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Introduccién:

Se denomina leishmaniasis al conjunto de manifestaciones clinicas, cutaneas,
viscerales 0 mucocutaneas producidas por parasitos del género Leishmania. Esta
enfermedad es transmitida a los humanos por los dipteros flebotominos hembra
Phlebotomus y Lutzomyia [1]. Es una zoonosis re-emergente de alto impacto en salud
publica. Se estiman que en el mundo pueden existir 12 millones de infectados. En
Argentina desde la década del 80 se registr6 un aumento en la frecuencia, intensidad y
distribucion de los brotes epidémicos de esta enfermedad. En el periodo 1995-2004 se
notificaron 426 casos/afio [2].

La leishmaniasis es una enfermedad crénica, de tratamiento complejo y de alto
costo. Los compuestos antimoniales pentavalentes y pentamidina han provocado
resistencia y poca efectividad en el tratamiento y, ademas, significativos efectos
colaterales. Un elevado numero de plantas de utilizacion ancestral, como diferentes
especies de Eucaliptus, han conducido a la obtencion de medicamentos modernos [3].
Se ha investigado la actividad insecticida de aceites esenciales de especies de
Eucaliptus sobre varios estadios de Lutzomyia longipalpis, uno de los vectores
responsables de la transmision de leishamniasis visceral [4].

En trabajos previos hemos descrito la preparacion de derivados polioxigenados
racémicos y quirales del cineol por sintesis quimioenzimatica [5, 6]. En los mismos se
investigo la actividad antibacteriana frente a Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa Yy Staphylococcus aureus, resultando los derivados
polioxigenados mas activos que el cineol [7]. Cabe mencionar que, P. aeruginosa se
presenta como microorganismo oportunista en lesiones cutaneas producidas por
Leishmania.

En base a estos antecedentes, decidimos investigar los efectos antiparasitarios
y citotéxicos de siete derivados polioxigenados racémicos y quirales del 1,8-cineol
obtenidos por sintesis, evaluando su actividad leishmanicida in vitro sobre Leishmania
infantum y L. donovani.

Metodologia:

Compuestos testados: se ensayaron los compuestos aquirales: 1,8-cineol (1), ()-3-
ox0- (2) y (¢)-3-hidroxi-1,8-cineol (3) y los compuestos 6pticamente activos: (-)-3-oxo
(9), (+)-3-oxo (7) y los alcoholes (-)-3-hidroxi (5) y (+)-3-hidroxi-1,8-cineol (8)
(Esquemas 1y 2).



Parasitos: se utilizaron las cepas UCM 9 de L. infantum y Khartoum 1246 de L.
donovani autdctonas de Madrid, Espafia. Fueron mantenidas como promastigotes en
medio RPMI 1640 (Lonza®) a 26°C, suplementado con suero bovino fetal inactivado
(56°C, 30 min) y 100 U mlI™ de penicilina con 100 pg ml™ de estreptomicina.
Macrofagos: se utilizo la linea celular macrofagica murina J774 cultivada en medio
RPMI 1640 suplementado como se describié anteriormente, en atmésfera humidificada
con 5% COg/aire a 37°C.

Ensayo sobre promastigotes, amastigotes y citotoxicidad: se llevaron a cabo
utilizando las técnicas previamente descriptas por Alunda y col. [8].

Todos los ensayos fueron realizados por triplicado incluyendo controles positivos y
negativos.

Resultados:

- En todos los compuestos estudiados no se observaron diferencias significativas de
actividad leishmanicida frente a L. donovani y L. infantum.

- Todos los derivados fueron capaces de reducir la multiplicacién de los promastigotes,
a excepcion de la mezcla racémica del alcohol 3, la cual no mostré actividad.

- El 1,8-cineol presentd el mayor poder inhibitorio (70%, 500 pM) frente a
promastigotes de ambas especies.

- Los compuestos quirales 5, 7 y 9 causaron una inhibicion del crecimiento de los
promastigotes en un 40% (500 pM), mientras que los compuestos racémicos 2 y 3
presentaron menor actividad (10%). El (-)-alcohol 5 tuvo un 20% mas de actividad que
su antipoda (+)-alcohol, en las mismas condiciones. En cambio, las cetonas quirales (7
y 9) no mostraron diferencias significativas en sus actividades.

- Los resultados de citotoxicidad a las 48 h frente a células J774 mostraron que
solamente la (-)-cetona 9 fue capaz de reducir en un 20% el crecimiento celular,
presentando una citotoxicidad ligera. Estos resultados estan en concordancia con los
obtenidos por observacién en microscopio de las células macrofagicas.

- Frente a amastigotes intracelulares los compuestos ensayados mostraron diferencias
de actividad en la carga parasitaria y en la tasa de infeccion. En general los niveles de
infeccion fueron bajos, siendo mas sensible L. donovani. Sin embargo, la mayoria de
los compuestos produjeron una disminucién superior al 50% de la carga parasitaria.

Conclusiones:

Se observé una marcada influencia de la quiralidad de los compuestos ensayados
en la actividad biolégica.

La obtencion de derivados del 1,8-cineol funcionalizados en C-5 promete ser una
alternativa valida para la produccion de leshmanicidas.
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Esquema 1: (a) CrO,(AcO),; (b) NaBH4/MeOH; (c) Ac,O/Py.
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Esquema 2: (a) PLE, pH 7, 37°C; (b) KOH, EtOH; (c) PCC,CHCI,
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