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RESUMEN

El género Leishmania es responsable de la leishmaniasis, una enfermedad parasitaria con alto
impacto en salud publica, particularmente en areas endémicas de América Latina. Este estudio
evalud la actividad leishmanicida y citotdxica de derivados de pirazolonas contra Leishmania
mexicana, un modelo relevante debido a su prevalencia en la regién. Se utilizaron ensayos de
colorimetria mediante la reduccion de MTT in vitro para determinar los parametros 1C50
(Concentracion Inhibitoria 50%), CC50 (Concentracion Citotoxica 50%) e indice de
selectividad (SI), utilizando promastigotes de L. mexicana y macrofagos murinos RAW
264.7.Entre los compuestos probados, PIR 12, PIR 19 y PIR 10 destacaron por su actividad
antiparasitaria y selectividad tras 72 horas de exposicion, alcanzando Sl superiores a 7. Los
resultados indican que el aumento del tiempo de exposicion mejora la eficacia y selectividad
de los compuestos. Compuestos como PIR 09 mostraron una excelente actividad leishmanicida
con baja citotoxicidad, mientras que otros, como PIR 14 y PIR 16, exhibieron actividad
moderada pero mejoraron significativamente en tiempos prolongados. Estos hallazgos
subrayan el potencial de los derivados de pirazolonas como candidatos terapéuticos para la
leishmaniasis, ofreciendo una alternativa prometedora frente a las limitaciones de los
tratamientos actuales. Su perfil favorable en términos de sintesis, costo y eficacia podria
contribuir al desarrollo de terapias mas accesibles y sostenibles para las comunidades mas

afectadas por esta enfermedad.

Palabras clave: Leishmaniasis, Leishmania mexicana, MTT, Pirazolonas, Actividad

leishmanicida, Citotoxicidad, Macréfagos RAW 264.7



ABSTRACT

The genus Leishmania is responsible for leishmaniasis, a parasitic disease with a significant
public health impact, particularly in endemic areas of Latin America. This study evaluated the
leishmanicidal and cytotoxic activity of pyrazolone derivatives against Leishmania mexicana,
a relevant model due to its prevalence in the region. Colorimetric assays using MTT reduction
in vitro were employed to determine the IC50 (50% Inhibitory Concentration), CC50 (50%
Cytotoxic Concentration), and Selectivity Index (SI) parameters, using L. mexicana
promastigotes and RAW 264.7 murine macrophages. Among the tested compounds, PIR 12,
PIR 19, and PIR 10 stood out for their antiparasitic activity and selectivity after 72 hours of
exposure, achieving Sls greater than 7. The results indicate that increased exposure time
enhances the efficacy and selectivity of the compounds. Compounds such as PIR 09 exhibited
excellent leishmanicidal activity with low cytotoxicity, while others, such as PIR 14 and PIR
16, showed moderate activity but improved significantly with prolonged exposure. These
findings highlight the potential of pyrazolone derivatives as therapeutic candidates for
leishmaniasis, offering a promising alternative to current treatment limitations. Their favorable
profile in terms of synthesis, cost, and efficacy could contribute to the development of more
accessible and sustainable therapies for communities most affected by this disease.

Keywords: Leishmaniasis, Leishmania mexicana, MTT, Pyrazolones, Leishmanicidal activity,

Cytotoxicity, RAW 264.7 macrophages.
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INTRODUCCION

El género Leishmania comprende protozoos parasitos de la familia Trypanosomatidae,
responsables de la leishmaniasis, una enfermedad de gran relevancia en salud publica a nivel
mundial. Este género comprende mas de 20 especies patdogenas que afectan tanto a humanos
como a animales. La transmision ocurre a través de la picadura de hembras infectadas de
flebotomos de los géneros Phlebotomus (Viejo Mundo) y Lutzomyia (Nuevo Mundo). En su
ciclo de vida digenético, Leishmania alterna entre promastigotes flagelados en el vector y
amastigotes intracelulares en macréfagos del huésped mamifero. Esta capacidad de invadir y
sobrevivir dentro de macrofagos permite a los parasitos evadir la respuesta inmune, lo que
contribuye al desarrollo de infecciones cronicas y potencialmente graves (Hashiguchi et al.,

2020).

