéis fenólicos 

ligados a uma olefina.  A produção do resveratrol em produtos naturais depende de uma série 

de fatores de cultivo, como clima e a maturidade do fruto. O resveratrol é produzido por 

plantas em resposta à agressão de microorganismos, o que o classifica como uma fitolexina. 

(ZAMORA-ROS, R.  et al. 2008, BODE, L. M.  et al 2013, PANTUSA, M 2014)  

 

 

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 atenção em 1997, quando 

um estudo demonstrou seu potencial anticarcinogênico in vitro ( FRANCIOSO, A.  et al. 

2014). Este estudo, realizado com linhagens de células de câncer de mama (MCF-7), revelou 

ação dose-dependente do resveratrol, diminuindo a proliferação 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 ação do resveratrol e, seu 

real efeito biológico ainda não foi elucidado, apenas propostas de mecanismos são feitas 

acerca do polifenol.  Dentre elas, a via das sirtuinas mostra-se uma proposta relativamente 

valida ate o momento. A ação antienvelhecimento do resveratrol vem sendo relacionada ao 

seu controle em SIRT-1, sabendo que esta possui efeitos diretos no metabolismo celular, 

indução de morte celular, processos de diferenciação e proliferação (MICHAN, S et al 2007).  

 Um fator polêmico sobre as supostas vias e efeito do resveratrol envolve sua 

baixa biodisponibilidade. Esta tem sido alvo de grande discussão entre os grupos de 

pesquisa envolvidos. Um estudo publicado por WALLE, T. et al. 2004, demonstrou a 

baixa biodisponibilidade(BD) do resveratrol e seu rápido declínio na concentração 

plasmática. Neste estudo, o polifenol marcado com carbono 13 foi administrando por 

duas vias, intravenosa (E.V), e via oral. Paralelo à baixa BD, o estudo presenciou 

metabólitos do resveratrol no plasma e intestino, havendo uma rápida metabolização 

hepática e intestinal. Os metabólitos hepáticos se mostraram sulfatados e 

glicuronizados, enquanto os metabólitos intestinais apresentou hidrogenação olefinica 

(FIGURA 2). Este grande nível de metabolitos presentes no plasma apresenta rápida 

produção, fazendo com que a quantidade de resveratrol ingerido, não seja representada 

de maneira fiel na corrente sanguínea. 

 

. 

 

Figura 2 Diferença entre a estrutura do resveratrol (à esquerda) e dihidroresveratro (à direita)l. Pode se notar a 

hidrogenação da transolefina na estrurura do dihidroresveratrol. (CARDILE, V.  et al.2005 ) 

 
 

 

 

 Além da questão da biodisponibilidade, os estudos vêm demonstrando 

divergências em relação à eficácia do resveratrol, onde o principal fator limitante da 
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resposta é a dose administrada. As populações utilizadas, humanos ou animais, 

demonstraram diferentes respostas frente ao tratamento com resveratrol. Um artigo de 

revisão publicado por VISIOLI 2014 descreve o resveratrol como um “fiasco”, após 

expor uma série de estudos onde o polifenol não apresenta efeito, principalmente em 

humanos. Em contrapartida, um estudo publicado por PARK et al. 2015 demonstra 

opinião diferente. Neste trabalho o autor destaca o grande número de estudos 

publicados nos últimos anos, os quais demonstram o resveratrol com grande potencial 

em relação a seus efeitos biológicos. O autor ainda, atenua as críticas em relação às 

diferentes respostas in vivo, e defende que não foi encontrada uma dose adequada e 

ideal para o composto. 

 Devido a esta controvérsia, algumas hipóteses vêm sendo apresentadas, dentre elas, a 

de que cerca de 42% do resveratrol ficaria acumulado no trato gastrointestinal, como descrito 

por QUEIPO-ORTUÑO et al. 2012 Esta retenção gástrica poderia estar agindo na modulação 

da população microbiana, servindo  como substrato para as Bactérias intestinais. Alguns 

estudos sobre modulação microbiana e o resveratrol já foram publicados. Estes estudos 

demonstram a ação do polifenol sobre a microbiota e o ambiente intestinal. O estudo, 

publicado por QIAO et al. 2014 demonstrou o aumento de Bactérias comensalistas, 

probioticas, e a melhora de parâmetros como redução da inflamação do tecido adiposo, e 

diminuição do peso corporal de animais submetidos à dieta hipercalórica(HFD). O estudo 

demonstrou, ainda, a melhora da taxa de Bacterioides-Firmicutes, e a inibição do crescimento 

de Enterococcus Faecalis, bactéria encontrada em casos de disbiose. 

 Outro estudo que relaciona o resveratrol à microbiota, foi o realizado por LARROSA 

et al. 2009Este trabalho demonstrou também um aumento de bactérias próbioticas, em 

modelos de colite, e a diminuição de bactérias relacionadas a disbiose causada pela doença. 

Uma hipótese 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 secundários. 

O dihidroresveratrol (3,4',5-trihydroxybibenzyl), metabolito do resveratrol gerado pelas 

bactérias, esta presente em uma série de trabalhos, os quais pesquisam metabolitos hepáticos e 

microbianos. O estudo de BODE et al. 2013, analisou os metabólitos do resveratrol 

produzidos nas fezes, correlacionando com os níveis de bactéria. O dihidroresveratrol esteve 

presente em fezes de humanos saudáveis, após a ingestão de resveratrol. Outra abordagem 

para o metabólito, é o estudo de farmacocinética realizado por ROTCHES-RIBALTA et al. 

2012, em humanos, demonstrando a produção do metabólito pelas bactérias intestinais, após a 

ingestão de vinho tinto e extrato de uva. O trabalho de WANG et al. 2006, apresenta o 
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metabolismo de um análogo do resveratrol, o piceid(Reservatrol-3-β-mono-D-glucoside). Este 

composto análogo detem a mesma característica, após ser metabolizado pelas Bactérias 

intestinais, formando o dihidro-piceid. 

Microbiota 

 A microbiota consiste de um microambiente encontrado naturalmente em mamíferos; 

acredita-se que contenha cerca de 5000 espécies de Bactérias e 1014 microrganismos/ml. 

Dentre as espécies presentes no trato gastrointestinal (TGI), o filo com maior predominância é 

o 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).   

 

Figura 3 Quantidade e gêneros bacterianos ao longo do trato gastro intestinais. 

