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L'acid maslinic és sintetitzat en
nombroses especies vegetals com
un compost no nutritiu amb activitat
protectora en front:
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Espino blanco Crataegus oxyacantha L.

Acid maslinico (MA)
Acido crategoélico

Banaba



- . 287 — 1318 mg/k
61,9 mg/kg Acid maslinico (MA) Romenaetal, (2010)
Acido crategodlico

Kalogeropoulos et al. (2011)

10,76 mg/kg
Lietal. (2011)

145 - 251 mg/kg
Pérez-Camino y Cert
(1999)

1260 mg/kg
Lin et al. (2011)

1,18 mg/kg
Lietal. (2011)

840 mg/kg
Lin et al. (2011)



Estimulant.del
creixemen

Ferndndez-Navarro et al. (2
Fernandez-Navarro et al. (2008) Villar et al. (2014)

Cardioprotector Antioxidant i

Liu et al. (2007)
Hussain Shaik et al. (201

Neuroprotector

Qian et al. (2011a)
Qian et al. (2011b)

labetic
Wen et al. (2005)
Liu et al. (2007)

Antipa

De Pablos et al. (201
Moneriz et al. (2011)
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7 [ozano-Méhaet al. Molecules, 19811.538-11559, 20141
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TOXICIDAD AGUDA

Ratones

1 g/kg
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Variables hematolégicas

Control

Acido maslinico

50 mg/kg

Globulos rojos

Hematocrito (%) 37,6 £ 0,8 40,0 = 1,6

Eritrocitos (10"2/L) 8,08 = 0,13 8,55 + 0,39
Volumen corpuscular medio (fL) 46,2 +~ 07 46,8 +~ 0,3

Hemoglobina (mM) 7,76 - 0,12 8,25 + 0,37
Hemoglobina corpuscular media 154 = 0,2 15,5 + 0,1
(r9)
Concentracion d(_e hemoglobina 20,6 = 0,06 20,6 + 0.19
corpuscular media (mM)

Globulos blancos

Leucocitos (10%/L) 3,52 =048 5,28 = 1,03
Neutrofilos (%) 13,6 = 2,1 12,9 £ 22
Linfocitos (%) 83524 85,0 £ 26
Monocitos (%) 224 = 0,74 1,52 + 0,41 N
Eosinofilos (%) 0,22 = 0,16 0,20 = 0,18
Basofilos (%) 0,40 = 0,11 0,32 = 0,09

Plaquetas

Plaquetas (10°L) 929 + 102 980 + 79
Volumen plaquetario medio (fL) 5,88 = 0,68 5,32 = 0,26

Variables bioquimicas

Control

Acido maslinico

50 mg/kg

Glucosa (mM) 10,2 = 1,6 9,20 + 1,02
Colesterol (mM) 3,568 = 0,22 3,38 = 0,14
Triglicéridos (mM) 0,84 + 0,11 1,20 + 0,15
HDL (mM) 3,23 £ 0,17 2,96 + 0,15
ALT (IU/L) 190 = 58 206 *+ 92
Bilirrubina (pM) 2,13 + 0,18 2,08 + 0,14
Creatinina (pM) 17,3 = 1,8 129 £ 14
Sodio (mM) 154 =+ 1 154 =+ 1
Potassio (mM) 3,75 = 0,16 4,34 + 0,22
Cloruro (mM) 112 £ 2 112 =1

. i

Acido
maslinico Control




Administraci6 oral (50 mg/kg)
Solvent: 40 % ciclodextrina i
0,5% carboximetilcel-lulosa

Mostra de sang
(0-24 hores)

Vena safena

Administracié endovenosa (1 mg/kg)
Solvent: 20 % ciclodextrina i
0,5% carboximetilcel-lulosa

Sanchez-Gonzélez et al. Food Chem., 141, 4375-4381, 2013; Mol. Nutr. Food Res., 58, 1970-1979, 2014



~ Determinacio de I’acid maslinic

200 pL plasma/orina

/ 2 mL acetat d’etil 100 pL metanol 80%

X
& l

\ 4

Evaporacio a Reconstitucio
sequedat (vortex 30 s)

Segona extraccio

Condicions HPLC
Columna Luna C18 en fase reversa, T = 40°C HPLC-MS
Elucié en gradient: aigua-acetonitril
Flux: 0.8 mL/min
Condicions MS
Font APCI at 5002C, mode negatiu
Acid maslinic: m/z 471.3
Acid betulinic: m/z 455.3

2500xg, 15 min, 4°C

Sanchez-Gonzélez et al. Food Chem., 141, 4375-4381, 2013; Mol. Nutr. Food Res., 58, 1970-1979, 2014



Acido maslinico (uM)

Administracion endovenosa
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Parametro

_ Farmacosineticadel acido maslinico;

