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Resumen

TiTULO

Determinacion de compuestos polifendlicos y triterpénicos de la Olea europaea L. en plasma
humano y de rata por cromatografia liquida de alta eficacia acoplada a espectrometria de

masas.
RESUMEN

La aceituna contiene como componentes minoritarios, compuestos polifendlicos y
triterpénicos de los cuales se ha descrito su capacidad antioxidante, cardioprotectora y
antitumoral, entre otras. Los objetivos de este trabajo han consistido en desarrollar un
método de extraccion conjunta de polifenoles (hidroxitirosol, tirosol y oleuropeina) y
triterpenos pentaciclicos (acidos maslinico, oleandlico y ursélico; eritrodiol y uvaol) en
plasma para su posterior determinaciéon por HPLC-MS asi como la validacién del método vy,
posterior verificacion al administrar aceitunas a ratas. Para la optimizacién de la extraccidn
liquido-liquido se han evaluado diferentes solventes (metanol-etanol, 1:1; metanol 100%;
acetato de etilo y acetonitrilo) y la acidificaciéon (dcido acético y fosfdrico). Los mejores
resultados se han obtenido utilizando acetato de etilo sin acidificar. La validacion ha indicado
que el método es lineal (R > 0,99), sensible, preciso (CV < 15%), exacto, con una
recuperacién superior a 92% y sin efecto matriz. Al administrar un homogenado de aceitunas
a ratas y extraer muestras de sangre a las 4 h, se han cuantificado unas concentraciones
plasmaticas de 8,7 nM de hidroxitirosol; 10,9 nM de tirosol; 40,4 nM de acido maslinicoy 3,9
nM de acido oleandlico. En conclusidn, el método desarrollado cumple los requisitos para

ser utilizado en futuros estudios farmacocinéticos.
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11 LA ACEITUNA

La aceituna es el fruto del olivo (Olea europaea L.), una drupa comestible de sabor amargo,
conformada por un epicarpio fino (piel), un mesocarpio carnoso y oleoso (pulpa), y un
endocarpio pedregoso (hueso) que contiene la semilla. Las aceitunas y en especial el aceite
de oliva, constituyen uno de los componentes mas caracteristicos de la dieta mediterranea.
En Espafia hay mas de 260 variedades de aceitunas, cultivandose distintos tipos de olivos
que se adecuan al clima y a la tierra. Entre las variedades mas conocidas de aceitunas en el
pais se encuentran la Manzanilla, Hojiblanca, Marfil, Gordal, Carrasquefia, Cacerefa,

Castellana, Arbequinas, Empeltre, Picual, entre otras.

La composicion promedio de la aceituna incluye un 50% de agua, 22% de lipidos, 19,1% de
carbohidratos, 1,6% de proteinas, 5,8% de celulosa, entre 1- 3% de compuestos minoritarios
y 1,5% de sustancias inorgdnicas (1). Contienen en menor proporcién minerales como el
sodio, calcio, potasio, magnesio, hierro, fésforo y yodo, asi como vitaminas del grupo B y

liposolubles como la pro-vitamina A y vitamina E.
1.2 BIOACTIVOS FUNCIONALES Y SUS BENEFICIOS PARA LA SALUD

Existe evidencia del efecto protector de los derivados del olivo frente a enfermedades
asociadas al dafio oxidativo, como las enfermedades cardiovasculares y el cancer (2-6); este
efecto protector ha sido esencialmente atribuido a su contenido de &acidos grasos
monoinsaturados y a sus componentes minoritarios. Esta fraccidn minoritaria contiene
aproximadamente 230-250 compuestos, dentro de los cuales se encuentran los polifenoles y

los triterpenos pentaciclicos (7).
1.2.1 Polifenoles

Los compuestos fendlicos de las plantas son metabolitos secundarios sintetizados y
secretados en situaciones de estrés. Estos compuestos confieren importantes caracteristicas
sensoriales a las aceitunas y ejercen efectos significativos a nivel nutricional, fisioldgico y
farmacoldgico en el organismo por medio de la regulacién de vias asociadas con la

inflamacidn, la respuesta enzimatica y su capacidad de actuar sobre el estrés oxidativo (1).
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Se han identificado 36 estructuras distintas de compuestos fendlicos en las aceitunas (8),
siendo las principales clases los dacidos fendlicos, alcoholes fendlicos, secoiridoides,

flavonoides y lignanos (1).

La oleuropeina es el principal componente

0
HﬂmH ?ODEH-" fendlico presente en las aceitunas y es la
OH N
- o
OH

responsable del sabor amargo de los frutos
verdes o no procesados (9). Pertenece a los

) secoiridoides, los cuales son compuestos
Oleuropeina

que se encuentran asociados con sélo unas

m pocas especies de plantas comestibles.
HO OH HO OH

Este grupo fendlico se caracteriza por la
OH

Hidroxitirosol Tirosol presencia de 4&acido elendlico o sus

- - . derivados en su estructura molecular (10).
Figura 1.1. Estructura quimica de los principales

polifenoles de las aceitunas. A partir de la hidrdlisis de la oleuropeina se

genera el hidroxitirosol o 3,4-dihidroxifeniletanol, que junto con el tirosol son los principales
alcoholes fendlicos que se encuentran en las aceitunas y se caracterizan por presentar un

grupo hidroxilo unido a un grupo hidrocarburo aromatico (Figura 1.1).

Se han realizado numerosos estudios in vitro e in vivo para evaluar los efectos bioldgicos de
los polifenoles, utilizando aceite de oliva o polifenoles aislados, pero no aceitunas. Entre los
principales efectos encontrados estan su capacidad antioxidante, antiinflamatoria,

neuroprotectora, anticancerigena y cardioprotectora (8,11-13).
1.2.2 Triterpenos

Los triterpenos pentaciclicos son compuestos especialmente abundantes en los frutos vy las
hojas del olivo. Se consideran fitoalexinas, es decir, metabolitos secundarios secretados por
el arbol como mecanismo de defensa frente a determinadas agresiones (14); los mas
abundantes son el acido maslinico y el acido oleandlico, seguidos por un alcohol llamado
eritrodiol y, en menor cantidad, el acido ursdlico y el uvaol (Figura 1.2), que son mas

caracteristicos de las hojas del olivo (15,16).

Estos compuestos se sintetizan a partir del escualeno, a través de la via citoplasmatica del

acetato/mevalonato. Los triterpenos no esteroideos se forman por diversas reacciones de
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ciclacion del escualeno que da lugar a dos tipos de compuestos, la a-amirina y la B-amirina.
La primera es hidroxilada a uvaol y, posteriormente, oxidada a acido ursélico. Por otro lado,
la B-amirina, es hidroxilada dando lugar al eritrodiol, que es el alcohol del acido oleandlico.
Este a su vez, es el precursor del acido maslinico que se obtiene por adicién de un grupo

hidroxilo al dcido oleandlico en la posicién 2 (17).

En los ultimos afios, se ha producido un incremento en el interés de la comunidad cientifica
para estudiar estos compuestos gracias a sus efectos beneficiosos para la salud como su
capacidad antitumoral, antidiabético, antiviral, cardioprotector y neuroprotector, entre

otros (18,19,14).

Acido ursélico

Acido maslinico Acido oleanélico

HO..

HO

Eritrodiol

HO

Figura 1.2. Estructura quimica de los principales triterpenos pentaciclicos de las aceitunas.

13 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICACIA ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE
MASAS

Para el analisis de los compuestos fendlicos y los triterpenos de la aceituna presentes en
plasma, se ha empleado la cromatografia liquida de alta eficacia acoplada a espectrometria

de masas.

La cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) permite separar compuestos de una muestra
en un tiempo relativamente corto (Figura 1.3). El proceso se basa en un liquido en
movimiento constante (fase movil), el cual transporta la muestra hacia una columna rellena
de un componente sdlido (fase estacionaria), la cual estd compuesta por un material poroso

donde se establecen interacciones de diferente medida con los compuestos de la muestra
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provocando la separacion de los mismos y la salida de la columna a diferentes tiempos
(tiempo de retencién). Una vez separados los compuestos, son analizados por medio de un
sistema de deteccidn. El detector se encuentra a continuacién de la columna y su funcién es

indicar la presencia y cantidad del analito que sale de la columna a lo largo del tiempo.