(MOWAT. AND AGACE 2014) 

 

 

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

visto que há uma troca de benefícios, entre Bactérias e o sistema. Esta partilha de beneficios 
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resultaria em uma proteção e produção de nutrientes essenciais para o hospedeiro (GOMES, 

A. et al 2014). A microbiota intestinal é relativamente estável, tendo como fatores de 

alteração o pH, a temperatura, a baixa tensão de oxigênio, o substrato nutricional (açúcares 

complexos), fontes de carbono e os peptídeos antimicrobianos gerados por bactérias ou 

células intestinais. (PAMER, E. et al 2014)  A microbiota tem sido estudada ultimamente 

como um intermediário entre a dieta e doenças metabólicas como diabetes tipo 1 e 2(WEN, L.  

et al. 2011), síndrome metabólica (DUMAS, M.  et al 2006) e doença celíaca 

(INRNACULADA N. et al. 2007).  No entanto, outras desordens têm sido associadas à 

microbiota, bem como, a alterações e desordens comportamentais, como o autismo e 

depressão. Estudos demonstraram que uma microbiota disbiótica pode exercer um papel 

potencial na depressão, com o aumento de bactérias da espécie oscilobacteria. Esta bactéria 

estaria envolvida na produção de ácido valérico, um análogo do Ácido Gama Aminobutirico 

(GABA), estando envolvida na ativação da via inibitória no SNC, levando a quadros 

depressivos. (NASERIBAFROUEI, A.  et al. 2014) Em indivíduos com autismo, foi 

constatada uma maior depleção fecal de aminoácidos precursores de neurotransmissores 

essenciais para a saúde mental, como triptofano, treonina, glutamato dentre outros ( DE 

ANGELIS, M.  et al.  2013). 

 

 

Papel das Bactérias  

 

A grande diversidade de bactérias que reside no intestino, em seu perfil normal, exerce 

diferentes funções, as quais estão diretamente ligadas ao seu caráter comensalista. Estas 

bactérias, por sua vez, acabam trazendo benefícios ao ambiente intestinal e metabólico, 

protegendo o estado metabólico normal do corpo. Dentre elas estão depósitos de nutrientes 

essenciais para o crescimento e diferenciação de células epiteliais, estímulo do sistema imune, 

degradação de componentes não digestivos da dieta, equilíbrio da quantidade de bactérias 

intestinais e produção de compostos necessários para o organismo, bem como a vitamina A 

(KNIGHT, D. et al. 2003) .   Um dos principais compostos produzidos pelas bactérias, são os 

acidos graxos de cadeia curta (SCFA). Estes têm sido designados como possíveis agentes 

imunomoduladores, além de auxiliar no  controle de secreção de insulina. Dentre os 

principais,SCFA, estão o butirato, propionato e acetato. O papel imunomodulador dos SCFA 

esta associado à expressão gênica, através de sua ligação aos receptores acoplados à proteína 
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G (GPR41 e 43). Esta ligação auxilia na sinalização de células como os neutrófilos, ajudando 

no recrutamento de outras células imunes. A relação de SCFA com as GPR 41 tende a auxiliar 

na modulação do peptídeo GLP-1(glucagon like peptide-1), o que melhora os índices de 

secreção 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 o mesmo 

parece auxiliar na inibição de HDAC em células do colon, exercendo papel nos processos 

energéticos das células. Por outro lado, o acetato e o propionato parecem exercer papel nos 

tecidos, principalmente no fígado, onde servem de substrato para a gliconeogênese e 

lipogênese (VALENTINA T. et al. 2012). 

 

Outro componente gerado por bactérias no intestino são as substâncias 

antimicrobianas, que ajudam a manter uma homeostasia positiva probiótica. Este processo 

ajudaria a combater as bactérias patogênicas transitórias presentes no meio ( KNIGHT, D. et 

al. 2003, PICARD, C.  et al. 2005) . A degradação de mucina pode também contribuir para a 

saúde intestinal. Quando há a quebra proteolitica da mucina, poros são formados na camada 

mucosa.  Esta rede de poros fica repleta de produtos de degradação da mucina, como 

componentes orgânicos. Estes nutrientes acabam sendo utilizados pelas bactérias para suporte 

energético (PELASEYED, T.  et al. 2014, KNIGHT, D. et al. 2003). 

Além destas funções importantes para a saúde intestinal e fisiológicas, as bactérias 

exercem um papel crucial na produção de energia, ao passo que as enzimas humanas não 

digerem alguns componentes da dieta. Produtos como celulose, xilanas e amido são 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 

próprios, relacionados à defesa do organismo contra microorganismos patogênicos. A barreira 

primária de proteção a todos estes danos sofridos pelo organismo é o muco. Este consiste de 

uma substância visco elástica encontrada durante todo trato intestinal, variando em sua 

quantidade ao longo do intestino (FIGURA 4). (JOHANSSON, M. et al. 2011). 

 

 

 

 

http://www.nature.com/nature/journal/v489/n7415/full/nature11552.html#auth-1
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 regiões funcionais do epitélio, em relação a 

sua defesa. Nesta região estão localizadas as “Penath Cells”. Estas células estão envolvidas na 

secreção de substâncias de defesa ,bem como, lizosimas e defensinas. As Penath Cells estão 

envolvidas também na atividade estimulatória 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 abundância 

no colon, são as “Goblet Cell”. Estas células estão envolvidas, mais especificamente, na 

produção de muco. A mucina é o componente primordial do muco, que consiste de uma 

região proteica, e outra região glicosídica. (PELASEYED, T.  et al. 2014; MOWAT, A. et al. 

2014; CLEVERS, H. et al 2013)  

As Goblets Cells e as Penath Cells têm papel importante na proteção mucosa, 

enquanto que as Goblets Cells liberam muco constantemente próximo às criptas, há um 

influxo intestinal de componentes antimicrobianos. Os ATPs ficam embebidos na camada 

mucosa, e auxiliar na eliminação de bactérias transitórias (FIGURA 5) ( MOWAT, A. et al 

2014). 
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Figura 5 Estrutura e composição epitelial no intestino delgado (à esquerda)  

e colon (à direita). (MOWAT. AND AGACE 2014) 

 

 

 

Diabetes tipo 1 

 O diabetes mellitus tipo 1 ( DM1) é uma doença conhecida por sua dependência 

àinsulina, ocasionada pela morte seletiva das células -pancreáticas. Estas células são  

especializada na produção de insulina. O DM1 aparece normalmente na infância, quando  há 

uma predisposição genética, associada a múltiplos fatores como viroses, dieta, peso corporal, 

dentre outros. Estes fatores, associados à predisposição genética, pode acabar induzindo a 

autoimunidade das células -pancreáticas, levando a sua destruição total, ou parcial ( 

ONKAMO P. et al. 1999; GREEN A. et al. 2001; PIROT P. et al. 2008).  

