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RESUMEN

inu acetogenina
snotetrahidrofurénica fue aislada de semillas
de Anronag muriceta. La estruciura fue elocida-

binactiva

da usando métodos especirales, determinando
que su estructura comresponde a la annonacina
La actividad leishianicida contra amastigules
axénicos de Lesshmenia panomensis LA 140 se
realizd por un método espectrofolométiico ba-
sada en |a hidrélisis enzimdtica del p-nitrofenl-
fosfara, por acerdn de |a fosfarzes dewly presen-
tc cn leos parhsios, encontrindose wna DI de
2 1pg'm] (R2=0.997; P<.01)

SUMMARY
A bioactive manatetrahydrofuranic scelogenin
was isolated from seeds of Annena minricoza. The
structure was clucidated wsang spectnl methods
determining that its structure corresponds 1o the
annonacin. “The leishmanicidal activity sguinst
amastigores axenically euitured of Leishmania
poramensty (Swain UA 140) was measured for
moethod spectrophotametoe assay based m the
enzymatic hidrdlisis of the p-nitrophenyl-
phosphate, for 2ction of the sd phosphatuases
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of leishmama parasites, being a LD of 2.1/
mi (R2=0.997; P <0.01).
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anetlelshmania,

INTRODUCCTION
Varias aspecies de la furmilis Annonaceac,
producen un grupo de melabdlilos secundarios
bioactivos conocilos come acctogenings. Estos
compuestos policétitlos ceentan  con ung pro-
metedorn actividad antitumaeral, antiparasitania
¢ msecticida’ ; algunas acetogenimas exhiben
actividad amtiparasitaria conira cepus 4-
aminoguinoleinas resistentes de Masmodium
Seleiparnm, l uletein encontrudn en folfiifa
wler, seha ensayvuco contra Lefsfumania doncvini
con un buen imdice teripéulico; acelogeninzs de
Annvng seacgalensis fueron evaluadas contra
Leishenance mgyvor, [ donosani vy Tripanosoma
Briiced v las anshwlias de Avnona muricara v A
cherfmalia han mostrado sctevelud Gilancida
conirp AModinema |.||ll'.l.\l'.f|fl‘. |E.-nlu|.!|u!t '«.l.'lbn': Hil
modo de sccion han establecide gue las
acelogeninas son un poderoso inhibidor cspeci-
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acctogeninas son un poderoso inhibidor especi-
fico del complego | en L endena ransportadora
de clectroncs®, en la  serie
moncictrahidrofurinica, kb acclogenina que ha
presentado mayor actividad es la annonacing
cuyn acelilacion proveca una reduccitn de su
accitn, una oxidacion del hidroxiloen el C-10 2
carbonilo significa un incremento de I3 activi-
dad y la ausencia de hidroxilo en el C4 jmplica
una reduccifn apreciable de la potencia’,

RESULTADOS Y DISCUSION

Este trabajo se realizh con semillas de Aanona
muricata, procedentes de un drbol conocido en
Colombia como “Guandbanos. Del extracto de
acetato de enle, fuc mislada una acetogenina
hidroxilada en el C-4 como una cera blanca Su
peso molecular fue determinado por FABMS
mastrando un fragmento a m/z 619 [M+Nal in-
dicando un peso molecular de 596, correspon-
diente a una férmula molecular de C H_O, .
Una banda de absorcidn a 1751 em™ (C=0)
3400 (OH) en ¢l espectro de IR(CHC ) sugiere
una y-lactona o f-insaturada, confirmada por la
rezccion positiva del reactivo Kedde, e indican-
do una acetogenina tipe 1°, El compuesio 1 (Véa-
s¢ figuma 1.)mostrd sciiales a8 2.41 (3-Ha), 2.50
(2-Hb). 3.8 {4-H), 1.66(5-H), 7.18 (33-H), 5.05
(34-H}, 1.39 (15-H) en el espectro de 'H-
RMN(250 MHz, CDCL,); asi como seflales a
SITLEN-Cy, 1301.0(2-C), 33.2(3-C), 69.75 (4-
Ck 151.9 (33-C), 77.5 (34-C), ¥ 19.0{35-C) en
¢l espectro de ""C-RMN, todas estas schales
espectrales corresponden @ wna y-lactona a.fi-
insaturada. Del compucsto 1 cn el EIMS sc ob-
servaron fragmentos a m/'z 141(1 i‘.‘f.}cm un
pico de débil intensidad, en el compuesio
acetilado (17) se observa a m'z 551 (M - m/z
214} (14%) un pico débil formado por fa ruptu-