El HPLC puede ser acoplado a un espectrémetro de masas (HPLC-MS); el cual, suministra
informacidn sobre la masa molecular de los iones resultantes de los analitos de una muestra.
Su fundamento esta basado en la conversién de los componentes de una muestra en iones
gaseosos que se separan en funcidén de su relacién masa/carga. Para esto, la muestra que
sale del HPLC junto con la fase movil, entra en la fuente de ionizacién y tiene lugar la
ionizacion de los compuestos. Los iones formados ingresan en el analizador y se separan en
funcion de su relacién masa/carga. Finalmente, el detector cuantifica los iones que

previamente se han seleccionado y envia la informacion al sistema acoplado al HPLC-MS.

Como resultado se obtiene un grafico denominado cromatograma, en el cual aparecen
diferentes picos a un tiempo determinado. La identificacidon de los compuestos se realiza a
través del tiempo de retencidon y la relacion masa/carga (m/z); los cuales son especificos para

cada analito. La cuantificacidn se realiza integrando las areas de los picos cromatograficos.

Columna Qi Q2 Q3
cromatografica - [ ’ [
; - = FIAT 9.4 ST
(—=\\ - (] ) ¢ = il ¥ 09 aCaalo ok °
‘ \ ’__11 Ill YR 9 A .
Wi &
" R, v et —
[ —€B— %
/ A .
S Tratamiento
Fa’se: Bomba Muestra informatico
movil de los datos

Figura 1.3. Esquema de un cromatdgrafo de liquidos acoplado a un espectrometro de masas triple
cuadrupolo.
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Hipétesis y objetivos

Los productos de Olea europaea L. principalmente el aceite de oliva y las aceitunas de mesa,
constituyen un componente importante de la Dieta Mediterrdnea, a los que se les ha
atribuido parte de los aspectos beneficiosos de este patron alimentario debido
principalmente a que en su composicién presenta un alto contenido de acidos grasos
monoinsaturados (20). Ademads, presentan en su composicidn sustancias minoritarias como
los tocoferoles, fitosteroles, compuestos fendlicos y triterpenos pentaciclicos (21). De estos
compuestos, los polifenoles de la oliva, han sido estudiados por su capacidad antioxidante
(11), antiinflamatoria, cardioprotectora y preventiva del cancer (11,13,22—-24); mientras que
de los triterpenos se han estudiado ampliamente sus propiedades antivirales, antidiabética,

cardioprotectora y antitumoral (14,19,25).

El presente trabajo forma parte del proyecto “Evaluacion de la composicidn,
biodisponibilidad y efectos de los polifenoles y triterpenos pentaciclicos contenidos en la
aceituna. Estudio en modelos animales y en humanos” (AGL2013-41188-R), que viene
desarrollando el Grupo de Fisiologia y Nutricion Experimental del Departamento de
Bioquimica y Fisiologia de la Facultad de Farmacia y Ciencias de la Alimentacion de la
Universidad de Barcelona. En este proyecto, se realiza un estudio sistematico sobre el
contenido de los mencionados compuestos en la aceituna y los efectos beneficiosos de su

ingesta, para establecer las bases que acrediten a las aceitunas como alimento funcional.

Por ello, el primer objetivo de este trabajo consiste en el desarrollo de un método de
extraccion liquido-liquido, para determinar de forma conjunta polifenoles (hidroxitirosol,
tirosol y oleuropeina) y triterpenos pentaciclicos (los dcidos maslinico, oleandlico, ursoélico y

los alcoholes eritrodiol y uvaol) en plasma humano, previo a su determinaciéon por HPLC-MS.

El segundo objetivo es la validacion del método de extraccién conjunta de polifenoles y
triterpenos en plasma, de acuerdo a la Guideline on Bioanalytical Method Validation,

establecida por la European Medicines Agency (EMA, 2011).

Por ultimo, se ha realizado la verificacion del método en un estudio experimental in vivo
utilizando ratas a las que se les ha administrado mediante sonda gastrica un homogenado de

aceituna y determinado las concentraciones alcanzadas en plasma.
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Material y Métodos

3.1 SOLVENTES, REACTIVOS Y ANALITOS
3.1.1 Solventes

= Acetato de etilo pureza LC-MS, ref. 9282, J.T Baker, Deventer, Holanda.

=  Acetonitrilo, pureza HPLC-MS, ref. 701881.1612, Panreac, Castellar del Valles, Espaia.
=  Agua ultra pura, Milli-Q® A10®, Merk Millipore, Darmstadt, Alemania.

=  Metanol pureza HPLC-MS, ref. 701091.1612, Panreac, Castellar del Vallés, Espafia.

3.1.2 Reactivos

=  Acido acético (glacial), ref. 101830, EMPARTA® ACS, Merck KGaA, Darmstadt, Alemania.
= Acido fosférico, ref. P-6560, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA.

=  L-Acido ascérbico, ref. A5960-500G, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA.

= Ketamina clorhidrato, Imalgene 1000 injectable, Merial, Lyon, Francia.

= Xilacina, Rompun® 2%, KVP Pharma und Veterinar-Produkte GmbH, Kiel, Alemania.
3.1.3 Analitos

=  Acido betulinico, ref. 0004, Extrasynthése, Genay, Francia.

=  Acido maslinico, ref. M6699, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA.

= Acido oleandlico, ref. 0041, Extrasynthése, Genay, Francia.

=  Acido ursdlico, ref. 0037, Extrasynthése, Genay, Francia.

= Eritrodiol, ref. 0040, Extrasyntheése, Genay, Francia.

= 2-(3-hidroxifenil) etanol, ref. 199028, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA.
=  Hidroxitirosol, Seprox BIOTECH, Madrid, Espaiia.

= QOleuropeina, ref. 12247, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA.

= Tirosol, ref. 4834, Extrasynthése, Genay, Francia.

=  Uvaol, ref. 0039, Extrasynthése, Genay, Francia.
3.2 APARATOS, INSTRUMENTOS Y COLUMNAS CROMATOGRAFICAS
3.2.1 Aparatos

= Agitador magnético RH basic 2, IKA® Werke GmbH&Co. KG, Staufen, Alemania.
= Agitador MS2 Minishaker, IKA® Werke GmbH&Co. KG, Staufen, Alemania.

=  Balanza analitica A120S, Sartorius, Goettingen, Alemania.
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=  Bafio de ultrasonido Ultrasonic Cleaner, Fungilab, Sant Feliu del Llobregat, Espaiia.
= Centrifuga 5417R, Eppendorf Iberica S.L., San Sebastian de los Reyes, Espafia.
=  Centrifuga Megafuge 1.0, Heraeus, Boadilla, Espaiia.

=  Concentrador 5301, Eppendorf, Hamburg, Alemania.
3.2.2 Instrumentos

Cromatografo liquido de alta eficacia Agilent 1200 (Agilent Technologies, Santa Clara,
California, EUA), acoplado a un espectrémetro de masas - linear ion trap quadrupole LC-
MS/MS Mass Spectrometer, 4000 QTRAP (Sciex Instruments, Foster City, California, EUA),
ubicados en el Centro Cientifico y Tecnoldgico de la Universidad de Barcelona (CCiTUB). El
cromatégrafo esta formado por un sistema de inyeccidon automatica, una bomba binaria con
un sistema de desgasificaciéon en continuo y un compartimento que mantiene la columna

cromatografica termostatizada.

Se ha utilizado la ionizacién por electrospray (ESI) para el analisis de polifenoles y la
ionizacion quimica a presiéon atmosférica (APCl) para la determinacidon de triterpenos
pentaciclicos. El software Analyst versidén 1.6.2 (Sciex Instruments) controla el instrumento,

la adquisicion y el analisis de datos.
3.2.3 Filtros y columnas cromatograficas

= Previo al analisis cromatografico las muestras se han filtrado con filtros de PTFE de 0,45

U x 13 mm (ref. AF7-3102-12, Membrane Solutions, Plano, Texas, EUA).

= Para el analisis de polifenoles se emplea una Columna Zorbax Eclipse XDB-C18 (ref.
993967-902, Agilent Technologies, Santa Clara, California, EUA), con dimensiones de 150
X 4,6 mm (largo x ancho) y con un tamafo de particula de 5 uM. La entrada de la
columna se protege con el uso de una precolumna Zorbax Eclipse XDB-C18 (ref. 820950-

925), de dimensiones 12,5 x 4,6 mm y mismo tamano de particula.