 Esta desordem crônica, de incidência global, apresentou um aumento em meados dos 

anos 90, quando a incidência aumentava 2,8% ao ano. No Brasil, há uma incidência de 7,6 

pessoas com DM1 a cada 100.000 indivíduos.( SIMA A. et al. 2010; FERREIRA S. et al. 

1993; ABRIU N. et al. 2002)  
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Para a indução padrão ouro de diabetes tipo 1, utiliza-se a injeção intraperitoneal de 

estreptozotocina (STZ). Este composto caracteriza-se como um agente indutor de DM1. 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 -pancreáticas produtoras de 

insulina, nas ilhotas de Langerhans. Seus efeitos tóxicos são causados pela diminuição dos 

níveis de nicotinamida adenina dinucleotídeo (NAD+) e formação de radicais livres 

intracelulares, ocasionando quebra nas cadeias de DNA. (SCHNEDL W. et al. 1994; 

SHAFRIR E. 1997)  

 

Relação da diabetes tipo 1 e microbiota 

 

O diabetes tipo 1, diferentemente do diabetes tipo 2,  compreende a desordem de 

dependência da insulina, ocorrendo via destruição das células pancreáticas encontradas nas 

ilhotas de Langerrans.  Esta destruição está relacionada com a imunidade inata e adaptativa, 

onde há geração de autoanticorpos (GOMES, A. et al. 2014; ENDESFELDER, D.  et al. 

2014). 

Muitos estudos vêm tentando demonstrar a relação 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; TATTOLI, I.  et al. 2012 ) . Esta relação entre diabetes tipo 1 e microbiota ainda não 

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 hábitos de vida 

pouco saudáveis, acabam gerando alterações na barreira microbiana, levando à destruição da 

barreira mucosa protetora. Esta alteração mucosa é iniciada através da mudança da população 

bacteriana. Após a mudança de bactérias comensalistas por transitórias, começa um  processo 

inflamatório que acaba danificando o epitélio. Este dano compromete a produção de muco e a 

integridade da barreira epitelial. Após a perda da integridade intestinal, o transporte de 

microorganismos patogênicos e endotoxinas, como LPS, torna-se mais acessível aos tecidos 

(FIGURA 6) (GOMES, A. et al 2014; VIEIRA, S. et al. 2014) . 
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Figura 6 Desestabilização das “tigh junctions”, entre as células epiteliais, resultante do processo de disbiose. 
(VALENTINA TREMAROLI AND FREDRIK BÄCKHED, 2012) 

 
 

 

 

Estudos demonstraram que o aumento de LPS bacteriano, junto ou independente de 

uma dieta não balanceada, rica em gordura, está diretamente envolvido nos processos de 

desordens metabólicas. Estas se caracterizam por aumento de citocinas pró-inflamatórias, 

aumento do peso corporal, resistência à insulina, aumento de gordura subcutânea e intra-

abdominal, triglicerídeos e aumento da média de captação de energia ingerida, contribuindo 

para a desordem metabólica no diabetes tipo 2 e influxo de componentes antigênicos. Este 

ultima, tem como consequência, o favorecimento da autoimunidade em diabetes tipo 1 

(GOMES, A. et al. 2014). 

Esta permeabilidade de antígenos patogênicos ocorreria através da instabilidade das 

Tight Junctions (junções ocludentes) entre as células epiteliais. (BROWNLEE, L. A.  et al. 

2007;  GOMES, A. et al. 2014) A inflamação ocasionada no DM1 pode estar ligada à 

fisiopatologia do processo inflamatório relacionado à permeabilidade de LPS bacteriana. A 

liberação de lipopolisacarídeos (LPS) por bactérias Gram-negativas no trato gastrointestinal 

tem consequências chave no papel inflamatório em diversas desordens metabólicas. Após sua 

entrada na corrente sanguínea, o LPS se liga em receptores de superfície de membrana, 

chamados toll-like receptors (TLR), mais especificamente o receptor TLR4. Esta classe de 

receptores, pertencente a uma grande família de receptores TLR, a qual é responsável 

principalmente por participar da resposta inflamatória. Estão presentes principalmente em 

http://www.nature.com/nature/journal/v489/n7415/full/nature11552.html#auth-1
http://www.nature.com/nature/journal/v489/n7415/full/nature11552.html#auth-2
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células do sistema imune, como monócitos e neutrófilos, mas também pode ser encontrado em 

adipócitos e células epiteliais.  Esta família de recpeptores pertence a um grupo de receptores 

designados PAMP’s, (Padrões Moleculares Associados a Patógeno), onde podemos encontrar 

também o conjunto designado NOD (domínio de oligomerização de ligação de nucleotídeos), 

os quais são intracelulares. Em analogia aos TLR’s, que respondem a LPS de bactérias, os 

NOD respondem mais especificamente aos peptideoglicano bacteriano, desencadeando, 

assim, sua ação pró-inflamatória. O grupo dos NOD está presente em células epiteliais e 

células do sistema imune como linfócitos, macrófagos e células dendríticas. Neste grande 

grupo de células, que expressam os PAMP’s, por sua vez, é promovida a ativação da proteína 

pró-inflamatória NF-, a qual regula a expressão gênica em diversas ocasiões, bem como, 

respostas inflamatórias em diversos tecidos (CASTRO-FARIA-NETO, H. et al. 1997; 

GOMES, N. E.  et al. 2010; MÓNICA ANDREWS et al. 2012) .  Estes mecanismos de ação 

(processos inflamatórios) afetariam diretamente a microbiota, alterando a permeabilidade 

epitelial intestinal, reduzindo o número de bactérias comensalistas e diminuindo a camada 

mucosa. Isto ocasionaria  agressão as células pancreáticas, possibilitando também a formação 

de autoanticorpos, o que estaria envolvido na diabetes tipo 1 ( BROWNLEE, L. A.  et al. 