ra del enface entre ¢l 4-C y el 5-C bo que muoes-
tra la presencia de un hidroaile en 4-C. Estas
caracteristicas corresponden @ Une scclOgeninag
subtipo 1b". { Véase Figura 1). La presencia de
un anillo de THF en 1 con dos hidroxiles en
posicidn w, a” al anillo, fue deducido por 'H-
RMN a § 3.39 (15-H/20-H), 3.80 {16-H/19-H),
y “C-RMN a § 74.08 (15-C20-C), 8267 (16~
C/19-C), 28.75 (17-C/18-C), caracieristicos para
scelogeninas monotetrahidrofurdnicas con
hidroxilos adyacentes al anillo. La
estercoquirmca relativa de 15-C16-C y 20-CF
19-C, fue definida por comparacidn de las sefla-
les no derivadas en "C-RMN de los carbonos
hidroxilados 15-C20-C5(74.08) y de "H-RMN,
correspondientes a |5-H/20-H & (3.39) y 16-11/
19-H & (2.80) en 1, con modelos de
cslerenguimica rolativa conocida, sintctizados
por Fujimoto et al*. (comparacidn solo por “C)
¥ Harrnange et al (comparacidn par 'H y "C) .
Estos datos sugicren que la configuracion rela-
tiva entre 15-CV16-C v 19-0020-C es de thred
para ambos. Las scflales 'H-RMNad 197y a
1.66 corresponden o 19-H y 20-H son tipicas
gefales de protones metilénicos de anillos trans-
THF, la configuracion relativa de estos custro
centros quirales fue asignada como threavirans’
threa'. El nimere de hidroxilos fue determina-
do por ia sucesiva perdida de 4 moléculas de
agua({mz |8)en el FABMS, determindndose la
posicidn de log custro grupos hidroxilos umdos
a los 4-C, 10-C, 15-C y 20-C (m/z 578, 560,
542, 524). El nimero de carbonos entre ¢l ani-
llo y-lactona a fi-insatureda ¥ ¢l anillo de THF
fue establecido por el andlisis de la fragmentu-
citn de 1, que mostrd fragmento intenso a m'z
309 y uno a mz 291 ambos conteniendo ¢l ani-
Ilo de y-lactona a f-inssturada, permitiendo de-
terminar [a posicidn del aniflo de THF cnire ¢l
15-C y el 20-C en la molécula 1. (véase Figura
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I} Por comparacion con los datos espectrales
reportados, se determino que la estructura co-
rresponde a anncnacing, ya antes reportado cn
semillas de A mwricaia”™"

La actividad se determind contra Leishmania
punantensis UAT40 [causal de leishmaniosis
cutinea del nueve mundo), esta cs la cspecic mas
ampliamente distribigida en Colombia'. Se en-
contrd una DL, de 2,1pg/ml (R*=0.997,
P=0.01 ) . significativaments mas activa in vilrg

[ P T Y B B Iy S LI TP
i
[-r-u

Ha Jan
10722 170 M e e

que el Pentostan® {Estibogluconato de sodio)
usado en el tratanmiento de lethmamosis, el cual
a muestrado en otros trabajos una DL, contra
amatigoics @xénicos dc L. mexicana, L.
amazonensiy (causales de leishmaniosis cutdnea
del nueve munda) ¥ L. infanium de 220, 270 ¥
134 pg de SH{V)'ml respectivamente, igualmente
s¢ observa la annonacina mas sctiva gue la
Pentamudina® (Isotionato de pentamidina), en
1guslcs cepas de Ieishmania, con una DL, de
4.7 2.7 v 2.7 ug/ml respectivamentc?. La
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Figura 1. Fragmentaciones en EIMS de anncnacina y annonacina telraacetilado.

annonacind cn comparacién con oOlras
acetogeninas aisladas, sencgancl, squamaocin y
miodvizarin, mucsira una mayor actividad, estas
presentaron una actividad contra L. mayor (cau-
sal de leishmaniosis cutdnea del viejo mundo) y
L donovani en unrango de concentracibn 25ug/
mil-S0ug/ml

SECCION EXPERIMENTAL
Procedimientos Experimentales Generales. El
espectro de IR fue registrado en un
espectrofptometro Perkin-Elmer 1320. EIMS fue
determinado en un VG Auto Spec Fisons
Espectrometro. Los espectros de NMR fucron
wbtenidos de un Bruker Ac-250 y un Vanan
Unity-30680 MH2 y 2.5 MHz para "H y para ''C
respetivamente, Usando como solvente CDC,
(6 7.26,6 77.0)

& Beahvado a b comeniiacnmses por hll‘ﬂH.‘.:ﬂn ¥ tros repelsiines
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Flanta Annona muricara L. (Anonaceae) «Gun-
ndbanoes, S& colecturon semillas de frutos ma-
duros obtenidos de las zonas clhdus del depar-
tamente de Antioqula {Colombia). Fue identifi-
cado por A. Cogollo (HUA). Espérimen N*
ACD13259, Herbano Universidad de Antioguia.