= En el caso de los triterpenos pentaciclicos se emplea una columna tipo C18 Zorbax
Eclipse PAH (ref. 959963-918, Agilent Technologies, Santa Clara, California, EUA), de 150
x 4,6 mm y tamafio de particula de 3,5 pM. Se acopla una precolumna Zorbax Eclipse
PAH (ref. 820950-939), de dimensiones 12,5 x 4,6 mm y con el mismo tamafio de

particula.
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3.3 SOLUCIONES MADRE Y SOLUCIONES DE TRABAJO

Las soluciones madre de cada polifenol (hidroxitirosol, tirosol y oleuropeina) y triterpeno
(acido maslinico, acido oleandlico, acido ursdlico, eritrodiol y uvaol) se obtienen a partir del
analito puro disuelto en metanol 80%, a una concentracidon de 250 uM. Estas soluciones

madre, se alicuotan en Eppendorfs de 2 mLy se almacenan a -21°C.

Se preparan dos soluciones de trabajo, que consisten en una mezcla de polifenoles y otra de
triterpenos a una concentracién de 10 uM, que se emplearon para preparar las diluciones
de: 0,3; 0,75; 1,5; 3 y 4,5 uM; con las cuales se elaboraron las soluciones patrén de 10, 25,

50, 100y 150 nM.

Las soluciones madre de los patrones internos (Pl) de polifenoles (2-(3-hidroxifenil) etanol) y
triterpenos (acido betulinico), se preparan a una concentracién de 250 uM y también se
almacenan a -21°C; mientras que las solucione de trabajo del Pl de polifenoles y triterpenos

se preparan a la concentracion de 2 uM.

34 EXTRACCION CONJUNTA DE POLIFENOLES Y TRITERPENOS PENTACICLICOS EN
PLASMA

Se toma una alicuota de 300 puL de plasma y se coloca en un tubo falcon de 15 mL, se agrega
15 uL de 2-(3-hidroxifenil) etanol 2 uM, como patrén interno de polifenoles y 15 L de acido
betulinico 2 UM, como patrén interno de triterpenos pentaciclicos; tras lo cual, se agita

durante 20.

Para la extraccién de los compuestos, se aflade 3 mL de acetato de etilo, se agita durante 3
minutos y se colocan las muestras en el bafio de ultrasonidos por 10 minutos; a
continuacion, se procede a centrifugarlas a 4000 rom a 0°C, durante 15 minutos (Centrifuga
Megafuge 1.0). Luego, se separa el sobrenadante y se reserva en otro tubo falcon. Se realiza
una segunda extraccion, afiadiendo 3 mL de acetato de etilo al pellet residual; se repite el

proceso y se juntan ambos sobrenadantes.

La determinacién de los compuestos se hace con un volumen de 150 uL de muestra, por lo
gue es necesario concentrar a sequedad y reconstituir hasta el volumen final. Para proteger
los polifenoles del proceso de concentracion se adiciona 10 pL de acido ascérbico 1% al
sobrenadante y se colocan las muestras en el concentrador a 45°C durante 1 hora

(aproximadamente). Para reconstituir las muestras, se adiciona 120 uL de metanol 100% y se
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agita durante 5 minutos en el agitador; se agrega 30 pL de agua Milli-Q y se colocan en el

baio de ultrasonido durante 2 minutos.

Es necesario asegurar la ausencia de particulas en las muestras; para lo cual, se centrifugan a
4000 rpm a 2°C, durante 2 minutos (Centrifuga Megafuge 1.0); se recoge el sobrenadante y
se coloca en Eppendorf de 1,5 mL. Se realiza una centrifugacién adicional a 16400 rpm a 2°C,
durante 30 minutos. Se toma el sobrenadante y se filtra empleando una jeringa de 1 mL con
un filtro de PTFE de 0,45 um directamente hacia un vial dmbar, con inserto y capacidad de

300 pL, para su posterior andlisis por HPLC-MS.

3.5 DETERMINACION DE POLIFENOLES POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA
EFICACIA ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASAS

3.5.1 Condiciones cromatograficas

La fase estacionaria corresponde a una columna C18 (Zorbax Eclipse XDB), acoplada a una
precolumna de material similar. La fase mévil estd compuesta por una fase orgdnica (fase A),
gue consiste en acetonitrilo con acetona al 5% y una fase acuosa (fase B) constituida por
agua Milli-Q con acido acético al 0,025%. La elucién de la fase mdvil se produce en gradiente,
tal como se indica en la Tabla 3.1, a un flujo de 800 pL/min, durante 10 minutos. A
continuacion, se hace pasar durante 5 minutos, un 100% de fase organica, seguido de un

periodo de 6 minutos a las condiciones iniciales para equilibrar el equipo.

La columna se mantiene a una temperatura de 30°C, mientras que las muestras permanecen
a 10°C para evitar su degradacion. El volumen de inyeccién es de 10 ulL. Para evitar la
contaminacién del analizador, se emplea un solvente de lavado de la aguja del inyector; el
cual esta compuesto por isopropanol, tetrahidrofluorano y agua Milli Q en una proporcidn

1:1:1.

Tabla 3.1. Gradiente de elucion para la determinacion de polifenoles por HPLC-MS.

Ti::::;’ Perfil de gradiente F?:/S)A

Inicial 1 95 5
1,0 1 90 10
10,0 1 35 65
10,5 1 0 100
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3.5.2 Condiciones del espectrémetro de masas

La ionizacién del tirosol, hidroxitirosol, oleuropeina y del 2-(3-hidroxifenil) etanol se ha
realizado en modo negativo empleando una fuente ESI, en posicién 7,5; a una temperatura
de 600°C. Se ha utilizado nitrégeno como gas cortina (CUR) a 25 ua, voltaje del spray de
ionizacion (IS) de -3500 v y gas de ionizacién 1y 2 (GS1 y GS2) a 50 ua. Los parametros
especificos para cada analito, se han obtenido mediante la infusién directa de una solucién
por cada compuesto a una concentracion de 50 uM, a un flujo constante de 10 pL/min,
mediante una jeringa Modelo 11 (Hardvard Apparatus, Holliston, MA, EUA). De esta forma
se ha optimizado el potencial de desagregacion (DP), el potencial de entrada (EP), la energia
de colisién (CE) y el potencial de salida de la celda de colisién (CXP); cuyos valores se

muestran en la Tabla 3.2.

Tabla 3.2. Identificacién de polifenoles por LC-MS. Tiempos de retencién, pardmetros especificos de
cada analito, fragmentos obtenidos y funcién del fragmento (Q, cuantificacién; I, Identificacion).

. T|empc3 ’de lon Fragmento CXP Funcién del
Analito retencion (m/2) fragmento
(min) i
106,2 -70 -10  -20 -15 Q
Tirosol 7,96 137,1
118,8 -70 -10  -20 -15 |
122,8 -78 -10  -20 -10 Q
Hidroxitirosol 7,36 153,2
94,8 -78 -10  -30 -15 |
275,0 -109 -10 -30 -10 Q
Oleuropeina 8,75 539,5 307,3 -100 -10  -30 -10 |
377,5 -109 -10  -24 -10 |
2-(3-hidroxifenil) etanol 8,25 137,0 107,0 -70 -10 -18 -15 Q

3.5.3 Identificacion y cuantificacion de polifenoles

El analizador 4000 QTRAP permite fragmentar los polifenoles y trabajar en el modo de
“monitorizacion de reacciones multiples” (MRM), lo que facilita la identificacidn. Se realiza
teniendo en cuenta la relacion masa-carga (m/z) y comparando los tiempos de retencidon de

cada analito con su patrén externo (solucién patrén de cada compuesto) (Tabla 3.2).

La cuantificacidon de los polifenoles se ha realizado mediante el célculo de la concentracion
de cada analito en la muestra. Para ello, una vez obtenido el cromatograma, se ha integrado

el pico cromatogréfico de los diferentes fragmentos con funcién de cuantificacién (Tabla
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3.2). Esta area se ha dividido por el drea del patrén interno y se ha interpolado en la curva de

calibracion. Los resultados se expresan en nanomolar (nM).

3.6 DETERMINACION DE TRITERPENOS PENTACICLICOS POR CROMATOGRAFIA LiIQUIDA
DE ALTA EFICACIA ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASAS

3.6.1 Condiciones cromatograficas

La fase estacionaria corresponde a una columna C18 (Zorbax Eclipse PAH) y a una
precolumna de igual material. La fase movil estd formada por una fase orgdnica (fase A), que
consiste en una solucién de metanol con acido acético 0,05% y una fase acuosa (fase B),
constituida por agua Milli Q con acido acético 0,05%. Las muestras se inyectan en un
volumen de 10 pL y la elucidn se realiza a un flujo de 800 pL/min, segin se detalla en la
Tabla 3.3. A partir de los 48,5 minutos, se procede a pasar un 100% de fase organica durante
5 minutos, seguido de 6 minutos con elucién del 95% de fase acuosa para equilibrar el

equipo.