2007, GOMES, A. C.  et al. 2014, ABT, M.  et al. 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 está 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 ingestão de um 

coquetel da bactéria A. muciniphila, melhora consideravelmente os índices de LPS, 

responsável por desencadear respostas inflamatórias. Junto à redução de LPS, foi observada 

uma redução no peso de ratos induzidos a obesidade. QIAO, Y.  et al., demonstraram que, 

pré-bióticos tendem a melhorar  os índices da bactéria, reduzindo assim, a massa corporal e o 

LPS plasmático.   O estudo realizado por EVERARD A. et al. , demosntrou os baixos níveis 

de A. muciniphila presentes em ratos induzidos a obesidade. Em contrapartida, os ratos que 

ingeriram prébioticos, apresentaram altos níveis da bactéria. Este aumento de A. muciniphila 

mostrou-se inverso ao declínio de marcadores inflamatórios expressos e receptores no fígado 
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(MyD88, IL-1R), tecido adiposo (CD11c) e intestinais (TRL-4 e IL-1). A correlação se 

mostra positiva em relação ao aumento de massa muscular e negativamente com a diminuição 

do ganho de peso. 

Um estudo recente mostrou um possível mecanismo de ação da metformina em 

relação à microbiota. Neste estudo a A. muciniphila mostra-se pronunciadamente aumentada, 

após a ingesta do medicamento. Outro parâmetro a ser levado em consideração foi o aumento 

de células goblets nas criptas intestinais. A elevação no numero de células intestinais, sugere 

primeiro aumento no grupo de células produtoras de muco, seguido de um aumento das 

bactérias degradadoras de muco. O estudo demonstrou ainda, melhora nas populações de 

bactérias probióticas. ( SHIN N. et al. 2014)  

Em um estudo realizado com cranbarry, rico em polifenois, utilizando ratos obesos 

como modelo. Observa-se que, os parâmetros bioquímicos e inflamatórios apresentam 

melhoraras junto ao perfil microbiano, dos ratos tratados. O estudo demonstra ainda, o 

aumento considerável na quantidade de A. muciniphila, em relação ao controle. (ANHÊ F. F. 

et al. 2014)  

 

 

Bacteroidetes 

 

 

O filo das Bacteroidetes está entre os três mais abundantes na microbiota intestinal. 

Junto com o filo Firmicutes e ActinoBactérias, estes compõem cerca de 80% das Bactérias 

intestinais. As bacteroidetes apresentam como principal gênero, e mais abundante, as 

bacteroides. Este gênero exerce funções extremamente importantes na fisiologia intestinal. 

Colonizando todas as diferentes partes do TGI, apresentando resistência ao pH, nutrientes e 

disponibilidade de oxigênio ( WHITMAN W. et al. 1998).  Este gênero tem como uma de suas 

atribuições a produção de butirato, além disso está envolvida no metabolismo de ácidos 

biliares ( KIM Y. et al. 2007). 

As bacterioidetes também são responsáveis pela degradação de carboidratos 

complexos, como N-glicanos e sulfato de condroitina. (SALYERS A. et al. 1977). Outra 

contribuição do filo das bacteroidetes é a ativação 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 gênero de bactéria presente no intestino, advinda do filo das 

bacteroidetes.( SCHER, J. et al. ; ZAURA E. et al.  2009) 

Apesar de estar fortemente associada à microbiota oral, mais especificamente na 

região subgengival. (ZAURA E. et al.  2009) Os estudos sobre a bactéria divergem em 

relação ao seu impacto na microbiota intestinal. Muitos estudos apontam a Prevotella como 

uma das Bactérias associadas ao desequilíbrio microbial em obesos. (ZHANG H. et al 2009)  

A  Prevotella  apresenta-se aumentada em indivíduos com artrite reumatoide, como descrito 

por  SCHER, J. et al. 2013, e seus níveis relacionando-se com o progresso da doença.   

 Ha também uma divergência em relação à associação da Prevotella em relação aos 

processos inflamatórios. Estudos publicados não chegam a um veredito sobre a participação 

da prevotella nos processos inflamatórios, e sua ação como bactéria não próbiotica. 

(SCHWIERTZ A. et al. 2010; ZHANG H. et al. 2009; MANICHANH C. et al. 2006)  



 

OBJETIVO 
 

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

gerados pelas Bactérias, após o tratamento com resveratrol, em modelo de ratos DM1.  

 

  

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 

 Sintetizar o metabólito dihidroresveratrol, para a utilização como padrão. 

 Caracterizar o metabólito, dihidroresveratrol, através de RMN, UV e MS, após a 

síntese do composto; 

 Identificar e quantificar as Bactérias através da técnica de PCR-RT, do filo 

Bacteróide, do gênero Prevotella, e a espécies Akkermansia misciniphil, nas fezes de 

ratos após o tratamento. 

 Indentificar e quantificar o resveratrol e dihidroresveratrol pela microbiota, ao final do 

tratamento, por HPLC e MS, nas fezes após o tratamento; 

 Correlacionar às quantidades de dihidroresveratrol, com as Bactérias presentes nas 

fezes dos ratos diabéticos e não diabéticos tratados. 

 



JUSTIFICATIVA 
 

A microbiota tem chamado atenção da comunidade científica atualmente, muito em 

virtude de seu impacto fisiológico e seu potencial modulador. Novas abordagens na literatura 

buscam modular a microbiota intestinal, com o objetivo de proporcionar à biota um ambiente 

equilibrado. Tendo em vista que o resveratrol não tem ainda um mecanismo de ação 

consolidado, decidimos testar este polifenol frente à microbiota. A hipótese do resveratrol 

modular a população bacteriana intestina, ganha força com a grande quantidade de estudos 

publicados, os quais demonstram que compostos ricos em polifenóis exercem efeito 

modulador sobre a microbiota. Outro indicio que o resveratrol poderia estar atuando na 

microbiota, é o metabolito gerado pelas Bactérias intestinais, após metabolizar o resveratrol. O 

dihidroresveratrol é um metabolito gerado pelas Bactérias intestinais e seu monitoramento 

junto à microbiota é de total importância para o estudo. 

Em nosso trabalho, decidimos monitorar a ação do resveratrol frente à 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 metabólicos quando seus níveis encontram-se aumentados. O 

gênero Prevotella, foi selecionado como bactéria disbiotica, para demonstrar o comportamento 

de uma bactéria não benéfica.  