La leishmaniasis se presenta en tres formas clinicas principales: leishmaniasis cutanea
(LC), que genera ulceras dérmicas; leishmaniasis mucocutdnea (LMC), asociada con
destruccion de mucosas; y leishmaniasis visceral (LV), que afecta 6rganos internos como el
higado y el bazo, con alta mortalidad si no se trata. En América Latina, Leishmania mexicana
es una de las especies responsables de la leishmaniasis cutdnea, una forma generalmente
localizada pero incapacitante debido a las cicatrices permanentes que produce (Hashiguchi et
al., 2020). En Ecuador, la leishmaniasis es una enfermedad endémica que afecta
predominantemente a las provincias amazdnicas, donde las condiciones ecoldgicas y climaticas
favorecen su transmision. Solo en el Gltimo lustro, el pais reportd un promedio anual de 1085
casos de leishmaniasis, destacandose por su persistencia en regiones de dificil acceso. En 2023,
las provincias con mayor incidencia fueron Morona Santiago (99 casos), Orellana (88 casos) y
Pastaza (48 casos), que juntas concentraron aproximadamente el 66% de los casos notificados

a nivel nacional. Estas cifras reflejan el impacto de factores como la interaccion humana con
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los vectores en actividades como agricultura, mineria y expansion de asentamientos humanos

(Ministerio de Salud Publica del Ecuador, 2024).

En la region andina, aunque la incidencia es significativamente menor, Pichincha
reportd 28 casos en 2023, vinculados principalmente a migraciones desde zonas endémicas y
a cambios en el uso del suelo en areas rurales y periurbanas. A nivel nacional, la leishmaniasis
sigue siendo un desafio de salud publica, especialmente en comunidades con acceso limitado
a diagnostico, tratamiento y recursos sanitarios, lo que dificulta el control de la enfermedad
(Ministerio de Salud Publica del Ecuador, 2024). A pesar de ser endémica desde inicios del
siglo XX, la enfermedad sigue siendo un desafio en Ecuador. Factores como la pobreza, el
desplazamiento poblacional y el cambio climatico han exacerbado la transmision. Las
actividades humanas en areas selvaticas, como la mineria, la agricultura y la expansion de
asentamientos humanos, han incrementado el riesgo de exposicion al vector. Ademas, la
vigilancia y control de la leishmaniasis enfrentan limitaciones debido a desigualdades en el

acceso a recursos, diagndstico y tratamiento oportuno (Hashiguchi et al., 2016).

El tratamiento de la leishmaniasis se basa principalmente en el uso de antimoniales
pentavalentes, anfotericina B y miltefosina, cada uno con mecanismos de accion especificos.
Los antimoniales, como el antimoniato de meglumina, inhiben enzimas esenciales en el
metabolismo energético del parasito, mientras que la anfotericina B altera la membrana celular
al unirse al ergosterol, provocando muerte celular (Mesquita, Tempone & Reimao, 2014;
Vasquez de Ricciardi, 2009). Por su parte, la miltefosina, un derivado de fosfocolina, afecta la
biosintesis de lipidos y la sefializacion celular en el pardsito. Sin embargo, estos tratamientos
presentan limitaciones significativas. La alta toxicidad de los antimoniales y la anfotericina B,
que puede causar nefrotoxicidad y hepatotoxicidad, junto con los regimenes prolongados y

costosos, dificultan la adherencia al tratamiento. Ademas, la miltefosina, aunque menos toxica,
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tiene costos elevados, requiere acceso constante a centros de salud, lo que la hace poco
accesible para poblaciones de bajos recursos en areas endémicas, y solo esta aprobada para su

uso en leishmaniasis visceral ( Ferreira et al., 2023; Benaim, G., & Paniz-Mondolfi, A. (2024).).