Tabla 3.3. Gradiente de eluciéon para la determinacion de triterpenos por HPLC-MS.

Ti(er:;:)c) Perfil de gradiente Fa(.;oe)A Fa(iZ)B
Inicial 1 95 5
2,0 1 95 5
4,0 1 40 60
19,0 1 17 83
48,0 1 17 83
48,5 1 0 100

La columna se mantiene a una temperatura de 30°C y las muestras a 10°C para evitar su
degradacion. Para el solvente de lavado del inyector se emplea acetonitrilo y agua Milli Q en
una proporcion 90:10 (v/v).

3.6.2 Condiciones del espectrémetro de masas

La ionizacidon de los triterpenos pentaciclicos se ha realizado empleando una fuente APCI a
una temperatura de 500°C, en modo negativo, para los acidos triterpénicos (acido maslinico,
oleandlico y ursélico) y de 450°C, en modo positivo, para los alcoholes (eritrodiol y uvaol).

Por este motivo, se ha dividido el método de adquisicion en dos periodos: el primero, en

modo negativo de 40 minutos; seguido de un periodo en modo positivo de 8 minutos. El gas




Material y Métodos

cortina de la fuente de ionizacién es de 25 ua y el gas de la fuente de ionizacién 1 (GS1) de

50, siendo comunes para ambos métodos de adquisicién.

Inicialmente, se ha evaluado la posibilidad de trabajar en modo MRM, para ello se ha
estudiado si los triterpenos pentaciclicos se fragmentan, mediante la infusion directa de una
solucién de concentracién 50 uM, a flujo constante de 10 pL/min, empleando una jeringa
Modelo 11 (Hardvard Apparatus). Para todos los triterpenos pentaciclicos evaluados, los
fragmentos obtenidos tenian una baja intensidad, lo cual no permite una adecuada
cuantificacién. Por tal motivo, se ha elegido el modo de “monitorizacién de un Unico ién”
(SIM), ya que proporciona una mayor sensibilidad. A través de la infusidn directa, se han
optimizado los pardmetros del analizador, especificos para cada analito. Estos parametros
son el DP, EP y la corriente de nebulizacién aplicada a la aguja de descarga de corona (NC),

cuyos valores se muestran en la Tabla 3.4.
3.6.3 Identificacion y cuantificacion de triterpenos

La identificacién de cada triterpeno en las muestras, se efectia comparando los tiempos de
retencion de cada analito, con la solucion patréon del analito y teniendo en cuenta la m/z de

cada uno de ellos en el modo de adquisicidon de datos SIM (Tabla 3.4).

Tabla 3.4. Identificacién de los triterpenos pentaciclicos por LC-MS. Tiempos de retencién, relacion
m/z y parametros especificos de cada analito.

Tiempo de ..
Analito et Relacion  pp (v) EP (v) NC (v)
. 1174
(min)
Acido maslinico 24,4 471,3 -175 -10 -5
Acidos betulinico, oleandlico y ursélico 33,4; 35,6; 37,6 455,5 -150 -10 -5
Eritrodiol y uvaol 44,5; 47,3 425,5 70 10 5

La cuantificacion de los diferentes triterpenos de las muestras se ha determinado siguiendo

el mismo método que se indica en el apartado 4.6.3 para la cuantificacién de polifenoles.
3.7 VERIFICACION DEL METODO DE EXTRACCION EN PLASMA DE RATAS

Se han empleado ratas hembras de la variedad Sprague-Dawley (n = 6), de un peso
aproximado de 250 g, obtenidas de la Unidad de Estabulacién Animal de la Facultad de
Farmacia de la Universidad de Barcelona. Luego de un ayuno nocturno de 8 horas, se les

administrd un triturado de aceitunas de la variedad Marfil (18 g de pulpa de aceitunas en 20
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mL de agua) a un volumen de 10 mL de homogenado por kilogramo de peso corporal,

mediante una sonda intragastrica (Tabla 3.5).

Tabla 3.5. Concentraciones de polifenoles y triterpenos en aceitunas de la variedad Marfil y cantidad
administrada a ratas Sprague-Dawley analizadas por HPLC-MS vy procedentes de diversos
experimentos.® Los valores se expresan como media * ES de tres muestras independientes analizadas
por duplicado.” Dosis de analito administrada a las ratas.® Cantidad de analito administrada a ratas de
250 g de peso.

Analito Aceituna Marfil . Dosis adminisbtrada Cantidad admcinistrada
(mg/kg pulpa aceituna) (mg/kg) (mg)
Tirosol 205,4+18,1 1,078 0,270
Hidroxitirosol 454,6 + 89,1 2,386 0,597
Oleuropeina 0,94 + 0,08 0,005 0,001
Acido maslinico 1628,2 + 154,3 8,547 2,137
Acido oleanélico 1339,4 + 94,7 7,031 1,758
Eritrodiol 13,1+1,5 0,069 0,017

La extraccidn sanguinea se realizdé mediante puncidn cardiaca a los 240 minutos de haber
administrado el homogenado de aceitunas. Para lo cual, los animales de experimentacion
fueron anestesiados 10 minutos antes de la puncién con ketamina (60 mg/kg) y xilacina (10
mg/kg) por via intraperitoneal. Posteriormente, los animales fueron sacrificados segun las
recomendaciones de la Federation of European Laboratory Animal Science Associations

(1995).

La sangre se depositd en tubos con EDTA-K3, el plasma se separd mediante centrifugacién y
se almacend a -20°C. La determinacién de polifenoles y triterpenos se realizé de acuerdo a lo

descrito en el apartado 3.5.
3.8  ANALISIS DE LOS DATOS

Los resultados se expresan en promedio y error estandar. Se ha comparado el efecto de
diferentes solventes de extraccién y el uso de acido en la recuperacion y el efecto matriz,
mediante ANOVA de un factor. Los valores de p<0,05, han sido considerados como
diferencias estadisticamente significativas. Se han empleado los programas SPSS v.22, para
el andlisis estadistico; Analyst 1.6.4, para el andlisis de cromatogramas y GraphPad Prism v.6

para la elaboracidn de curvas de calibracién y gréficos.
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4.1 OPTIMIZACION DEL METODO DE EXTRACCION DE POLIFENOLES EN PLASMA

La finalidad del presente trabajo es desarrollar un método que permita la extraccién
conjunta de polifenoles y triterpenos en plasma humano. Se parte del método desarrollado
por Giménez et al. (26), para la determinacion de triterpenos pentaciclicos en plasma de
rata, mediante HPLC-MS. Las condiciones establecidas para el proceso de extraccion, se
detallan brevemente: a una alicuota de 200 pL de plasma blanco se le afiaden 10 uL de acido
betulinico (PI), a una concentracién de 2 uM; seguido, de dos extracciones, empleando 2 mL
de acetato de etilo; las muestras son agitadas y sometidas a 10 minutos de centrifugacién a
4°C y 4000 rpm. Posteriormente, son concentradas a sequedad y reconstituidas a un
volumen de 100 uL con metanol 80%. El método fue validado con el analisis de muestras de
plasma fortificadas con estandares de 4acido maslinico, dcido oleandlico, acido ursélico,
eritrodiol y uvaol a diferentes concentraciones. Se obtuvo una correlacion lineal en el rango
de 5-1000 nM, con valores de R superiores a 0,99. La precision y la exactitud fueron
inferiores al 10% vy la recuperacién superior al 95% para todos los analitos. Los limites de

cuantificacidn oscilaron entre 1 nM para el acido maslinico y 10 nM para el uvaol (26).

El método descrito, se evalud para la extraccién de polifenoles en muestras de plasma
fortificadas con tirosol e hidroxitirosol a una concentracion de 250 nM. Se utilizd plasma
humano blanco, obtenido a partir de muestras sanguineas provenientes del Banco de Sangre
y Tejidos de Barcelona; el cual, fue almacenado a -20°C de temperatura. Para poder realizar
4 inyecciones del mismo vial y determinar dos grupos diferentes de compuestos, mediante
analisis cromatograficos independientes, se incrementd el volumen de plasma a 300 plL,
concentrado a un volumen final de 150 pL. En los resultados de este método, se observé una
recuperacién aproximada del 80% para ambos compuestos, valor que no se considera

suficiente por lo que se procedio a realizar cambios para mejorar este parametro.
4.1.1 Evaluacion del solvente de extraccion

Ademas de la recuperacion, se considerd el efecto matriz como un pardmetro importante
para valorar la optimizacién del método, pues se trata de un andlisis por HPLC-MS; donde,

las variaciones en la intensidad de senal de los analitos pueden afectar los resultados.