Nosso estudo visa observar os efeitos do resveratrol frente a algumas populações de 

Bactérias intestinais. Este resultado será acompanhado das concentrações do metabólito 

gerado pelas Bactérias, os quais serão posteriormente analisados. Ressaltamos que esta 

pesquisa é de grande relevância ao passo que a microbiota necessita de agentes moduladores, e 

o resveratrol ainda não detem um mecanismo de ação consolidado. 
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MATERIAIS E MÉTODOS 

 

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 laboratório 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 qPCR SuperMix UDG-(Invitrogen). Os primers foram obtidos a partir Sintese 

Biotecnologia Ltda. A análise de massa e cromatográfica, 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 

Falcão Bio-Engineering (Pequim, China) e apresentaram> 99% de pureza (confirmado por 

cromatografia líquida de alta eficiência) (SOUTO A. et al.2001) . Todos os outros produtos 

químicos usados eram de qualidade de reagente analítico. 

 

SINTESE DO DIHIDRORESVERATROL 

 

 A reação de hidrogenação 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 superfície de contato para o hidrogênio. A seguir, foi 

adicionado 50ml de EtOH, na qual, serviu como solvente para reação. O hidrogênio foi 

adicionado posteriormente a uma pressão de 30 PSI, após a saturação com a pressão 

adequada, o reator foi mantido sob agitação continua durate 12 horas, em temperatura 

ambiente.   

 A reação foi acompanhada através de cromatografia camada delgada (CCD). O 

produto obtido foi filtrado, em seguida foi evaporado em rotavapor. Após a evaporação, foi 

utilizado filtros 0,4m, 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 caracterização da molécula, foi primeiramente realizada uma análise em 

ultravioleta. Esta analise serviu para a distinção 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 análise, foi realizada uma alicuota de 10 ml 

do produto de síntese. Para esta alicuota foi utilizado acetonitrila 30% v/v, e o produto foi 

diluído até a concentração de 10 ppm. Analise ocorreu em aparelho Paker Elmer de 

ultravioleta, onde foi realizado o scaneamento total, na faixa UV, para ver onde o composto 

tem sua maior absoção. 

 

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 parâmetros de 

MS/MS, ou seja, as energias de colisão, e a faixa de massa, foram otimizadas utilizando o 

software Mass Hunter Otimizer com interface ao aparelho. Para a distinção entre a massa do 

produto de partida, o resveratrol, e o produto final, foi utilizado um padrão de resveratrol 

(Merck). A massa dos íons moleculares foi obtida através do primeiro quadropolo do 

aparelho. Os fragmentos foram obtidos aprtir do segundo quadropolo, onde, obtínhamos um 

aumento na especificidade da análise. Para determinação do íon molecular foi utilizado 

analise de massa, full sacn, em total íon chromatography (TIC). Os fragmentos, ou seja, os 

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

 

Massa do resveratrol: 230  Íon molecular: 229-  Fragamentos: 229/123  -  229/81; 

Massa do dihidroresveratrol: 228 Íon molecular: 227-  Fragmentos: 227/185 – 227/142; 

 

Após a otimização, os fragmentos seram comparados com os relatos de fragmentos já 

encontrados na literatura. Para a realização da análise, foi utilizado acetonitrila 30% v/v, e o 

produto foi diluído até a concentração de 10 ppm.  
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RMN (Ressonacia magnética nuclear) 

 

 A amostra sintetizada foi submetida a analise de ressonância magnética nuclear, em 

um espctometro, Bruker 500 MHz. A amostra foi dissolvida em metanol deuterado, em 

seguida, a solução foi analisada em RMN de hidrogênio e carbono 13, em frequência de 

500MHz. A quantidade de amostra utilizada para realização da solução foi 10mg do produto 

sintetizado. 

ANIMAIS 

 

 Trinta e seis ratos Wistar machos, obtidos a partir do Centro de Reprodução Animal e 

Experimentação (CREAL) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), foram 

utilizados com idades entre 12 semanas no início do experimento. Os ratos foram alojados em 

grupos de três animais por gaiola, mantidos sob condições padrão com livre acesso a comida e 

água, 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 comitê de ético animal da mesma instituição (protocolo número 21878). 

DESENHO DO ESTUDO  

 

 Os animais foram aleatoriamente divididos em oito grupos, como se segue: ratos não 

diabéticos tratados com solução salina: NDM + S (não-diabético + solução salina, n = 6); 

ratos não diabéticos tratados com três doses diferentes de resveratrol (mg por kg de peso 

corporal): NDM + RSV5 (não-diabética+resveratrol 5 mg.kg-1, n = 4); NDM + RSV10 (não-

diabética+resveratrol 10 mg.kg-1, n = 4); NDM + RSV20 (não-diabética+resveratrol 20 

mg.kg-1, n = 4), os ratos diabéticos tratados com solução salina: DM + S (diabética+soro, n = 

6); ratos diabéticos tratados com três doses diferentes de resveratrol: DM + RSV5 

diabética+resveratrol 5 mg.kg-1; n = 4); DM + RSV10 (diabética+resveratrol 10 mg.kg-1, n = 

4); DM + RSV20 (diabético+resveratrol 20 mg.kg-1, n = 4)(TABELA 2). Todos os grupos 

foram utilizados para as análises de PCR. Nas análises de metabolitos, apenas os grupos que 

receberam o composto foram incluídos na análise. 
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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 manhã, uma vez por dia, durante 30 dias. O resveratrol foi solubilizada 

em solução 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 só receberam volumes iguais de solução salina a 

0,9%. O resveratrol foi armazenada a 5 ° C em um frasco de âmbar, ao abrigo da luz. O peso 

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

 

 

INDUÇÃO AO DIABETES TIPO 1 

 

 

 Após um período de jejum durante a noite (6 horas), a diabetes foi induzida por uma 

única injecção intraperitoneal (ip), a injecção de STZ (65 mg, kg-1 de peso do corpo) diluído 

em tampão de 0,1 M de citrato de sódio (veículo), pH 4,5. Os ratos não diabéticos receberam 

uma quantidade equivalente de tampão de citrato de sódio. Após 72 h, os níveis de glicose no 

sangue colhido a partir da cauda dos ratos foram medidos com um glucómetro portátil (On 

Call Além disso, ACON Laboratories, EUA). Apenas os animais com níveis de glicose no 

sangue> 300 mg.dL-1 e sintomas de poliúria e polidipsia foram considerados diabéticos e 

foram selecionados para este estudo. Durante a experiência, os níveis de glicose no sangue de 

todos os animais foram observados em quatro momentos diferentes: D1 (antes da injecção ip 

de STZ e / ou veículo), D4 (72 h após a injecção ip), D30 e D60 (FIGURA 7). 
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Figura 7 Cronologia do processo de indução, tratamento e coleta das fezes. 
 