Administracion oral

Acido maslinico (UM)
w
1

0 ——7——71 1 7 Fz'AT" =+

0 20 40 60 90 225 450 950 1450
Tiempo (min)

Concentracion maxima (Cmax)

Tiempo maximo (Tmax)

Area bajo la curva (AUC,_,)

Tiempo medio de residencia (MRT)

Biodisponibilidad (F)

Constante de absorciéon (Ka)

Urideiles Anélis_is no Anal?sis
compartimental compartimental

uM 5,36 4.03
h 0,513 0.500
pumol-h/L 14,87 12 .43
h 4,60 3 68
% 6,25 5,13
1/h 0,519

“Sanchez-Gonzalez et al; Mol. Nutr. Eood Res. 58, 1970-1979; 2014
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LOCALIZACION

MODIFICACION COMPUESTO IIIIEI%I'I\I/:_IZ(())II(D)IIE\I m/z DUODENO i
PLASMA ORINA ILEON CIEGO COLON
Y YEYUNO
(CaoHag04) AR 9.22min  471,3479 + + + + +
maslinico ’ ’
M1 4.39 min 487,3425 ND ND - + +
M2 4.77 min 487,3426 + + - + +
Hidroxilacion .
M3 5.33 min 487,3425 ND - -
(C30H480s) 7 s
M4 6.61 min 487,3425 + ND - - -
M5 7.13 min 487,3424 -+ -+ - - -
S M6 462 min  485,3273 ND ND - - +
Hidroxilacion +
Dehidrogenacion M7 5.38 min 485,3270 ND ND - + +
C3oH460
{SaanieCs) M8 7.75min  485,3271 + + - - -
M9 3.34 min 503,3378 ND ND - + +
Dihidroxilacion .
M10 3.69 min 503,3375 ND ND - -
(C30H4806) "
M11 3.98 min 503,3373 ND ND - - +
S M12 3.39min  501,3219 ND ND - + +
Dihidroxilacion +
Deshidrogenacién M13 4.25min  501,3216 + + - - +
(C30H460s) .
M14 4.63 min 501,3218 -+ ND - - -
Deshidrogenacion M15 475min  469,3320 - - - - -

(C30H4604)

METABOLITOS DE FASE |

691 182,:2045



Bomba
peristaltica

3,6 mL/min

@ Acid maslinic

00" 180-495 2040
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Anestesia de la rata (ketamina
90 mg/kg i xilacina 10 mg/kg)

Laparotomia, seleccio | canulacio
d'un segment de jeju (30 cm)

Perfusi6 de les soluciones d’acid
maslinic (0,010 — 20 pM)




Desaparicién del dcido maslinico

Desaparicion del acido maslinico

“mg peso seco)

(pmol/5 min

(pmol/5 min-mg peso seco)

180

3007
200
100

15

0.3 7
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Constante aparente de difusion (Kd) =

6,95+ 0,37 uL/5 min-mg peso seco

Abseéncia de
transport
mediat
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Sodie Ja SEBBM. 2043



NUimero de cel-lules

(% cel-lules mortes)
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Efecto antitumoral in vitro

Citotoxicitat

E xtracte olives
Bl Acid oleandlic
Hl Acid maslinic

0 1 10 25 50 75 100 150 200 250

Concentracio (uM)

NUimero de cél-lules

(% céel-lules mo

Proliferacio

-8 Extracte olives ECgy=74,0 £ 3,2 uM
=& Acid oleanolic ECsy=160,6 = 10,6 pM
=¥= Acid maslinic ECgy=101,2 = 7,8 uM

10°

- — . )
101 102 10°3

Concentracio (log uM)

Juan et al., Brit. J. Nutr., 100, 36-43, 2008



-~ Efecto antitumoral in vitro

Efecte sobre les espécies reactives d’oxigen

Control Olive fruit extracts Maslinic acid Oleanolic acid

Mitochondria Mitochondria Mitochondria Mitochondria

O, + Mitochondria O, + Mitochondria O, + Mitochondria O, + Mitochondria

Juan et al., Brit. J. Nutr., 100, 36-43, 2008



Efecto antitumoral in vitro

Caspasa-3
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Juan et al., Nutr., 136, 2553-2557, 2006; Brit. J. Nutr., 100, 36-43, 2008; Mol. Nutr. Food Res., 52, 595-599, 2008



Efecto antitumoral in vitro

CANVIS EN LA PERMEABILITAT DE LA MEMBRANA (Hoechst
33342)

Control Olive fruit extracts ‘

24 h 24 h ».@
¥ P>

Control
24.h

Juan et al., Brit. J. Nutr., 100, 36-43, 2008



Model de cancer de colon

A Cripta colonica

Epiteli control

Tincié amb Tinci6 amb diamines/
blau de metilé ferro/ blau alcia
2 % en PBS

Lesiones preneoplastiques

=
| —]

Focus de criptes Focus amb deplecio

Johnson y Fleet (2013) aberrants (FCA) de mucines (FDM) s

Induits
quimicament o

per la dieta
B




Model de cancer de colon

1,2-Dimetilhidrazina . Inductor del cancer de colon
(DMH) HsC~ “CHy POrla seva activitat alquilant del ADN

Setugy.