A estas limitaciones se suma la problematica del desarrollo de resistencia. El uso
extensivo y prolongado de los antimoniales en regiones endémicas ha resultado en la aparicion
de cepas resistentes, disminuyendo la eficacia de los tratamientos tradicionales. Este escenario
demuestra la urgente necesidad de desarrollar nuevas opciones terapéuticas que combinen
eficacia contra el parésito con un perfil de toxicidad mas favorable (Proafio-Bolafios et al.,
2024). Por esta razon, los compuestos derivados de pirazolonas han surgido como candidatos
prometedores debido a su potencial leishmanicida y propiedades farmacoldgicas unicas que
pueden ofrecer una alternativa segura y accesible frente a la resistencia creciente (segundo

archivo).

Las pirazolonas constituyen una clase de compuestos heterociclicos ampliamente
estudiados en farmacologia por su versatilidad. Entre sus aplicaciones terapéuticas mas
conocidas destacan su uso como analgésicos y antiinflamatorios, siendo el metamizol un
ejemplo representativo (Angarita Rueda, 2016). Estas moléculas tienen caracteristicas
quimicas que posibilitan su modificacion lo que abre paso a la investigacion de nuevos efectos
terapéuticos. Recientes investigaciones han identificado ciertos derivados de pirazolonas con
actividad antiparasitaria, lo que sugiere su capacidad para interactuar con enzimas especificas
o inducir estrés oxidativo en parasitos como Leishmania. El estudio de nuevos derivados es
esencial para evaluar su eficacia especifica contra Leishmania y su citotoxicidad en células del
huésped. Su facil sintesis y bajo costo abre la posibilidad de disefiar compuestos con mayor

afinidad por blancos moleculares del parasito, reduciendo el impacto en células de mamiferos,
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los convierte en una opcién viable para enfrentar los desafios actuales del tratamiento de la

leishmaniasis (Licto Iler, 2016; Araujo, 2020).

Los macrofagos murinos de la linea celular RAW 264.7 son una herramienta clave en
estudios in vitro, ya que representan un modelo confiable del sistema inmunitario. Leishmania
invade macrofagos en el huésped mamifero, lo que hace de estas células un modelo esencial
para evaluar tanto la actividad leishmanicida como la citotoxicidad de los compuestos en
estudio. La linea RAW 264.7, derivada de células murinas, permite estudiar las interacciones
huésped-parasito bajo condiciones controladas. Evaluar la citotoxicidad en estos macrofagos
es crucial para garantizar que los compuestos derivados de pirazolonas sean seguros y
selectivos, minimizando los efectos adversos en células del sistema inmunitario del huésped

(Rodrigues et al., 2021).

Por esto, dentro de este estudio se comprende el andlisis de los efectos citotdxicos de
estos compuestos en macrofagos RAW 264.7, la determinacion de su efectividad contra
Leishmania mexicana y la determinacion de su potencial como alternativas terapéuticas. Estos
objetivos poseen una gran relevancia en el contexto de la busqueda de tratamientos innovadores
y accesibles para la leishmaniasis, que puedan superar las limitaciones de las terapias actuales
al ofrecer mayor seguridad y eficacia. Este enfoque busca contribuir al desarrollo de opciones
terapéuticas sostenibles, especialmente dirigidas a las poblaciones mas afectadas por esta

enfermedad.
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METODOS

Cultivo celular de RAW 264.7

Se descongel6 las células preservadas criogénicamente. Luego, se sembro las células
en frascos de cultivo T25, utilizando el medio DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium)
(Corning), suplementado con 1 % de antibi6tico Pen-Strep (Gibco ™) y un 10 % de suero fetal
bovino (FBS) (Gibco ™). Se incubd las células a 37°C, con 100% de humedad y 5% de CO..
Se lavé con PBS 1X y se realizé cambios de medio cada 48 horas. Finalmente, se llevo a cabo

pases al alcanzar 80% de confluencia celular.