 

 

 

COLETA DAS FEZES 

 

 A coleta de fezes foi realizada no último dia de tratamento. A coleta foi 

realizada em frascos esterilizados e âmbar para evitar a degradação e de isomerização 

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

 

EXTRAÇÃO DO REVERATROL E METABÓLITOS DO RESVERATROL 

 

 O método envolve a extracção dos solventes orgânicos tetra-hidrofurano, metanol e 

acetonitrilo (30%), em iguais proporções. Foram utilizados 50 mg de amostra fecal a partir de 

cada grupo experimental, Foi adicionando  800 ul da mistura dos solventes, e  submetido a 

agitação em vortex durante 5 minutos. Após 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 três 

extracções, evaporou-se utilizando nitrogenio gasoso. O conteúdo foi filtrado através de um 

filtro de PVDF de 0,22 m injectável em UPLC-MS / MS. 
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Detecção 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 L do DNA extraído foram utilizados num 

volume total de 25L de mistura de PCR platina SYBR Green qPCR SuperMix UDG-

(Invitrogen). A amplificação qPCR foi realizado na plataforma LightCycler (Roche, 

Alemanha) e a confirmação do fragmento amplificado foi feita por análise de curvas de   

fusão. As especificidades dos primers (TABELA 1) para a detecção de Bactérias foram 

avaliadas pelo programa de pesquisa BLAST. O controle negativo (cloreto de sódio a 0,9%) e 

os controlos positivos (de acordo com o desenho oligosequence a sequência dos iniciadores) 

foram usadas em cada qPCR. 

 

 

 

Tabela 1– Primers, (F)Faward- Iniciação, (R)Revarse- Reverso; 

 
 

 

ANÁLISE 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 electropulverização ionização negativa e monitoramento de 

vários reação dos íons de transição. As separações cromatográficas 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 ácido fórmico (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 injeção das amostras foi de 5 l no UPLC. 

Mass Spectrometry 

 

 A voltagem capilar foi de 2500V, o fluxo de gás nebulizador foi de 10 L / min a 

uma pressão de 35 psi e a uma temperatura de 300 ° C. Em relação aos parâmetros de 

MS / MS, as energias de colisão foram optimizadas usando o software de Massa 

Hunter Otimizer em interface ao dispositivo. No resveratrol, a energia de colisão foi de 

14 V para a transição 227> 185 (quantificador) e 20 V para 227> 142,2 (qualifier). No 

dihidroresveratrol metabólito da energia de colisão foi de 10 V para a transição 

229/123 (quantificador) e 22 V para 229> 81,0 (qualifier). Foi utilizada como um 

padrão interno trans- resveratrol [13-C6] como quantificador e qualificador. A 

quantificação do resveratrol e dihidroresveratrol foi gerado através do gráfico de TIC 

(Cromatografia total Ion) em que MRM (monitoramento de reações múltiplas) será o 

método usado para demonstrar as transições, designando a transição quantificador. 

 

ESTATÍSTICA 

 

 Para análise estatística foi usada a análise de variância de duas vias (ANOVA) seguida 

do pós-teste de Tukey para identificação de possíveis diferenças significativas entre os 

grupos, considerando significativo p <0,05. Os dados foram expressos como média ± desvio 

padrão. Para correlação entre o resveratrol e dihidroresveratrol com as Bactérias, foi utilizado 

o teste de correlação de Pearson. As análises serão realizadas através do software GraphPhad 

Prism 5 

 

 

 



 

 
Tabela 2 - Desenho do Estudo 



RESULTADOS 

Caracterização da sintese do dihidroresveratrol 

RMN 

1H NMR (MeOD, 500 MHz): 2.651 (m,  H1), 2.756(m, H2), 6.076 (t, H4′), 6,117 (d, H-2′ e H-

6′), 6,657(d, 2H’’ e 6H’’),  6,651(d, H3’’ e 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) 

 

 
Figura 8 A figura (A) e (B), demonstram os espectros de RMN, destacando cada região 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 absorção de comprimento de onda 

maximo, esta absorção foi diferente da constatada no produto de partida. O scaneamento do 

produto dihidroresveratrol, demonstrou absorção 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. 

 

 
Figura 9 Espectro de ultravioleta, espectro do metabolite dihidroresveratrol(A) e solução 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 utilização da fragmentação 

através do CID, foi utilizado para o aumento da especificidade dos compostos. Os compostos 

demonstraram fragmentos de 185- e 143-, para o 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 íon molecular do dihidroresveratrol(A) e resveratrol(B). 

 

 
Figura 11 TIC(A)- Destacando os picos cromatograficos do dihidroresveratrol(pico1) e resveratrol(pico2). MRM- 

Destaque da quantificação atraves das areas , designando os ions quantificadores e qualificadores do 
dihidroresveratrol(B,C) e resveratrol(D,E). 
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Modelo de indução a diabetes tipo 1 

 Os animais relativos aos grupos diabeticos, apresentaram indução após um 

período de 4 dias, onde o D1 foi relativo a injeção de STZ. Somente os animais  com 

niveis sanguineos de >300 mg.dL-1 e sintomas de poliuria e polidipsia foram 

considerados diabeticos e selecionados para o estudo.  Todos os animais induzidos 

apresentaram sintomas característicos da doença, sendo estes poliuria, polidipsia, além 

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

 

Glicemia e peso corporal 

 No dia 1 (D1), não houve diferença 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 

típicas, incluindo os níveis de glicose no sangue superior a 300 mg / dL, poliúria e 

polidipsia(TABELA 3).  

 

 

 
Tabela 3 – Peso e glicemia durante os 60 dias de tratamento. NDM+RSV5 (não diabético  + resveratrol 5 mg.kg-
1), NDM+RSV10 (não diabético + resveratrol 10 mg.kg-1), NDM+RSV20 (não 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 calibração do resveratrol e dihidroresveratrol 

 A curva de calibração consistiu de cinco diferentes concentrações, tanto para o 

resveratrol, quanto para o dihidroresveratrol. As duas curvas de calibração foram 

construidas através de diferentes concentrações, e suas respectivas areas sobre a 

curva(AUC), obtidas atraves da espectrometria de massa. Para o resveratrol, a curva de 

calibração contou com concentrações de 0.1, 1.0, 10.0, 100.0, 200.0 mg.ml-1, com 

equação da reta de Y = 174,1. X - 280,1 e  r=0,9991. 