Criptes ) PerSe y Cerar (2011)
_~" hiperplasiques™-..
Mucosa Criptes :
: \p. Adenoma  Carcinoma
normal displasiques
Intraperitoneal
Dosis 20 mg/kg
Solvent EDTA1 mM pH 6.5
Volumen administrat 1 mL/kg
n 6 rates/grup

SR . T AW i TR T



Disseny experimental

1,2-Dimetilhidrazina NH2 Inductor del cancer de colon

(DMH) H,C~ N “CHy Porla seva activitat alquilant del ADN

Dial Dia8 Dial5 Dia22 Dia29 Dia36 Dia43 Dia50
(S1) (S2) (S3) (S4) (S5) (Se) (S7) (S8)

CONTROL
Ciclodextrina 20%

(diari, v.0.) 1 T 1

ACIDO MASLINIC EDTA  EDTA  EDTA (i.p.)
50 10 mg/kg
(diari, v I-------»

EDTA  EDTA EDTA (i.p.)
DMH

Ciclf(nj.exvina )20% I-------»
iari, v.o. T 1 T

. DMH DMH DMH  (ip)
DMH-ACIDO

MASLINIC I-------»

5,100 25 mg/kg

(diari, v.0.) T 1 T

DMH DMH DMH  (i.p.) ,',

Sacrifici o5




Disseny experimental

A

Kﬁr,nistracic’)

Proximal ~
Medial —

Distal — Formalina neutra

tamponada 10%

26



Observaciorde lesions preneoplastiques

» Major intensitat tincio

» Mida 2-3 cops més gran

» Solen estar mes elevades

» Presenten una obertura allargada

Focus de criptes aberrants (FCA)
Bird (1987)

» Mida 2-3 cops més gran
» Solen estar mes elevades
» Presenten una obertura allargada

PO TSGR, S P W2 as > Abséncia de mucines
'e Jo0Lu 900 '

Focus de criptes arhb deplecio de mucines (FDM)

Caderni et al. (2003)




Efecto del.acido maslinico

Control

Acido maslinico 10 mg/kg
Acido maslinico 5 mg/kg

DMH

DMH-Acido maslinico 25 mg/kg
DMH-Acido maslinico 10 mg/kg
DMH-Acido maslinico 5 mg/kg

th o s

0 T T T T
0 7 14 21 28 35 42 49

Tiempo (dias)

351
30
257 -o- Control
< 0- -5 Acido maslinico 10 mg/kg
w -0~ Acido maslinico 5 mg/kg
2 157 -~ DMH
10- - DMH-Acido maslinico 25 mg/kg
- DMH-Acido maslinico 10 mg/kg
5 - ~+- DMH-Acido maslinico 5 mg/kg
0 T T T T T T 1

0 1 2 3 4 5 6 7
Tiempo (semanas)



Observaciorde lesions preneoplastiques

» Major intensitat tincio

» Mida 2-3 cops més gran

» Solen estar mes elevades

» Presenten una obertura allargada

Focus de criptes aberrants (FCA)
Bird (1987)

» Mida 2-3 cops més gran
» Solen estar mes elevades
» Presenten una obertura allargada

PO TSGR, S P W2 as > Abséncia de mucines
'e Jo0Lu 900 '

Focus de criptes arhb deplecio de mucines (FDM)

Caderni et al. (2003)




Efecte de I’acid maslinic

© (o)
N 24% 359
~ —|_ *
< —
2 ° mm DMH
o 67 DMH — Acid maslinic 5 mg/kg
£ 5 B DMH — Acid maslinic 10 mg/kg
=z
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Efecte de I’acid maslinic

o 3.0 S
< 25 38% 44% 39%
S 2.0- mm DMH
5 15 DMH — Acid maslinic 5 mg/kg
£ B DMH — Acid maslinic 10 mg/kg
0.5 .
= 0o Bl DMH — Acid maslinic 25 mg/kg
. 5mg/kg 10 mg/kg 25 mg/kg
7 ] 1.0
~ 5§ ;
= i
2 - ) o 0.6 0] T
§ 3] [ 0.4 I
5 5- T :
£ E 0.2 T
z 17 z T
0 o =

Proximal Medial Distal 1 2 3 4 >4

NUumero de criptas por foco




Acido maslinico

De un componente bioactivo...
...a un nutracéutico?
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