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El &cido maslinico (acido [2a,3pB]-2,3-dihidroxiolean-12-en-28-0ico) es un triterpeno pentaciclico que
se encuentra presente en varias fuentes naturales, como por ejemplo en las hojas y cera de la piel de
aceitunas @3, Estudios recientes han demostrado numerosas actividades bioldgicas de este compuesto
que resultan beneficiosas para la salud de seres humanos y de animales ©®. Entre sus aplicaciones, se
utiliza en produccion animal como aditivo alimentario para estimular el crecimiento.

El objetivo de este trabajo fue desarrollar una metodologia analitica para identificar y cuantificar acido
maslinico en higados de ratas por cromatografia liquida de alta performance en tandem con ionizacién
por electrospray y deteccion por espectrometria de masas/masas (LC ESI MS/MS).

Se utilizaron 80 ratas divididas en dos grupos: Grupo experimental (20 machos y 20 hembras; dosis de
acido maslinico 1000 mg/kg/dia) y Grupo control (20 machos y 20 hembras; sin sustancia de ensayo).
La dosis de acido maslinico fue administrada por via oral a través del alimento balanceado. Los
animales tuvieron libre acceso al alimento durante todo el estudio. Finalmente, las ratas fueron
sacrificadas a los 7, 28, 56 y 91 dias, con una tolerancia de = 10%. Para la identificacion y
cuantificacion del analito se utilizaron: un cromatografo liquido (UFLC) Shimadzu compuesto por 2
bombas modelo LC-20AD XR, desgasificador modelo DGU-20A3, inyector automatico modelo SIL-
20AC XR con horno calefactor de columna, y un espectrometro de masas AB SCIEX modelo 3200
QTRARP triple cuadrupolo (MS/MS) hibrido con trampa de iones lineal con interfaz de ionizacion por
electrospray (ESI). Los reactivos empleados (acetonitrilo, agua, metanol, formiato de amonio,
hidroxido de amonio y acetato de etilo) fueron de grado analitico. Se optimizaron las condiciones
operativas del espectrometro para determinar el compuesto de interés y su estandar interno (acido
betulinico). Brevemente, la preparacion de muestras consistio en el pesaje de 0,2 g de tejido en tubos
eppendorf de 2 mL de capacidad y la adicion de 100 pL de agua grado analitico. Se fortificaron las
muestras con el estandar interno hasta una concentracion nominal de 40 ppm y luego se agreg6 1400
WL de acetato de etilo frio. Se vorterearon y sonicaron durante 15 min, se centrifugaron a 3500 g y 4°C
durante 15 min y se trasvasaron los extractos resultantes a tubos de vidrio KHAN (5 mL). Se repitio la
operacion con los residuos de muestras para obtener un segundo extracto que se combind con el
primero; se evaporaron los extractos resultantes hasta sequedad bajo corriente de nitrégeno (10 psi) y
en un bafio con agua a 45°C durante 20 min y se reconstituyeron los extractos secos con 200 uL de
fase movil, sonicandose durante 15 min. Finalmente se filtraron los extractos reconstituidos y se
dispusieron en los correspondientes viales para su inyeccion en el cromatdgrafo.
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La calibracion se llevo a cabo en una matriz testigo de higados de ratas, para el siguiente rango
analitico nominal: 0,25, 0,5, 1, 2 y 4 mg/kg. Se calcularon los limites de deteccién (LD) y de
cuantificacion (LQ) para el compuesto de interés en higados de ratas, siendo 0,20 mg/kg y 0,60 mg/kg,
respectivamente. El estudio de recuperacion se realizd en los niveles bajo, medio y alto del rango
analitico, obteniéndose valores porcentuales de: 115, 98 y 89, respectivamente. El contenido promedio
de &cido maslinico en higado de ratas, perteneciente al grupo experimental; y a lo largo del ensayo se
presenta en la Tabla 1 junto con el coeficiente de variacion (CV):

Tabla 1. Contenido promedio de &cido maslinico en higado de ratas, grupo experimental.

Acido maslinico (mg/kg)
Dias Hembras CcVv Machos CcVv
7 <0,6 29 1,8 7,4
28 14 7,4 1,3 5,2
56 1,3 2,2 0,8 3,1
91 1,1 2,4 0,7 79

Se desarrollé una metodologia analitica para identificar y cuantificar acido maslinico en higados de
ratas por LC ESI MS/MS, obteniéndose informacion valiosa y complementaria al protocolo disefiado
para el estudio de acido maslinico propuesto en el CMC. Resulta importante destacar que con los
resultados obtenidos se pudo aportar informacidn sobre la acumulacién y metabolizacién del acido
maslinico en higado, permitiendo a la empresa contratante avanzar con el registro de un suplemento
nutricional en SENASA.
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