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4CL 4-cumarat CoA-ligasa

ABC Acronim de I'anglés ATP binding cassette
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APC Acrdnim de I'anglés adenomatous polyposis coli
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LPS Lipopolisacarid
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REsuM

El trans-resveratrol (frans-3,5,4’-trihidroxiestilbé) és un polifenol que es troba a diferents
components de la dieta amb propietats beneficioses per a la salut. Per aquesta rad, ha
estat considerat com un compost bioactiu i, recentment, com un nutracéutic. En el present
treball s’ha aprofundit en I'estudi d’aquest compost per tal de conéixer nous aspectes
metabolics i terapéutics del trans-resveratrol. En primer lloc, s’han estudiat els canvis que
pateix durant el seu transit intestinal aixi com el seu metabolisme a I'enterdcit al ser
administrat per via oral a la rata. S’ha demostrat que el trans-resveratrol és metabolitzat a
I'enterocit formant els seus conjugats glucuronid i sulfat. Aquests compostos retornen
majoritariament a la llum intestinal mitjangant les proteines transportadores ABC. El trans-
resveratrol no absorbit i que arriba a l'intesti gruixut és convertit en dihidroresveratrol per
accié de la microbiota que redueix el doble enlla¢ del trans-resveratrol. També el
dihidroresveratrol és conjugat i convertit en els seus respectius glucuronid i sulfat. Per
determinar aquests compostos, s’ha posat a punt una técnica per a la determinaci6 del
dihidroresveratrol a plasma per extraccié en fase solida i el resveratrol a contingut
intestinal mitjancant una extraccié liquid-liquid seguides de I'analisi per HPLC. Els
meétodes que s’han descrit s6n exactes, precisos i tenen recuperacions superiors al 95%.
En una segona part, s’ha posat a punt un model d’'induccié de cancer de colon en rata per
tal d’avaluar I'efecte del trans-resveratrol sobre les lesions preneoplastiques induides per
1,2-dimetilhidrazina. L’administraci6 de 60 mg/kg durant 49 dies, ha demostrat que el
trans-resveratrol, el sulfat, el glucurdnid i el dihidroresveratrol es troben en el contingut
intestinal i que es produeix una reduccié del 52% dels focus de criptes aberrants i del
45% dels focus amb deplecid6 de mucines. S’observa una correlacié directa entre la
disponibilitat del trans-resveratrol a colon i la reducci6 de les lesions preneoplastiques. A
continuacié s’ha fet un estudi de la biodisponibilitat en ratolins modificats genéticament
que no expressen la glicoproteina P (Mdr1a™) i, per ultim, en ratolins sense la breast
cancer resistance protein (Bcrp1”), comparant-la amb la dels ratolins control. Els resultats
indiquen similar biodisponibilitat en els controls i Mdr1a” mentre que es modifica en els
ratolins Berp1” indicant que aquestes proteines contribueixen en I'absorcié i la distribucié
del trans-resveratrol i els seus derivats. Finalment, s’ha desenvolupat un model
farmacocinétic per al trans-resveratrol i els seus conjugats glucuronid i sulfat seguint una
aproximacié poblacional. EI model que millor descriu les concentracions plasmatiques en
rata vincula els models bicompartimentals del trans-resveratrol, del glucuronid i del sulfat.
Aquest model és robust i capa¢ de predir adequadament les concentracions
plasmatiques, possibilitant aixi la planificacié de futurs estudis PK-PD per tal d’establir la

contribucié relativa dels conjugats en I'eficacia del trans-resveratrol.