Cultivo in vitro de Leishmania mexicana

Se descongelo los parasitos preservados criogénicamente. Posteriormente, se sembrd
en frascos T25 utilizando medio RPMI-1640 (Roswell Park Memorial Institute medium) (
Lonza Bio-Whittaker), suplementado con 1 % de antibiotico Pen-Strep (Gibco ™) y 10 % de
suero fetal bovino (FBS) (Gibco ™). Se incubo a 25 °C, se lavé con PBS 1X y se realizaron
cambios de medio cada 48 horas. Para promover la diferenciacion hacia su forma amastigota,
se recolectd la suspension de parasitos y se absorbido a través de una jeringa para su
transferencia a un tubo conico. Luego, se transfirio al agar sangre de oveja y, tras 48 horas de
incubacion a 25 °C, se cultivo en frascos T25. Este proceso se repitié cada 4-5 dias para

mantener el crecimiento e infectividad del parasito.

Evaluacion actividad citotoxica en macréfagos murinos RAW 264.7

Primero, se realiz6 un lavado completo de las células. Luego, se afiadi6 SDMEM
(DMEM suplementado) y se desprendieron las células mediante un raspador celular, para
transferirlas a un tubo conico. Se cont6 las células con azul de tripdn en una camara de

Neubauer para preparar una solucion con una densidad celular de 60.000 células/mL. Se
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dispensd 100 pL en cada pocillo y se coloco la placa en un agitador durante diez minutos. Se
incubd la placa durante 16 horas y pasado este tiempo, se dispensd 100 pL en triplicado las
soluciones de interés (100 uM, 10 uM, 1 uM, 0.1 uM y 0.01 uM), agitando la placa después.
Se incluyo los controles negativos (SDMEM), positivo (SDMEM con saponina a 4 mg/mL) y

de crecimiento (SDMEM con DMSO al 1%).

Evaluacién actividad leishmanicida en L. mexicana

Primero, se centrifug6 y se lavo las células con PBS 1x. Luego, se resuspendio el pellet
en SRPMI (RPMI suplementado), se filtrd su contenido y se lo transfirié a un tubo cénico. A
partir de esto, se contd los parasitos en una camara de Neubauer para preparar una solucioén
con una densidad de 10.000.000 parasitos/mL. Se dispens6é 100 pL en cada pocillo y se colocd
la placa en un agitador durante diez minutos. Inmediatamente, se dispens6 100 pL en triplicado
de las soluciones de interés (100 uM, 10 uM, 1 uM, 0.1 uM y 0.01 uM), y se agito la placa.
Finalmente, se incluyo6 los controles negativo (sRPMI), positivo (SRPMI con AmpB a2 uM) y

de crecimiento (SRPMI con DMSO al 1 %).

Evaluacion de viabilidad celular con ensayos MTT

La placa se incubo durante 48/72 horas. Pasado este tiempo, se afiadié 20 pL de solucion
de MTT (5 mg/mL), y se agitdé durante 10 minutos protegida de la luz. Se incub6 durante 2
horas con sus respectivas condiciones y tras la incubacion, se centrifugé la placa a 4000 RPM
por 10 minutos. Se retird el sobrenadante de cada pocillo con una punta de 200 uL conectada
a un aspirador. Se afiadi6 100 uL de DMSO, y la placa se agitd durante 5 minutos. Finalmente,
se homogeneiz6 cada pocillo y se midio las absorbancias (As70-630) utilizando el lector de placas

BioTek ELx&08.
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RESULTADOS

Se evaluo la actividad leishmanicida y citotdxica de una serie de compuestos derivados
de PIR (PIR 02, PIR 09, PIR 10, PIR 11, PIR 12, PIR 14, PIR 16, PIR 19 y PIR 22) a 48 horas
mediante ensayos de viabilidad celular utilizando promastigotes de Leishmania mexicana y
macrofagos murinos RAW 264.7. Los ensayos se realizaron para determinar la concentracion
inhibitoria media (ICso) y la concentracion citotdxica media (CCso), asi como el indice de
selectividad (Sl), con el fin de evaluar la efectividad y especificidad de cada compuesto.