Extraccidn vy Aislamiento. Se parid de
1.2 kg de semillas, s secaron bajo una cornente
de wire a una temperatura de 40°C par 24 horas
para posteniormente triturar en un moling de cu-
chillas. El proceso de desengrase se realizé can
hexano en un extractor saxhlet por 72 horas, ¢l
hexano es removido del extraco por destilacion
a presion reducida, obteniéndose 12,6 gmde un
aceite dmbar (E01), El material vegetal libre de
hexano se somelid a repetidas pereolaciones con
acetato de etilo por 96 horas, obteniéndose 9 K
gm de sxtracto con olor agradable (E02). Una
ver se climind todo cf acetato de etile del mate-
rial vegetsl se procedid a percolacidn con
metanol obteniendo 4.2 gm de extracio (ED3).

Enzayus preliminares de binactuvidad revelaron
wnu mayor sctividad de EOZ, este se disulvio en
metanol y se filtrd sobre papel de Ffltro,
obtenicndose 0.2 gm de un residuo (FO 1), pos-
ICTIOTMENIC 8¢ somctio a una extraccidn [iguide
- liguide en repetidas ocasiones con hexano,
obteniéndose 8.5 gm on la fraccidn meandlica
(F02) y 0.5gm (FO3) en la fraceitn de hexano.
FOX s paso por una cromatugrafla liquida al
vacio, desarrollada por Targett ot al.*, s¢ cmpa-
co con silica gel Hol (Merck 7736) ¥ como
cluenie s¢ usd una mescla inicial de hexano:
acctato de ctilo, el cual fue variando cn su pola-
ridad de 1%, 20°%, hasta | (0% por variaciones
en la cantidad de scclate de colo, para luego
camlviar o igual relacion, pero usamdo scotuto de

chils, metanol. Se obluvieron cuatrno fraccines

0.Egm (FO4), 6. 1gm (FO5), 1. 1gm(FO6), 0.5 gm
(F07). La fraccidn FOS se scpard por
cromatografia de columny vsando silica gel 1
0 (MERCK 7736) como fase estacionaria y
como eluente una mezcla de hexano: acelona
{1:1), 52 obtuvierop 6 fracciones con un peso de
0.42gm (F8). 1.{ogm (F0S), 1.00gm (F10),
0.25gm (F113, 0.12gm{F12), 0.08gm(F12). En
la (F4) s¢ formaron wnos cristales amorfos de
curdcler coroso v coler blanco correspondiente
4 annonacina

Bioensavo,

Pardsito. Leifmonia panamenyis (MIIOMCQ/
EVUAL4D) aislados de pacientes del nore de
Colombia con lesiones cutaneas v conservadas
en ¢l Criobanco del PECET, en fase logaritmica
de erecimiento en medio Schneider suplemen-
tudo con 10% SFDBa pH 5.5 v 32°C,

Ensayo de entotonicidad. Se desarrollo basado
en la reaccidn metabdlica de la fosfatasa aoida,
presente en el pardsito, pary prodecir p-nitrofenol
o partir de p-mitrofenilfosfato® * 7. La nnnonacing
microencapsulado con PVP-10 (Polivinil
pirralidona, Sigma"} fue suspendide en PBS
{buffer sodio fosfaio). Los pardsitos fucron dis-
pensados 199l/pozo @ una concentracidn de
| 0" purasitos'ml en placas de 96 pocos, mieniras
que la suspencidn de annonacina se adiciond Lul/
powsi. Para corregir la posible absorbancia de los
componenics del medio se prepard un blanco con
tndos estos exceptuando los parisitos. Las pla-
cus se incubaron a 32°C por 48 horas al cabo de
lus cuales se les adiciond mids medio con la
suspencion de prucha, conscrvando las concen-
traciones iiciales. La actividul de o fosfitasa
(ue medida o las 90 horas, por sdicidn de 20
e un buffer de lisis de acetatn de sodi | 0%
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por 3 horas. La produccitn de p-nitrofenol fue
medida a 405nm en un lector de microplacas’.
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