En el proceso de optimizacidon del método de extraccion de polifenoles en plasma humano

se evaluaron 4 solventes distintos, etanol - metanol (1:1; v/v), metanol al 100%, acetato de
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etilo y acetonitrilo. Los resultados de este experimento se han analizado individualmente,
tanto para cada analito, como para el patrén interno (Pl), ademas de la relacidn analito/PI.
En la Tabla 4.1 se puede observar que el solvente que mostré la menor recuperacion, tanto
del analito como del patrén interno, fue el acetonitrilo; y aunque la recuperacion del
hidroxitirosol y tirosol fue adecuada cuando se empled etanol — metanol y metanol 100%, la
supresién de la sefial cromatografica producida por el efecto matriz, hizo que se descartaran

ambos solventes.

Tabla 4.1. Efecto de los solventes de extraccion en la recuperacién y el efecto matriz de polifenoles.
Los resultados se expresan como media + error estandar. Se ha comparado el efecto del solvente por
analito, Pl y ratio analito/Pl para cada polifenol. El andlisis estadistico se ha realizado mediante
ANOVA de un factor seguido de la prueba de comparacion multiple de Tukey. Las medias con letras
distintas presentan diferencias estadisticamente significativas (p<0,05).

Efecto matriz (%)

Recuperacion (%)

Solvente

Analito Pl an::::)o/Pl Analito Pl an::::)o/Pl
= Etanol - Metanol | 119,76 +6,9°2 95,63+1,62b 12527+5,2° 592+0,6°2 83,39+1,12 6,71+£0,522
-.é_. Metanol 100% | 84,36+4,7b 83,89+552a¢ 101,27 +12,22b 9,45+0,032 97,46+292 9,18+0,32
._§ Acetato de etilo 92,82+0,8" 114,88 +4,0° 80,98+3,62 111,72+6,2% 127,29+2,12 82,95+3,3"
* Acetonitrilo 21,85+0,7 ¢ 64,32+19¢ 34,59+2,1¢ 5399+156°¢ 93,88+20,52 53,50+4,0°¢

Etanol - Metanol 95,45+1,7°2 95,63+1,6° 99,91+0,2° 66,75+6,5° 83,39+1,12 7580+6,42
§ Metanol 100 % 76,62+3,0" 83,89+5,5¢2 92,02+9,6° 80,10+3,9° 97,46 +29°2 7787+1,62
ig Acetato de etilo 93,03+0,9° 114,88 +4,0° 81,22+3,62> 125,14+12,22 127,29+2,12 93,08+7,62

Acetonitrilo 71,58 +1,0" 64,32+19¢ 111,72+19> 80,73+18,92 93,88+20,52 81,25+1,32

Por otro lado, de las muestras cuya extraccion fue mediante acetato de etilo, la recuperacion
de hidroxitirosol, tirosol y del patrén interno, fue superior al 90%. El efecto matriz se
considera adecuado, pues se obtiene aproximadamente 83% para el hidroxitirosol y mas del

93% para el tirosol.

Ademas de los pardmetros evaluados, se ha considerado el tiempo que se emplea en
evaporar los 6 mL de solvente, ya que este proceso se realiza a una temperatura de 45°Cy
un tiempo excesivo puede afectar la concentracion de polifenoles en la muestra. De los
solventes analizados, la evaporacién del acetato de etilo toma aproximadamente 60
minutos, mientras que el resto de solventes sobrepasa las 4 horas. Por los datos observados,

se selecciona el acetato de etilo como solvente para el proceso de extraccion.
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4.1.2 Modificaciones en el proceso de extracciéon

Se realizaron modificaciones adicionales al proceso extraccidon, dado que la recuperacién
obtenida con el acetato de etilo, para la relacion analito/Pl, estuvo por debajo de 85%. Para
evitar la degradacién de los polifenoles en el momento de la evaporacion, debido a la
temperatura a la que son sometidos y al tiempo que demora el proceso, se planted afadir
10 pl acido ascérbico 1%, antes de poner las muestras al concentrador (27). Ademas, se
evalud la disminucion del volumen de solvente a 750 L, por cada extraccién, para reducir el
tiempo de evaporacién y se afiadid un bafio de ultrasonido de 10 minutos, antes de la

centrifugacion (22).

Los resultados obtenidos, muestran una disminucion aproximada del 30% en la recuperacion
de hidroxitirosol y tirosol y un efecto matriz superior a 140% para ambos compuestos. Dado
que la reduccidn del volumen del solvente puede haber afectado la recuperaciéon de los
compuestos, se reconsideré el volumen de 6 mL de solvente para continuar con la

optimizacién del método.
4.1.3 Evaluacion de la adicion de acido al solvente de extraccion

Segun lo observado en los experimentos previos, se planted acidificar las muestras para
mejorar los valores de recuperacién. Los acidos empleados fueron el acido acético y el acido
fosforico a una concentracidén de 10 uL/mL (27). Para este experimento, se consideraron los
tres principales polifenoles de la aceituna: hidroxitirosol, tirosol y oleuropeina; cuyos valores

obtenidos de recuperacidon y efecto matriz, se muestran en la Tabla 4.2.

En el caso del hidroxitirosol, las muestras sin acidificar mostraron una recuperacion cercana
al 100%; tanto para el analito, como para el Pl y para la relacidn analito/Pl. El efecto matriz
fue de 74,6% para el analito y 77,4% para el PI; obteniendo un ratio analito/Pl de 96,4%. En
las muestras acidificadas, la recuperacién de hidroxitirosol en la relacidon analito/Pl fue de
93,5% para el acido acético y 96,7% para el acido fosférico; en ambos casos, los valores se
consideraron aceptables. Respecto al efecto matriz, la sefial del hidroxitirosol disminuyé
aproximadamente 50% con ambos acidos; el Pl se mantuvo adecuado para la muestra
preparada con dacido fosfdérico y se incrementé hasta 131,8% con acido acético; debido a

estos valores, el efecto matriz para la relacién analito/Pl fue menor a 45%.
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Tabla 4.2. Efecto de la acidificacion en la recuperacion y el efecto matriz de polifenoles de la
aceituna. Los resultados se expresan como media * error estdndar. Se ha comparado el efecto del
uso de 4acidos por analito, Pl y ratio analito/Pl para cada polifenol. El andlisis estadistico se ha
realizado mediante ANOVA de un factor seguido de la prueba de comparacién multiple de Tukey. Las
medias con letras distintas presentan diferencias estadisticamente significativas (p<0,05).

Recuperacion (%)

Efecto matriz (%)

Acidificacion Analite Ratio Analito Ratio
analito/PI analito/PI
g Sin acidificar (n=6) 99,30+3,82 95,77+8,42 104,69+7,82 7461+15° 77,46+1,82 96,39+3,32
% Acido acético (n=6) 80,72+0,9° 86,42+3,12 93,52+2,22 5661+2,1° 13183+45° 4295+1,1°
:":é Acido fosférico (n=6) | 93,31+3,42F 96,53+1,52 96,76+4,52 42,09+0,2¢ 9572+6,5° 44,34+2,7b
_ Sin acidificar (n=6) 98,97+4,72 95,77+8,42 104,31+6,7% 81,32+1,32 77,46+1,8° 105,12+3,0°2
é Acido acético (n=6) 89,30+1,32 86,42+3,12 103,44+2,1® 8641+422 131,83+45° 6550+1,3°
a Acido fosférico (n=6) | 96,47 +2,32 96,53+1,52 100,05+4,0® 63,64+2,6P 9572%+6,5° 66,76+2,1"
g Sin acidificar (n=6) 76,93+3,02 95,77+8,42 8109+482 10566042 77,46+1,8° 136,58+4,1°
§ Acido acético (n=6) 82,84+0,52 86,42+3,72 96,05+4,7°> 109,37+4,0° 131,83+4,5° 83,09+3,6°
g Acido fosférico (n=6) | 82,69+1,82 96,53+1,52 8573+2,92b 110,46+1,12 9572+6,5° 116,47+8,02

Los resultados del tirosol muestran una recuperacién déptima, cercana al 100% para las
muestras acidificadas y sin acidificar. El efecto matriz, mantiene un valor adecuado del ratio
analito/Pl para la muestra sin acidificar y pierde aproximadamente 35% de sefial en las
muestras acidificadas. Para la oleuropeina, la recuperacioén en el ratio analito/Pl fue superior
a 81% en todas las muestras; mientras que el efecto matriz fue aceptable en las muestras

acidificadas y se observd incrementado en la muestra sin acidificar.