Entre los compuestos evaluados, como se observa en la Tabla 1. PIR 12 mostro la
mayor actividad leishmanicida con un 1Cso de 19,03 pg/mL (1C95%: 13,44-32,08 pg/mL) y
una CCsp de 20,70 pg/mL (1C95%: 13,44-32,08 pg/mL), lo que resulto en un Sl de 1,09. Por
otro lado, otros compuestos como PIR 02 y PIR 10 también mostraron actividad moderada con
ICso de 40,23 pg/mL (1C95%: 17,51-53,06 pg/mL) y 35,58 pg/mL (1C95%: 17,15-45,32
pg/mL), respectivamente. Sin embargo, sus indices de selectividad fueron inferiores a 1 (0,76
y 0,78, respectivamente), lo que evidencia una actividad citotoxica significativa en células
hospedadoras y una baja especificidad hacia los parasitos. En el caso de PIR 09, se observo un
ICs0 més alto (80,72 pg/mL; 1C95%: 48,66-83,09 ug/mL) y un CCso de 63,38 pug/mL (1C95%:
48,66-83,09 pg/mL), resultando en un SI de 0,79, lo que refuerza su limitada utilidad en
términos de selectividad, como se observa en la Figura 1. . Algunos compuestos, como PIR
14 y PIR 16, no mostraron actividad detectable dentro de los rangos probados (>100 pg/mL),
indicando una baja o nula efectividad leishmanicida bajo las condiciones experimentales.

En la exposicion a 72 horas, a partir de la Tabla 2. se observé que PIR 02 presentd una
reduccion significativa en su ICsp, pasando de 40,23 pg/mL a 6,11 pg/mL (1C95%: 0,02-168,11

pg/mL), con un incremento en su CCsp a 48,12 pg/mL (1C95%: 8,55-65,95 pg/mL), lo que
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resulto en un Sl de 7,87. Esto sugiere que el compuesto presenta una mayor selectividad hacia
los parasitos con una menor exposicion citotoxica a 72 horas.

Por su parte, también se vio en la Tabla 2. que PIR 09 mostré una mejora importante
en su ICsp a 6,96 pug/mL (1C95%: 0,33-56,75 pg/mL), aunque no se pudo determinar su CCso
por la ausencia de toxicidad detectable (CCso > 100,00 pg/mL). Este comportamiento indica
una excelente actividad leishmanicida y baja citotoxicidad, sugiriendo un potencial
significativo para futuros estudios. PIR 10 y PIR 11 también mostraron mejoras sustanciales,
con ICsp de 13,21 pg/mL (1C95%: 0,33-183,00 pg/mL) y 12,24 pg/mL (1C95%: 0,21-213,20
pg/mL), respectivamente. Los valores de CCso también aumentaron (78,36 pg/mL y 59,83
pg/mL, respectivamente), resultando en indices de selectividad de 5,93 para PIR 10y 4,89 para
PIR 11. Estos datos se visualizan en la Figura 2. y confirman que ambos compuestos mejoran
su especificidad y reducen su toxicidad con el tiempo de exposicion prolongado.

En cuanto a PIR 19, a partir de la Tabla 2. se destaco con un ICso de 8,46 pg/mL
(1C95%: 25,64-337,93 pg/mL) y una CCso de 81,91 pg/mL (1C95%: 14,61-117,07 pg/mL), lo
que resulto en un Sl de 9,68, posiciondndose como uno de los compuestos méas prometedores
en términos de actividad y selectividad. Mientras que PIR 22 mostré un comportamiento mas
moderado, con un 1Csg de 23,30 pg/mL (1C95%: 13,98-180,66 pg/mL) y un CCso de 107,50
pg/mL (1C95%: 6,58-96,04 pg/mL), lo que resultdé en un Sl de 4,61. PIR 14 y PIR 16
demostraron una mejora notable a 72 horas, mostrando una reduccion en sus ICso a 12,05
pg/mL (1C95%: 251,50-150,17 pg/mL) y 13,05 pg/mL (1C95%: 193,07-283,51 pg/mL),
respectivamente. Al mismo tiempo, se observd en la Figura 2. una disminucion en su

citotoxicidad, con valores de CCso >100 pg/mL en ambos casos.
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DISCUSION

En este estudio, se evalud la actividad leishmanicida y citotoxica de los compuestos
PIR contra Leishmania mexicana, un modelo relevante en la investigacion de nuevos
tratamientos para la leishmaniasis. El objetivo fue determinar la eficacia de los compuestos
PIR en la inhibicidn del crecimiento parasitario, asi como su toxicidad sobre las células
hospedadoras. Para ello, se calcularon parametros como el 1Cso (Concentracion Inhibitoria
50%), el CCso (Concentracion Citotoxica 50%) y el indice de selectividad (SI).