 Para o dihidroresveratrol, a curva de calibração contou com concentrações de 0.1, 

0.5, 1.0, 10.0, 100.0 mg.ml-1, com equação equação da reta de Y = 761,1. X - 155,1 e 

r=0,9952.(Figura 12) 

 

 

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

 
 

1.1 Quantification of resveratrol and dihydroresveratrol 

 Quantificação de resveratrol (g.ml-1) eliminados nas fezes de animais não paresentou 

nenhuma diferença significativa entre os grupos (Figura 4).  O aumento nas doses de resveratrol 

foi capaz de produzir níveis mais elevados de dihydroresveratrol em animais saudáveis e 

diabéticos. No entanto, os grupos DM tratadas com resveratrol com baixos níveis de 

dihydroresveratrol quando comparados com os animais saudáveis tratados com as mesmas 

doses de resveratrol (FIGURA 13).  
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Figura 13 Quantificação de resveratrol (A) e dihydroresveratrol (B). NDM + S (não-diabética+salina); NDM+RSV5  
(resveratrol+não-diabética 5 mg.kg-1); NDM + RSV10  (não-diabética+resveratrol 10 mg.kg-1); NDM + RSV20 
(não-diabético + resveratrol 20mg.kg-1); p <0,05 = *, P <0,01 ** = p <0,001 = ***. 

 

Quantificação de A.muciniphila 

A quantificação 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 população A. Muciniphila em 

relação ao DM + grupo S (p <0.001) (FIGURA 14). 

 

Quantificação de Bacteroidetes 

A quantificação 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 população Bacteroidetes em 

relação ao DM + grupo S (p <0.001) (FIGURA 15). 
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Quantificação de Prevotella  

 A quantificação 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 população Prevotella em 

relação ao DM + grupo S (p <0.001) (FIGURA 16).  

 

 

 

 

 

Figura 14 Quantificação de A. muciniphila em animais 
saudeveis e diabéticos: NDM + S (não-diabético + salina); 
NDM + RSV5  (não-diabético + resveratrol 5 mg.kg-1); NDM + 
RSV10  (não-diabético + resveratrol 10 mg.kg-1); NDM + 
RSV20 (não-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 Quantificação de Bacteroidetes em animais 
saudeveis e diabéticos: NDM + S (não-diabético + salina); 
NDM + RSV5  (não-diabético + resveratrol 5 mg.kg-1); NDM + 
RSV10  (não-diabético + resveratrol 10 mg.kg-1); NDM + 
RSV20 (não-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 = ***. 

 

Figura 16 Quantificação de Prevotella muciniphila em 
animais saudeveis e diabéticos: NDM + S (não-diabético + 
salina); NDM + RSV5  (não-diabético + resveratrol 5 mg.kg-
1); NDM + RSV10  (não-diabético + resveratrol 10 mg.kg-1); 
NDM + RSV20 (não-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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Correlação entre A. Muciniphila, resveratrol e dihydroresveratrol 

O teste Person mostrou correlação entre os níveis de A. Muciniphila e dihydoresveratrol. 

Em animais saudáveis esta correlação foi positiva (r = 0.67), em animais diabéticos foi negativa 

(r = -0.74). (FIGURA 17). 

Correlação entre Bacteroidetes, resveratrol e dihydroresveratrol 

O teste Person mostrou correlação entre os níveis de Bacteroidetes e dihydoresveratrol. Em 

animais saudáveis esta correlação foi positiva (r = 0.73), em animais diabéticos não houve 

correlação (r = 0.24). (FIGURA 18). 

 

Correlação entre Prevotella, resveratrol e dihydroresveratrol 

O teste Person mostrou correlação entre os níveis de Prevotella e dihydoresveratrol. Em 

animais saudáveis esta correlação foi positiva (r = 0.80), em animais diabéticos foi positiva (r = 

0.73). (Figura 19). 

 
Figura 17 Análise Pearson - Correlação entre A. muciniphila e dihydroresveratrol em saudável (A) e diabéticos (B) 

animais. 

 

 

 

 



67 

 

 

Figura 18 Análise Pearson - Correlação entre Bacteroidetes e dihydroresveratrol em saudável (A) e diabéticos (B) 
animais. 

 

 
Figura 19 Análise Pearson - Correlação entre Prevotella e dihydroresveratrol em saudável (A) e diabéticos (B) 
animais. 
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DISCUSSÃO 

 

 O modelo de diabetes tipo 1 utilizado em nosso estudo foi baseada na literatura, 

onde a mesma, demonstra que, após a instalação da doença há redução da população de 

Bactérias instestinais comensalistas, seguido do aumento de disbiose intestinal. Estudos 

demonstram que anteriormente e, após adquirir a doença, há uma diferença significativa 

entre as biotas. Observa-se a diminuição de Bactérias importantes para a saúde 

intestinal, e o aumento de Bactérias transitórias, patogênicas ou não. (TAI N. et al., 

2015; JING Y-H. et al. 2010; WIRTH R. et al., 2014)  

 Em nosso estudo, o tratamento com resveratrol não foi capaz de restaurar os 

níveis glicêmicos em animais diabéticos. O peso corporal dos animais diabéticos 

também não foram alterado após o tratamento com resveratrol, estes resultados estão de 

acordo com estudos anteriores. (BAGATINI, P. et al. 2014.; ATES, O. et al. 2007.; 

KUMAR, A. et al. 2007.) 

 Em relação à modulação microbiana, observa-se que o resveratrol induz um 

aumento não-linear da população A. muciniphila em animais normais e diabéticos. Não 

há nenhum estudo prévio na literatura sobre os efeitos do resveratrol sobre a população 

A. Muciniphila. Analisando os efeitos do resveratrol em outras Bactérias pro-bióticos é 

possível observar que as diferentes doses de resveratrol é capaz de produzir respostas 

diferentes nesta população microbiana (LARROSA, M. et al. 2009; QIAO, Y et al. 

2014; ETEBERRIA, U. et al. 2015), apoiando dois conceitos: 1º-resveratrol e outros 

compostos podem atuar em populações bacterianas específicas, 2º-resveratrol e outros 

compostos podem apresentar uma resposta não linear em populações bacterianas. Em 

nosso estudo, observamos um aumento na população A. muciniphila em resposta não-

linear, muito mais estudos são necessários para entender a dinâmica das colônias de 

Bactérias intestinais, e entender como A. muciniphila é afetado pelas mudanças na 

microbiota, produzido pelo resveratrol e outros compostos. 