RESUMEN

El trans-resveratrol (frans-3,5,4 '-trihidroxiestilbeno) es un polifenol que se encuentra en
diferentes componentes de la dieta con propiedades beneficiosas para la salud. Por
consiguiente, ha sido considerado como un compuesto bioactivo y, recientemente, como
un nutracéutico. En el presente trabajo se ha profundizado en el estudio de este
compuesto para conocer nuevos aspectos metabdlicos y terapéuticos del trans-
resveratrol. En primer lugar, se han estudiado los cambios que sufre durante su transito
intestinal asi como su metabolismo en el enterocito al ser administrado por via oral en la
rata. Se ha demostrado que es metabolizado en el enterocito formando glucurénido y
sulfato, que vuelven mayoritariamente a la luz intestinal mediante las proteinas
transportadoras ABC. El trans-resveratrol no absorbido y que llega al intestino grueso es
convertido en dihidroresveratrol por accion de la microbiota que reduce el doble enlace
alifatico. También el dihidroresveratrol es conjugado y convertido en sus respectivos
glucurénido y sulfato. Para determinar estos compuestos, se ha puesto a punto una
técnica para la determinacién del dihidroresveratrol en plasma mediante una extraccion
en fase sélida y el resveratrol en el contenido intestinal mediante una extraccion liquido-
liquido seguidas del andlisis por HPLC. Los métodos son exactos, precisos y tienen
recuperaciones superiores al 95%. En una segunda parte, se ha puesto a punto un
modelo de induccién de cancer de colon en rata para evaluar el efecto del trans-
resveratrol sobre las lesiones preneoplasicas inducidas por 1,2-dimetilhidrazina. La
administracion de 60 mg/kg durante 49 dias, ha demostrado que el frans-resveratrol, el
sulfato, el glucurénido y el dihidroresveratrol se encuentran en el contenido intestinal y
que se produce una reduccién del 52% de los focos de criptas aberrantes y del 45% de
los focos con deplecion de mucinas. Se observa una correlacion directa entre la
disponibilidad del trans-resveratrol en colon y la reduccion de las lesiones preneoplasicas.
A continuacion se ha realizado un estudio de la biodisponibilidad en ratones modificados
genéticamente que no expresan la glicoproteina P (Mdr1a™) y, por ultimo, en ratones sin
la breast cancer resistance protein (Bcrp1”), comparandola con la de los ratones control.

/-

Los resultados indican similar biodisponibilidad en los controles y Mdr1a™ mientras que

se modifica en los ratones Bcrp1”

indicando que estas proteinas contribuyen en la
absorcion y la distribucién del frans-resveratrol y sus derivados. Finalmente, se ha
desarrollado un modelo farmacocinético para el trans-resveratrol y sus conjugados
glucurénido y sulfato siguiendo una aproximacion poblacional. EI modelo que mejor
describe las concentraciones plasmaticas en rata vincula los modelos bicompartimentales
del trans-resveratrol, del glucurénido y del sulfato. Este modelo es robusto y capaz de
predecir adecuadamente concentraciones plasmaticas, posibilitando asi la planificacién
de futuros estudios PK/PD para establecer la contribucién relativa de los conjugados en la

eficacia del trans-resveratrol.



SUMMARY

trans-Resveratrol (trans-3,5,4'-trihydroxystilbene) is a polyphenol found in several
components of the diet with beneficial health properties. Therefore, it has been considered
a bioactive compound, and most recently as a nutraceutical. This work has studied this
compound in-depth to meet new therapeutic and metabolic aspects of trans-resveratrol.
Firstly, we evaluated the changes that occur during intestinal transit and metabolism in the
enterocyte when it is orally administered in the rat. It has been shown that trans-
resveratrol is metabolized in the enterocyte forming its glucuronide and sulfate conjugates
that mostly return back into the intestinal lumen by ABC transporters. Unabsorbed trans-
resveratrol reaches the large intestine where microbiota converts this polyphenol in
dihidroresveratrol by the reduction of the double bond. Dihidroresveratrol is also
conjugated in its glucuronide and sulfate in the intestine. To determine these compounds,
a technique has been developed to determine dihidroresveratrol in plasma by a solid
phase extraction and frans-resveratrol in the intestinal content by a liquid-liquid extraction
followed by HPLC analysis. The methods are accurate, precise with recoveries exceeding
95%. Secondly, a model of colon cancer in rats has been developed to evaluate the effect
of trans-resveratrol on preneoplastic lesions induced by 1,2-dimethylhydrazine. The
administration of 60 mg/kg for 49 days has shown that trans-resveratrol, its sulfate and
glucuronide, and dihidroresveratrol are found in the intestinal content and produce a
reduction of 52% of aberrant crypt foci and 45% of mucin-depleted foci. There is a direct
correlation between the availability of frans-resveratrol in the colon and the reduction of
preneoplastic lesions. Afterward a study of the bioavailability has been carried out in
genetically modified mice lacking P-glycoprotein (Mdr1a”) and in knockout mice for breast
cancer resistance protein (Bcrp1”) as compared with that in wild-type mice. The results
indicate similar bioavailability in controls and Mdr1a” mice while it is altered in Berp1”
mice indicating that these transporters contribute to the absorption and distribution of
trans-resveratrol and its metabolites. Finally, we have developed a pharmacokinetic (PK)
model for frans-resveratrol and its glucuronide and sulfate conjugates following a
population PK approach. A three-linked two-compartment model was built for frans-
resveratrol, glucuronide and sulfate which describes the plasmatic concentration profile in
rat. This model is robust and able to accurately predict plasmatic concentrations, thus
enabling future PK/PD studies to establish the relative contribution of the combined

efficiency of trans-resveratrol.