El 1Cso es el valor de la concentracion de un compuesto que inhibe el 50% de la
viabilidad de las células o el parasito. Este parametro es crucial para evaluar la eficacia de un
compuesto en su capacidad de reducir el crecimiento parasitario. Por otro lado, el CCsg se
refiere a la concentracion de un compuesto que causa la muerte de las células hospedadoras en
un 50%, lo que permite medir la toxicidad de los compuestos en las células no infectadas. El
indice de selectividad (SI) es una relacion que se calcula dividiendo el CCs entre el 1Cso (SI =
CCso/ICx0) (Reis et al., 2021). Un valor de Sl superior a 10 indica una alta selectividad del
compuesto para el parésito y una baja toxicidad para las células hospedadoras. EI ECsp, que
mide la concentracién de un compuesto que reduce la carga parasitaria en un 50%, es otro
parametro relevante que se podria evaluar en investigaciones futuras para obtener un perfil mas
completo de la eficacia de los compuestos (Koutsoni, Karampetsou & Dotsika, 2019;
Badirzadeh et al., 2020).

Los compuestos PIR evaluados mostraron diversas respuestas frente a Leishmania
mexicana y las células RAW 264.7. Entre los compuestos probados, PIR 12 destac6 como el
maés prometedor, mostrando un 1Csg de 19.03 uM y un CCsp de 20.70 uM, lo que resultd en un
indice de selectividad (SI) de 1.09. Aunque este Sl es superior a los de otros compuestos

evaluados, no alcanzé el valor minimo ideal de 10, lo que sugiere que la selectividad para el
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parasito no es lo suficientemente alta para ser considerado un candidato adecuado para el
desarrollo de terapias. Otros compuestos como PIR 02, PIR 10 y PIR 09 mostraron un 1Csp mas
alto, indicando menor eficacia en la inhibicidn del crecimiento parasitario. En el caso de PIR
09, el ICso fue de 80.72 uM, con un Sl de 0.79, lo que implica una mayor toxicidad para las
células hospedadoras. Ademas, compuestos como PIR 14 y PIR 16, con valores de ICso
superiores a 100 puM, no demostraron una actividad leishmanicida significativa (Croft &
Coombs, 2003; Wilkinson & Kelly, 2009).

Es importante remarcar el aumento de la actividad leishmanicida observada con la
exposicion prolongada. Al aumentar el tiempo de exposicion a 72 horas, varios compuestos
mostraron una disminucién considerable en sus valores de ICso. Este comportamiento fue
particularmente evidente en PIR 02, PIR 09 y PIR 19, que tuvieron una reduccion en el ICs a
72 horas, lo que podria estar relacionado con una mayor afinidad de los compuestos por los
parasitos o una mayor capacidad de internalizacion en los parasitos en comparacion con las
células hospedadoras. Este hallazgo sugiere que algunos compuestos, aungque no sean tan
efectivos a corto plazo, pueden volverse méas eficaces con exposiciones mas largas. Este
comportamiento podria deberse a una acumulacion selectiva de los compuestos en los
parasitos, lo que hace que sean mas efectivos con el tiempo (Lemke, Kiderlen & Kayser, 2005;
Veiga-Santos, Salomédo & De Castro, 2012)

Por otro lado, algunos compuestos que inicialmente no mostraron una actividad
significativa a las 48 horas, como PIR 14y PIR 16, exhibieron una mejora en su actividad a las
72 horas. Este cambio podria indicar que estos compuestos actian de manera mas gradual y
que, por lo tanto, un tiempo de exposicion mas largo podria ser necesario para observar su
plena eficacia. Esta observacion resalta la importancia de considerar el tiempo de exposicion
como un factor crucial en la evaluacién de la actividad leishmanicida de los compuestos