Por los resultados encontrados, y dado que el principal efecto de la acidificacién es la
marcada disminucién del efecto matriz para el hidroxitirosol, se decidié no emplear ningun

acido dentro del método de extraccion.

4.2  VALIDACION DEL METODO DE EXTRACCION DE POLIFENOLES Y TRITERPENOS EN

PLASMA HUMANO

Una vez establecidas las condiciones que presentan la mayor recuperacion y un efecto
matriz aceptable, se procedié a validar el método para la extracciéon conjunta de polifenoles
y triterpenos en plasma, siguiendo las recomendaciones de la EMA (28). Se utilizé plasma
humano blanco en la preparacién de las muestras, se afiadieron mezclas de polifenoles y

triterpenos a concentraciones de 10, 50, 100 y 150 nM, con 2-(3-hidroxifenil) etanol y acido
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betulinico 2 UM, como patrones internos de polifenoles y triterpenos, respectivamente. Se

procesaron las muestras segun se describe en el apartado 3.4 de Materiales y métodos.
4.2.1. Linealidad

Para determinar la linealidad del método, es necesario elaborar una curva de calibracion
relacionando el cociente del area del analito y el patrén interno, frente a una concentraciéon
conocida del analito. La linealidad se calcula realizando un andlisis de regresion lineal por el
método de minimos cuadrados. La linealidad del método de extraccién de polifenoles y
triterpenos en plasma humano, se ha ensayado a las siguientes concentraciones: 10; 50, 100
y 150 nM. En la tabla 4.3 se pueden observar las ecuaciones para cada analito, donde el

coeficiente de regresidn (R) es superior a 0,99 para todos los casos.

Tabla 4.3. Linealidad del método de extraccidn conjunta de polifenoles y triterpenos.

Analito Ecuacion R
Polifenoles
Hidroxitirosol y =0,0006445x + 1,560e-007 0,9977
Tirosol y =0,001194x - 3,558e-007 0,9950
Oleuropeina y = 0,0003606x - 4,815e-008 0,9963
Triterpenos pentaciclicos
Acido maslinico y =0,003527x - 5,654e-006 0,9988
Acido oleandlico y = 0,008993x - 2,841e-006 0,9988
Acido ursélico y = 0,008470x - 2,997e-007 0,9996
Eritrodiol y = 0,003153x - 1,503e-008 0,9998
Uvaol y =0,001282x - 3,452e-007 0,9999

4.2.2. Sensibilidad

La sensibilidad de un método analitico se determina calculando el limite de deteccion (LOD)
y el limite de cuantificacién (LOQ). Estos parametros relacionan la senal que proporciona el
analito y el ruido de fondo del instrumento. El LOD es la minima concentracién del analito
gue puede ser detectada por el instrumento, sin tener la certeza de que pueda ser
cuantificado. Por otro lado, el LOQ es la minima concentracién del analito que puede ser
detectada y medida por el instrumento con una exactitud y precisién aceptables. Se

considera adecuada una relacion sefial-ruido de 3:1, para el LOD y de 10:1, para el LOQ.

En la Tabla 4.4 se observa que los compuestos tienen un LOQ menor de 1 nM, a excepcién

del eritrodiol y el uvaol.
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Tabla 4.4. Sensibilidad del método de extraccion para polifenoles y triterpenos en plasma humano.
Los resultados se expresan como media * error estandar.

Analito LOD (nM) LOQ (nM)
Polifenoles
Hidroxitirosol 0,08 + 0,003 0,25+0,01
Tirosol 0,24 + 0,001 0,81 +0,01
Oleuropeina 0,01 +£0,001 0,03 + 0,003
Triterpenos pentaciclicos
Acido maslinico 0,11+ 0,02 0,35 +0,06
Acido oleandlico 0,04 £ 0,01 0,14 £ 0,05
Acido ursélico 0,10 + 0,02 0,32 +0,07
Eritrodiol 579+2,1 19,30+ 7,0
Uvaol 3,96+1,3 13,21 +4,3

4.2.3. Precision y Exactitud

La precisiéon es el grado de concordancia entre medidas repetidas efectuadas sobre una
muestra obtenida en condiciones constantes. Se determina mediante el coeficiente de
variacion (CV) y es aceptable cuando es inferior al 15% (29). Por su parte, la exactitud de un
procedimiento analitico es la proximidad de los resultados obtenidos a los valores tedricos.
En este trabajo se ha calculado la precisién y exactitud de polifenoles y triterpenos, a

concentraciones de 10, 50 y 100 nM; los resultados se muestran en la Tabla 4.5.

Tabla 4.5. Precision del método de extraccién para polifenoles y triterpenos en plasma humano. Los
resultados de exactitud se expresan como media * error estandar.

Precision (CV%) Exactitud (%)
10 nM 50 nM 100 nM 50 nM
Polifenoles
Hidroxitirosol 7,11 9,88 4,57 -12,85+2,4 -8,7+4,5 -0,7+2,1
Tirosol 12,96 3,85 6,64 -21,4+7,5 -11,11+4,1 -0,8+3,3
Oleuropeina 0,06 11,62 0,97 20,1+11 0,63t5,1 11,9+1,6
Triterpenos pentaciclicos
Acido maslinico 0,66 3,20 0,86 -20,0+0,0 3,15+4,3 -0,67+0,7
Acido oleanélico 0,81 2,28 1,46 -3,0+£0,0 0,4+1,2 0,0+£0,6
Acido ursélico 0,92 2,64 1,67 18,1+0,0 -0,25+1,6 -24,5+155
Eritrodiol 0,03 1,84 1,36 29,0+0,0 0,55+1,7 -13,9+22,1
Uvaol 0,26 8,30 9,14 57,0+£0,0 -0,05+7,7 4,3+24,3

4.2.4. Efecto Matriz y Recuperacion

El efecto matriz evalta el incremento o la supresidn de la sefial del analito producida por los

componentes presentes en la muestra, dependiendo si incrementan o inhiben el proceso de




Resultados

ionizacion; mientras que, la recuperacidn evalula la eficiencia del método de extraccién y se
representa como el porcentaje de la cantidad obtenida de analito después de aplicar el
proceso de extraccidén respecto a la cantidad tedrica. El calculo de ambos parametros se

puede realizar mediante las formulas siguientes:

A C
Efecto matriz (%) = B X 100 Recuperaciéon (%) = 1 x 100

donde, A es la concentracion de compuesto en una muestra que contiene la matriz, pero
gue no ha sufrido el proceso de extraccidn, B es la concentracidon del mismo compuesto en
una muestra sin la matriz y C es la concentraciéon del mismo compuesto adicionado a la
matriz y que ha sido procesado. La Tabla 4.6 muestra los valores de recuperacion y de efecto

matriz para la concentracién de 250 nM.

Tabla 4.6. Efecto matriz y recuperacion en el proceso de extraccion de polifenoles y triterpenos en
plasma humano. Los resultados se expresan como media + error estandar.

Efecto matriz (%) Recuperacion (%)
Analito Analito . Patron Analito/ Pl  Analito . Patron Analito /
interno (PI) interno (PI) P
Polifenoles
Hidroxitirosol (n=2) 76,61+ 1,5 77,46+ 1,8 96,39+3,3 99,30+£3,8 9577+84  104,69%7,8
Tirosol (n=2) 81,32+1,3 77,46 + 1,8 105,12 +3,0 98,97+4,7 9577+84  104,31%6,7
Oleuropeina (n=2) 105,66 + 0,4 77,46+ 1,8 136,58 +3,5 76,93+3,0 9577+84  81,09+4,8

Triterpenos pentaciclicos

Acido maslinico (n=2) 72,24+0,3 73,88+2,6 97,98+3,2 101,60+5,5 100,80+4,1 100,40+2,9
Acido oleanélico (n=2) 95,26 +0,8 73,88 +2,6 129,36 +55 9450+1,9 100,80+4,1 98,70 + 3,8
Acido ursélico (n=2) 107,89 +0,9 73,88+ 2,6 143,11+7,6 98,40+0,7 100,80+4,1 96,90+ 2,5
Eritrodiol (n=2) 72,81+0,5 73,88 +2,6 98,75 +3,2 66,90+1,4 100,80*4,1 67,70+ 4,9
Uvaol (n=2) 68,20+ 3,1 73,88+ 2,6 92,48+5,1 58,10+3,1 100,80+4,1 58,30+2,5