 Os aumentos na população A. muciniphila, promovido pelo resveratrol reforça a 

importância deste composto, uma vez que esta bactéria apresenta uma ação preventiva em 

disorders metabólica. Um estudo prévio demonstra que, a administração de prebióticos 

promove uma melhoria da saúde intestinal correlacionada com um aumento na população de A. 

muciniphila. (EVERARD, A. et al. 2013) 
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 Estudos apontam para importantes funções realizadas pela bacteria, tais como a 

produção de ácidos graxos de cadeia curta (SCFA), que está ligada as vias de estimulação de 

insulina por aumento na produção de peptide like glucagon (GLP-1). Além disso, esses SCFA 

também teriam influencia no recrutamento de células do sistema imunológico.(LUKOVAC, S. 

et al. 2014)  Em resumo, os nossos resultados indicam que o resveratrol é capaz de aumentar 

esta bactéria importante para a saúde intestinal.  

 O filo das bacteroidetes tambem apresentou aumento de maneira não linear, após a 

administração de diferentes doses de resveratrol. Este aumento foi observado tanto em animais 

diabeticos quanto em animais saudaveis. Estudos prévios demonstram o aumento do filo após a 

administração de resveratrol. Estes trabalhos apontam para a importancia do filo para a saude, 

relacionando esta população bacteriana com diversos beneficios, como melhora geral de 

homeostasia metabolica e diminuição de processos inflamatórios intestinais. (QIAO, Y et al. 

2014; ETEBERRIA, U. et al. 2015) Estes achados, vão ao encontro de nossos resultados visto 

que demonstramos o aumento da população 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 gênero prevotella, apresentaram algumas doses que 

poderiam ser utilizadas, visto que não foi observado aumento significativo nestas. O aumento 

nos níveis de prevotella, tanto em diabéticos, quanto em animais normais, não são consideradas 

ideais, visto que estudos anteriores demonstram que a bactéria pode estar relacionada com 

algumas doenças. Um estudo publicado por LUCKE, J. et al 2006 , demonstra a prevalência do 

genero prevotella em casos de colite ulcerativa. O autor destaca que a bactéria poderia estar 

associada com a patogênese da doença. O trabalho de SHER, J. et al 2013, demonstra a ação de 

uma espécie especifica do gênero prevotella, p. copri, que associa-se com a patogênese da 

artrite. O autor destaca que, a presença da bactéria pode auxiliar na patogênese da doença, 

quando combinada com a predisposição genética do individuo.  

 As concentrações utilizadas no tratamento de ratos normais, 5 mg.kg-1 e 10mg.kg-1, 

não apresentaram alterações significativas. Estas doses poderiam ser utilizadas para o efeito 

prébiotico do resveratrol, ou seja, para o aumento dos níveis de outras Bactérias próbioticas. Já 

em animais diabéticos, apenas a dose de 5mg/kg poderia se considerada. 

 A não linearidade demonstrada em nossos resultados em relação às Bactérias 

poderia ser o fator pelo qual, alguns estudos que utilizam resveratrol alcançam 

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 suplementação com 150 

mg de  resveratrol diárias, onde o mesmo traz benefícios parecidos aos de uma dieta 

com restrição calórica em indivíduos obesos. Em contrapartida  POULSEN, M. et al 

2013. demonstram que, o  tratamento com 500mg de resveratrol por 4 semanas, não é 

capaz de produzir efeitos detectáveis em pessoas obesas. 

 Estes dois resultados exemplificam os diferentes resultados obtidos atraves de 

diferentes doses de resveratrol. Mostrando que nem sempre o aumento de dose resulta 

em maiores ou melhores efeitos.   

 Outra hipótese interessante é que o resveratrol poderia mudar o equilíbrio da 

microbiota, promovendo um aumento em algumas populações bacterianas. Essa hipótese 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 alteração na microbiota produzida pelo resveratrol pode estar relacionada com a 

diminuição da mobilidade de algumas Bactérias, após a administração de resveratrol. Esta 

redução 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 não linearidade dose-resposta do resveratrol. Este trabalho demonstra que a 

administração de doses diarias de 5mg pode ter maiores efeitos na supressão tumoral 

que a ingestão de 1g diaria, em animais com cancer de colon retal. 

 Para nosso conhecimento, não há estudos sobre a concentração de 

dihidroresveratrol, nas fezes, em qualquer modelo de doença. Os estudos sobre o 

metabolito de resveratrol são, em geral, a cerca de farmacocinética (ROTCHES-

RIBALTA, M. et al. 2012) e metabolism(WANG. D. et al. 2011). Entretanto, há 

indícios de uma relação entre o metabolito e a microbiota, uma vez que um estudo 

anterior, realizado em indivíduos saudáveis, mostra uma relação entre, a concentração 

do metabolito do resveratrol e alterações na microbiota. (BODE, L. et al. 2013) 

 Nosso estudo é o primeiro a analisar a concentração deste metabolito, nas fezes, de 

animais saudáveis e diabéticos. Observamos que animais saudáveis 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 concentração dihidroresveratrol, este aumento é mais 

pronunciado em animais saudáveis. 

 Uma hipótese para explicar esta pequena concentração de dihidroresveratrol em animais 

diabéticos, em relação aos ratos saudaveis, é que a diabetes promove uma disbiose, reduzindo 

algumas Bactérias da flora microbiana normal e aumentando a concentração de Bactérias 

transitorias.  Tendo em vista que o grupo de Bactérias responsáveis pelo metabolismo do 

resveratrol em dihidroresveratrol ainda não são conhecidos, é possível que o aumento da 

população de Bactérias transitorias poderia reduzir o metabolismo resveratrol. 

 Nós observamos que o aumento da concentração de metabólitos de resveratrol é 

positivamente correlacionado com a população A. muciniphila, Bacteroidetes e Prevotella em 

animais saudáveis. Nos animais diabéticos, estes mesmos parâmetros são negativamente 

correlacionados com A. muciniphila, não correlacionado com Bacteroidetes e positivamente 

correlacionado com o gênero Prevotella. Provavelmente, estes achados também estão 

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

     

CONCLUSÃO 

 

 Em suma, relatamos em nosso estudo que, o tratamento com resveratrol 

promover alterações na microbiota. Demostramos o aumento de populações bactérianas 

muito importantes para a saúde intestinal, como: A. muciniphila, Bacteroidetes, em ratos 

Wistar saúdaveis e diabéticos, em resposta não linear. 
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