(Mutiso et al., 2011; Tomiotto-Pellissier et al., 2018).
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En cuanto a los valores de CCso, los compuestos con baja selectividad, como PIR 02 y
PIR 10, presentaron un riesgo elevado de toxicidad hacia las células hospedadoras, lo que limita
su potencial como tratamientos terapéuticos para la leishmaniasis. Aungue algunos compuestos
demostraron una actividad leishmanicida aceptable, su alta toxicidad para las células RAW
264.7 indica que la optimizacién de la estructura quimica es un paso fundamental para reducir
la toxicidad y mejorar la selectividad hacia el parasito. En particular, la modificacién de la
estructura quimica de los compuestos PIR podria ser una estrategia clave para mejorar la
relacion entre la actividad leishmanicida y la toxicidad hacia las células hospedadoras,
logrando una mayor eficacia terapéutica con menor riesgo de efectos adversos (Donlin &
Meyers, 2022; Lorenzo Romero, 2022).

Aungue los resultados obtenidos en el proyecto son prometedores, se deben realizar
investigaciones adicionales para evaluar el mecanismo de accién de los compuestos derivados
de pirazolonas. Los datos preliminares sugieren que la actividad leishmanicida podria estar
relacionada con la induccion de estrés oxidativo en los parasitos, lo que puede llevar a la
alteracion de la membrana celular y a la muerte del parasito. Sin embargo, se requieren estudios
adicionales para confirmar este mecanismo, que podria implicar la generacion de especies
reactivas de oxigeno (ROS) y su efecto sobre la integridad celular de Leishmania mexicana
(Reverte, Snékéd & Fasel, 2022). Ademas, la identificacion de las dianas moleculares de los
compuestos seria un paso crucial para comprender su modo de accion y para optimizar su
eficacia. De igual manera, se destaca la importancia de la determinacion del ECso en
investigaciones futuras. Aunque este parametro no fue evaluado en el presente estudio, es
esencial para obtener una mejor comprension de la eficacia terapéutica de los compuestos PIR
en modelos mas fisiolégicos. La determinacion del ECso permitira obtener datos mas completos

sobre la eficacia de los compuestos en condiciones mas cercanas a la infeccidon real (Coelho et
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al., 2014). Esta informacion sera clave para decidir si los compuestos PIR tienen el potencial

de convertirse en tratamientos viables para la leishmaniasis.
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CONCLUSIONES

Los resultados demostraron que los compuestos derivados de pirazolonas tienen un
potencial significativo al evaluar su citotoxicidad y actividad leishmanicida en Leishmania
mexicana y macrofagos murinos RAW 264.7. Los compuestos PIR 02, PIR 09 y PIR 12 fueron
identificados como los mas prometedores debido a su actividad leishmanicida, aunque con
variaciones en selectividad y citotoxicidad. PIR 12 destacd inicialmente con un ICsp de 19,03
pug/mL y un indice de selectividad (SI) de 1,09, lo que muestra un balance entre eficacia y
toxicidad. PIR 02 y PIR 09, por su parte, mostraron mejoras a las 72 horas, reduciendo sus
valores de ICso y aumentando la selectividad hacia los parasitos, lo que minimizo la toxicidad
en las células hospedadoras. Algunos compuestos, como PIR 14 y PIR 16, no presentaron
actividad leishmanicida significativa hasta las 72 horas, lo que sugiere que su mecanismo de
accion puede requerir un mayor tiempo para ser efectivo. Esto puede implicar que estos
compuestos necesitan una interaccion mas prolongada con las células del parasito o que su
accion es mas lenta, lo cual requeriria mayores concentraciones o condiciones especificas para
generar un mayor efecto en menos tiempo. Ademas, la exposicion a 72 horas mejoro la eficacia
de varios compuestos, como PIR 02, PIR 09, PIR 10 y PIR 11, aumentando sus indices de
selectividad y reduciendo la toxicidad en las células hospedadoras. Finalmente, los derivados
de pirazolonas muestran un potencial prometedor como alternativas terapéuticas para la
leishmaniasis, debido a su eficacia leishmanicida y la seguridad que presentan en células del
huésped. Sin embargo, es necesario realizar estudios adicionales que incluyan la optimizacién
de dosis, modificaciones estructurales y un analisis mas profundo de los mecanismos de accion,
con el fin de maximizar su especificidad y reducir los efectos adversos en futuros ensayos