4.3 VERIFICACION DE POLIFENOLES Y TRITERPENOS EN PLASMA DE RATA

Para verificar la validez del método, se administréo un homogenado de aceitunas a ratas; el

plasma obtenido se procesd, segun lo descrito en el apartado 3.7 de Material y métodos.
4.3.1. Identificacion

La identificacién de compuestos mediante HPLC-MS, se realiza a través del tiempo de

retencion y la relacion masa/carga (m/z), los cuales son especificos para cada analito.
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Los polifenoles en la muestra de plasma de rata administrada con homogenado de
aceitunas, se han identificado mediante sus tiempos de retencién, al compararlo con sus

patrones preparados a 50 nM, en plasma blanco de rata (Figura 4.1).
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Figura 4.1. Cromatogramas de iones extraidos (XIC) por MRM mediante HPLC-MS. (A) Polifenoles en
una muestra de plasma blanco fortificada con sus patrones externos a una concentracién de 50 nM,
sometidas a extraccidn. (B) Polifenoles identificados en una muestra de plasma de rata, a los 240
minutos de haberle administrado el homogenado de aceitunas. Los cromatogramas muestran los

picos de hidroxitirosol (HT), tirosol (T) y oleuropeina (OLE); asi como sus tiempos de retencién (TR)
expresado en minutos (min).
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Figura 4.2. Cromatogramas de iones totales (TIC) obtenidos por HPLC-MS. (A) Triterpenos
pentaciclicos en una muestra de plasma blanco de rata, fortificada con patrones de triterpenos 50
nM, sometida al proceso de extraccion. (B) Triterpenos identificados en una muestra de plasma de
rata, a los 240 minutos de haber sido administrada con homogenado de aceitunas. Los picos
identificados corresponden a los acidos maslinico (AM), betulinico (AB), oleandlico (AQ), ursdlico
(AU) y a los alcoholes eritrodiol (ERI) y uvaol (UVA). Se indican sus respectivos tiempos de retencion
(TR) expresado en minutos (min).

En el cromatograma A de la Figura 4.2, se puede apreciar el tiempo de retenciéon de cada
compuesto bien diferenciado. Lo que indica que el método empleado permite distinguir
entre compuestos isomeros como el acido oleandlico del ursdlico; y el eritrodiol del uvaol.
En el cromatograma B, se pueden observar los triterpenos detectados en el plasma de rata

administrada con el homogenado de aceitunas.
4.3.2. Cuantificacion

Se han elaborado nuevas curvas de calibracidn, empleando plasma de ratas a las que no se
les administré el homogenado de aceitunas, con concentraciones de 10, 50, 100 y 150 nM;

las ecuaciones y sus coeficientes de correlacién se muestran en la Tabla 4.7.
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Tabla 4.7. Ecuaciones y coeficiente de correlacion para la cuantificacién de polifenoles y triterpenos
en plasma de rata.

Analito Ecuacion R
Polifenoles
Hidroxitirosol y =0,001325x - 0,003666 0,9982
Tirosol y = 1,833e-005x + 8,666e-006 0,9985
Oleuropeina y = 0,000476x — 0,00206 0,9986
Triterpenos pentaciclicos
Acido maslinico y = 0,008830x — 1,418e-005 0,9973
Acido oleandlico y = 0,01599x — 3,914e-006 0,9980
Acido ursélico y =0,007784x —0,002527 0,9995
Eritrodiol y =0,003398x — 0,02509 0,9988
Uvaol y =0,001031x —0,009169 0,9989

Las concentraciones promedio, determinadas en plasma de rata, fueron de 8,7 nM para el
hidroxitirosol; 10,9 nM para el tirosol; 40,4 nM para el 4cido maslinico y 3,9 nM para el acido
oleandlico. Con estas concentraciones y teniendo en cuenta los mg administrados (Material
y métodos, Tabla 3.5), se calculé el porcentaje del analito, que se encuentra en plasma, a los

240 minutos de administrado el homogenado.

55 55
50| 50|
45 45
40 40
s =
£ 354 £ 354
c | =
© 30 0 304
& 8
s 25 £ 25
§ 20 S 0 Figura 4.3. Concentraciones
5 5 de polifenoles y triterpenos
| o 4
O 15 en plasma de rata
10 10 determinados por HPLC-MS, a
5 5 los 240 minutos de haber sido
0 : o administradas con un
Hidroxitirosol Tirosol Ac. maslinico Ac. oleandlico | homogenado de aceitunas.
. . Los resultados se expresan
Polifenoles Triterpenos )
como media + ES.

Estos valores son de 0,002% para el hidroxitirosol; 0,006% para tirosol; 0,009% para el acido
maslinico y 0,001% para el acido oleandlico. En este tiempo de extraccidon de la muestra, no
se han logrado determinar concentraciones de oleuropeina, acido ursélico ni de uvaol,

debido a que sus valores en plasma estuvieron por debajo del limite de cuantificacion.
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En la composicion promedio de las aceitunas frescas, entre el 1 y el 3% son compuestos
fendlicos y triterpénicos (30); y a pesar de que muchas de sus propiedades beneficiosas se
han atribuido a determinados compuestos mayoritarios, como son, sus acidos grasos
monoinsaturados, cada vez existe mayor evidencia cientifica de su relacién con los llamados
compuestos minoritarios (31,32), entre los que se incluyen los polifenoles y los triterpenos

pentaciclicos .

En los polifenoles, la oleuropeina es un secoiridoide y es el principal componente fendlico
presente en las aceitunas y es la responsable del sabor amargo de los frutos verdes o no
procesados (9); quimicamente la oleuropeina es el éster del acido elendlico y el 3,4-
dihidroxifenil etanol, este ultimo es mds conocido como hidroxitirosol y es el producto
principal de la degradacion de la oleuropeina (33,34). El tirosol, es un compuesto derivado
de otro secoiridoide, conocido como ligtrosido. Ambos, hidroxitirosol y tirosol incrementan
su concentracion en las aceitunas, debido a las reacciones enzimaticas de la maduracion o
de su procesamiento que ocasionan su liberacién a partir de la oleuropeina y ligtrosido,
disminuyendo la concentracién de estos ultimos (35-37). De estos compuestos, se ha
descrito su capacidad antioxidante, antiinflamatoria, su efecto en enfermedades

cardiovasculares, en el sindrome metabdlico, entre otros (5).

Por su parte, los triterpenos pentaciclicos presentes en la aceituna, son compuestos no
esteroideos, sintetizados a partir del escualeno (17). El mas abundante es el dcido maslinico
junto con el acido oleandlico, seguidos por el eritrodiol. Los dos ultimos compuestos, tienen
isdmeros estructurales, el dacido ursélico y el uvaol, respectivamente; los cuales, se
encuentran mayoritariamente en las hojas del olivo (15,16,21). Dentro de sus propiedades
estudiadas, se puede destacar su capacidad antitumoral, neuroprotectora, antidiabética y

cardioprotectora (1,18,19).

Para poder relacionar la cantidad de alimento ingerido, con su contenido de compuestos
bioactivos y sus efectos en la salud, es importante poder determinarlos en fluidos corporales
como el plasma y la orina (38). En el presente trabajo, se han determinado los polifenoles,
hidroxitirosol, tirosol y oleuropeina; ademas de los triterpenos, acido maslinico, acido
oleandlico, acido ursdlico, eritrodiol y uvaol, en plasma humano mediante HPLC-MS. Las

condiciones cromatograficas para polifenoles y triterpenos fueron distintas, no obstante, se
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ha empleado un método de extraccidon conjunta. Este hecho es importante, pues permite
disminuir el volumen de plasma utilizado, relevante en humanos, pero mas significativo
cuando se trabaja con animales de experimentacién, como la rata. Ademas, permite reducir

el tiempo de extraccidn y preparacién de las muestras, asi como, el gasto de reactivos.

Se ha optimizado la extracciéon conjunta de polifenoles y triterpenos tomando como punto
de inicio el método desarrollado por Giménez et al. (26), para la extraccidén de triterpenos en
plasma de rata(26). Se realiz6 una primera extraccién con el método de partida, del cual se
obtuvo una recuperacién de hidroxitirosol y tirosol, cercana al 80%. A partir de esto, se
introdujeron modificaciones para obtener una recuperacién superior al 95%. La primera
modificacidon evaluada, fue el cambio de solvente de extracciéon. Se compararon solventes
empleados en otros estudios para la extraccion de polifenoles; de este modo, se considerd el
metanol- etanol (1:1) metanol al 100% y acetonitrilo (7,9,22,40,41); frente al acetato de etilo
empleado en el método original. El solvente que presenté mayor recuperaciéon y menor
efecto matriz fue el acetato de etilo. Para incrementar la recuperacion, se incluyé un bafio
de ultrasonido, después de la adicion del solvente, segiin el método desarrollado por Garcia-
Villalba et al. (22). Ademds, dado que los polifenoles se degradan rdpidamente y esto puede
afectar su recuperacién, se anadidé acido ascérbico para prevenir la oxidaciéon de los

polifenoles en plasma, de acuerdo trabajos realizados previamente (9,27)

La acidificacion de las muestras ha sido empleada por varios autores, debido a que puede
mejorar la sefial del analito o incrementar su recuperacion (22,40,41). Por ello, se evalud el
efecto del acido fosfdérico, empleado por Ruiz-Gutiérrez et al. (27) para la extraccién de
hidroxitirosol en plasma humano por HPLC y de acido acético, utilizado por Bazoti et al. (42),
en la determinaciéon de oleuropeina en plasma de rata, mediante HPLC-MS, frente a
muestras de plasma sin acidificar. Los resultados de este ensayo indican que la recuperacion
es adecuada en todas las muestras, independientemente de la acidificacidon; sin embargo, las
muestras tratadas con acido presentan una significativa reduccion de la sefial debido al

efecto matriz, con respecto a las muestras sin acidificar (p<0,05).

En la validacion del método, se consideraron los pardmetros recomendados por la EMA (28)
para métodos bioanaliticos. Para los polifenoles, los resultados obtenidos muestran valores
adecuados de linealidad y precision, para todos los compuestos. Los valores de LOQ fueron

de: 0,25 nM para hidroxitirosol; 0,81 nM para tirosol y 0,12 nM para oleuropeina; ademas, el
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método optimizado logrd una recuperacion de aproximadamente 100% para hidroxitirosol y
tirosol, y superior a 82% para oleuropeina, con un efecto matriz de 96% en la relacién
analito/Pl, para los tres compuestos. Estos resultados, muestran una mayor sensibilidad que
la alcanzada por Bazoti et al. (42), en la determinacién de oleuropeina (10,9 nM) y que la
reportada por Orozco-Solano et al. (7), para hidroxitirosol (2,9 nM), tirosol (3,3 nM) y
oleuropeina (0,6 nM) en la determinacién de polifenoles en plasma humano empleando
extraccion en fase sdélida y LC-MS. Respecto a los valores de recuperacion, el método
optimizado en este trabajo, presenta valores similares para hidroxitirosol y tirosol, que los

reportados en los estudios mencionados (7,42).

Los resultados obtenidos para triterpenos respecto a linealidad, precisidén, recuperacion y
efecto matriz fueron similares a los mostrados por Giménez et al. (39) y coinciden con los
resultados de validacion para el método de determinacion de acido maslinico realizado por

Sanchez-Gonzales et al. (43); ambos, ensayados en plasma de rata.

Para verificar la validez del método, se administré6 un homogenado de aceitunas de la
variedad Marfil, a ratas, en una dosis de 9 g de pulpa/kg peso corporal. Dado que la finalidad
del método es la determinacién de los compuestos en plasma humano, la dosis empleada
puede ser replicada en humanos mediante el método de normalizacion de superficie
corporal (44), segun lo cual la dosis equivalente seria de 1,46 g/kg de peso corporal; o dicho
de otro modo, que un hombre de 70 kg, consuma aproximadamente 80 aceitunas de la

variedad marfil.

Respecto al tiempo de la punciéon cardiaca, se eligieron los 240 minutos, debido a que se
quiso verificar la capacidad del método para determinar polifenoles y triterpenos en
concentraciones bajas en plasma, como sucede en la fase de eliminacién. Para esto se tuvo
en cuenta los tiempos de concentracion maxima en plasma de cada compuesto. Estudios
realizados anteriormente, reportan un tiempo de 60 minutos para el hidroxitirosol y tirosol
(41), y 90 minutos para la oleuropeina (45); mientras que para los triterpenos, se ha indicado

un tiempo maximo de 30 minutos para el dcido maslinico (46).

De los polifenoles analizados, se logré cuantificar 8,7 nM de hidroxitirosol y 10,9 nM de
tirosol; a los 240 minutos de administrar 0,59 y 0,27mg, respectivamente. No se logré

detectar oleuropeina, posiblemente debido a la baja cantidad administrada en el
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homogenado de aceitunas (0,001 mg). La cantidad de polifenoles obtenida en la verificacién
del método, indican cierta ventaja respecto a los encontrados por Orozco-Solano et al. (7)
donde se evalud plasma de humanos, a los 60 minutos de haber ingerido aceite de oliva en
el desayuno (40 mL de aceite de oliva virgen). En el trabajo mencionado se logré determinar
hidroxitirosol no conjugado (16 nM); sin embargo, no se detectd ni tirosol no conjugado ni

oleuropeina.

Estos hallazgos pueden deberse a la forma en que los polifenoles son absorbidos y
metabolizados. Un estudio realizado en un modelo de intestino de rata, describe una rapida
absorcion de hidroxitirosol y tirosol en yeyuno e ileon; sugiere ademads, que debido a las
condiciones 4acidas del estémago la cantidad relativa de estos compuestos puede estar
incrementada en intestino (12). Para el caso de la oleuropeina, se ha reportado su
estabilidad en jugo gastrico y fluido duodenal, que a pesar de no ser absorbida en intestino
delgado, es rdpidamente degradada por la microbiota del colon para producir hidroxitirosol
(12). Otro estudio realizado en ratas, describe la absorcidn de los polifenoles de la oliva y su
distribucién en diferentes tejidos, y el modo en que, la mayoria de metabolitos que se
observan en plasma aparecen en forma conjugada, principalmente como glucurdénidos o

sulfatos después de su paso por los hepatocitos (40).

Respecto a los triterpenos determinados en plasma, se ha logrado detectar acido maslinico y
acido oleandlico 40,4 y 3,9 nM. En un ensayo previo, realizado en aceitunas de la variedad
Marfil, no se detecté ni acido ursdlico, ni uvaol, y muy bajas concentraciones de eritrodiol; lo
cual, explica los valores obtenidos. Ademds, los resultados, estan relacionados con la
biodisponibilidad de los triterpenos descrita por diferentes autores, de 5% para el acido
maslinico y de 0,7% para otros triterpenos pentaciclicos administrados por via oral en una

dosis de 0,025 y 0,05 g/kg de peso corporal (46,47).
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Conclusiones

A partir de los resultados obtenidos en el trabajo titulado “Determinacién de compuestos
polifendlicos y triterpénicos de la Olea europea L. en plasma humano y de rata por
cromatografia liquida de alta eficacia acoplada a espectrometria de masas”, se pueden

extraer las siguientes conclusiones:

e La extraccion de los diferentes polifenoles y triterpenos pentaciclicos procedentes de
plasma se ha ensayado utilizando cuatro tipos de solventes y dos acidos, siendo las
condiciones que proporcionan una mayor recuperacién y menor efecto matriz, el uso

de acetato de etilo como solvente sin acidificacidn de las muestras.

® |avalidacion del método desarrollado indica que es lineal, sensible, preciso y permite
una adecuada recuperacion de polifenoles y triterpenos, sin que la matriz de la

muestra interfiera con la sefial de los analitos.

® |a aplicacién del método ha permitido identificar y cuantificar los polifenoles,
hidroxitirosol, tirosol y oleuropeina; asi como, los triterpenos, acido maslinico, acido

oleandlico, acido ursélico, eritrodiol y uvaol, mediante HPLC-MS en plasma humano.

e Se ha verificado la utilidad del método analitico al administrar un homogenado de
aceitunas (9 g de pulpa/kg) a ratas. Transcurridos 4 horas, las concentraciones
obtenidas en plasma han sido de 8,7 nM de hidroxitirosol; 10,9 nM de tirosol; 40,4

nM de 4cido maslinico y 3,9 nM de acido oleandlico.

A modo de conclusién general, se puede resumir que el método desarrollado cumple los
requisitos para ser utilizado en estudios farmacocinéticos encaminados a establecer una
correlacién entre la presencia de los compuestos polifendlicos y triterpénicos en sangre y los

efectos beneficiosos descritos.
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