preclinicos.
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TABLAS

Tabla 1. Bioactividad encontrada a las 48 horas

Compuesto I1Cso 1Cso CCso CCso Sl
(ug/ml) 95% CI (ug/ml) 95% CI (CCsol/1Cs0)
(ng/ml) (ng/ml)
PIR 02 40,23 17,51 a 53,06 30,44 17,51 a 53,06 0,76
PIR 09 80,72 48,66 a 83,09 63,38 48,66 a 83,09 0,79
PIR 10 35,58 17,15 a 45,32 27,82 17,15 a 45,32 0,78
PIR 11 43,75 10,13 a 26,63 16,21 10,13 a 26,63 0,37
PIR 12 19,03 13,44 a 32,08 20,70 13,44 a 32,08 1,09
PIR 14 > 100.00 ND ND ND ND
PIR 16 >100.00 ND ND ND ND
PIR 19 40,21 14,15 a 40,19 23,85 14,15 a 40,19 0,59
PIR 22 24,23 14,52 a 39,90 23,98 14,52 a 39,90 0,99

Descripcion: La tabla presenta los valores de 1C50, CC50, y los intervalos de confianza (95%
ClI) para diversos derivados de pirazolonas a las 48 horas de exposicion. Compuestos como
PIR 12 y PIR 22 destacan por su actividad leishmanicida con indices de selectividad (SI)
cercanos o superiores a 1, mientras que PIR 14 y PIR 16 no mostraron actividad significativa

en este tiempo.

Tabla 2. Bioactividad encontrada a las 72 horas

Compuesto 1Cs0 1Cs0 CCso CCso SI
(ng/ml) 95% CI (ng/ml) 95% CI (CCso/1Csp)
(ng/ml) (ng/ml)
PIR 02 6,11 0,02 a 168,1 48,12 8,55 a 65,95 7,87
PIR 09 6,96 0,33 a56,75 >100.00 >100.00 ND
PIR 10 13,21 0,332 183,00 78,36 8,79a76,52 5,93
PIR 11 12,24 0,21a 213,20 59,83 5,22 2 60,61 4,89
PIR 12 13,13 1,23a 177,35 47,08 0,94 a 37,20 3,59
PIR 14 12,0465  251,5a150,2 54,605 0.0003 a 39,5 4,53
PIR 16 13,045 193,1a283,5 >100.00 >100.00 ND
PIR 19 8,46 25,6 a 337,9 81,91 14,6 a117,1 9,68
PIR 22 23,30 13,98 a 180,7 107,50 6,58 a 96,04 4,61
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Descripcion: La tabla muestra los resultados de 1C50, CC50 y Sl para los compuestos
evaluados a las 72 horas. Se observa un aumento en la actividad y selectividad en comparacion
con las 48 horas, destacando PIR 19 y PIR 02 con los valores de SI mas altos, mientras que

PIR 09 y PIR 16 exhiben mejoras notables en sus parametros.
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FIGURAS
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Figura 1. Comparacion del 1Cso vs CCso evaluado a 48 horas

Descripcion: La figura muestra los valores de 1Csg y CCsg tras 48 horas de tratamiento. El ICsg
es notablemente mayor que el CCso para 5 compuestos (02, 09, 10, 11,19 y 22), lo que indica
que la actividad inhibitoria para Leishmania mexicana es mayor que la citotoxicidad en las
RAW 264.7. El compuesto 22 posee una concentracion inhibitoria similar a la citotoxica. El

compuesto con mejor selectividad se observa en el 12, cuya concentracion inhibitoria es menor

que la citotdxica.
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Figura 2. Comparacion del 1Cso vs CCso evaluado a 72 horas

Descripcion: En esta figura se comparan los valores de ICso y CCso después de 72 horas de
exposicion. Los valores de ICso tienden a disminuir respecto a las 48 horas, indicando mayor
eficacia inhibidora. El CCs es elevado, mostrando baja citotoxicidad incluso con un tiempo de

tratamiento prolongado.
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