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Introduccion. La leishmaniasis es uno de los principales problemas de salud publica en muchos paises,
entre ellos, Colombia. Su tratamiento presenta dificultades, como la toxicidad de los medicamentos
utilizados, la aparicién de cepas resistentes y su duracion prolongada con costos elevados, lo que
justifica la busqueda de nuevas alternativas terapéuticas.

Objetivo. Evaluar las actividades leishmanicida y citotéxica de tres compuestos del tipo de la
2-estirilquinolina: el 2-[(E)-2-(2,3-diacetiloxifenil)etenil]quinolin-8-il-acetato, E1; el 2-[(E)-2-(4-acetiloxi-
3-metoxifenil)etenillquinolina, E2, y el 2-[(E)-2-(2,3-diacetiloxifenil)etenil]quinolina, ES.

Materiales y métodos. Las estirilquinolinas se obtuvieron por sintesis organica mediante reaccion de
condensacion del tipo de Perkin a partir de 8-hidroxiquinaldina o quinaldina y aldehidos aromaticos. La
actividad leishmanicida se evalu6 en Leishmania (Viannia) panamensis mediante citometria de flujo y
la citotoxicidad en las células U-937 mediante el micrométodo enzimatico con MTT. Los resultados se
expresaron como concentracion letal media (CL,) para la citotoxicidad y como concentracion efectiva
media (CE,)) para la actividad leishmanicida, calculadas con el método Probit.

Resultados. El compuesto E3 de la 2-estirilquinolina demostrd una gran actividad en Leishmania
(Viannia) panamensis. Se calculé un valor de CE, de 1,4 pg/mly un indice de selectividad de 3,9; los
compuestos E1y E2 presentaron valores de CE, mayores de 5,6 y 68,1 pg/ml, respectivamente. En
cuanto a la citotoxicidad, se calcularon valores de CL,, desde 5,4 hasta 68,1 pg/ml. El compuesto E2
resulté ser moderadamente tdxico, con una CL,; muy similar a la de la anfotericina B, sustancia usada
como control de citotoxicidad.

Conclusion. A pesar de su toxicidad, el compuesto E3 de la 2-estirilquinolina demostré una actividad
prometedora contra L. (V.) panamensis, pues fue capaz de inhibir de manera significativa los
amastigotes en el interior de la célula y de reducir la infeccién.
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Styrylquinolines-type synthetic compounds with leishmanicidal and cytotoxic activities

Introduction: Leishmaniasis is a major public health problem faced by many countries, including
Colombia. Its treatment has limitations such as the toxicity of the drugs used, the emergence of
resistant strains, and prolonged and expensive treatments. Thus, there is an urgent need to find
alternative solutions.

Objective: To evaluate the leishmanicidal and cytotoxic activities of three 2-styrylquinolines type
compounds: 2-[(E)-2-(2,3-diacetyloxyphenyl)ethenyl]quinolin-8-yl-acetate, E1; 2-[(E)-2-(4-acetyloxy-3-
methoxyphenyl)ethenyl] quinoline, E2, and 2-[(E)-2-(2,3-diacetyloxyphenyl)ethenyl] quinoline, E3.
Materials and methods: The 2-styrylquinolines were obtained by organic synthesis using Perkin-
type condensation reaction from 8-hydroxy quinaldine or quinaldine and aromatic aldehydes. The
leishmanicidal activity was evaluated on intracellular amastigotes of Leishmania (Viannia) panamensis
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by flow cytometry. The results were expressed as lethal concentration 50 (LC,;) for cytotoxicity and
effective concentration 50 (EC, ) for leishmanicidal activity, calculated by the Probit method.

Results: E3 showed high activity against L. (V) panamensis with a calculated EC,, value of 1.4 pg/ml,
and a selectivity index of 3.9; E1 and E2 showed higher EC, values of 5.6 and 68.1 ug/ml, respectively.
For cytotoxicity, LC,, values ranging from 5.4 to 68.1 pg/ml were calculated. E2 was moderately toxic,
showing an LC,, very similar to that of amphotericin B, a substance used as cytotoxic control.
Conclusion: The styrylquinoline E3 is a promising compound against L. (V) panamensis, as it was able
to significantly inhibit amastigotes inside the cell, reducing infection despite its toxicity.

Key words: Leishmania panamensis, leishmaniasis, quinaldines.
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La leishmaniasis es una enfermedad de amplia
distribucion mundial que pertenece al grupo de
enfermedades originadas por la infeccion con
protozoarios del género Leishmania, el cual incluye
numerosas especies con la misma morfologia, pero
con comportamientos biolégicos e inmunolégicos
diferentes, por lo que las caracteristicas clinicas
y la distribucién geografica de la enfermedad
también son diversas. En América, las especies
de Leishmania son transmitidas por la picadura
de insectos del género Lutzomyia (1-3). La leish-
maniasis puede ser cutdnea, mucosa o visceral
segun afecte el tejido cutaneo, las mucosas o los
organos del sistema mononuclear fagocitico. La
leishmaniasis cutanea, causada principalmente
por parasitos del complejo Viannia, es la mas
predominante (4,5).

La Organizacion Mundial de la Salud estima que la
incidencia anual de casos de leishmaniasis cutdnea
esta entre 1 y 1,5 millones (6). La leishmaniasis
es endémica en 99 paises de Asia, Africa, Europa,
Oceania y América, con una prevalencia de 12
millones de casos, y se calcula que unos 350
millones de personas estan en riesgo. En Colombia,
la leishmaniasis representa un problema de salud
publica que se ha incrementado de manera signi-
ficativa durante los Ultimos afios. Se estima que en
el pais existen alrededor de 11 millones de personas
en riesgo de contraer la enfermedad, principalmente
en el area rural, y hasta la semana 22 del 2014 (25
al 31 de mayo), se habian confirmado 4.345 casos,
de los cuales 4.292 correspondian a leishmaniasis
cuténea (7,8).

Actualmente, en el tratamiento de las diferentes
formas de leishmaniasis se emplean compuestos
de antimonio pentavalente y otras sustancias como
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el isotianato de pentamidina y la miltefosina.
Ademas de ser costosos, las dosis prescritas de
estos medicamentos tienen una considerable
toxicidad y deben usarse por tiempo prolongado,
factor este que facilita el abandono del tratamiento
y, por ende, la aparicién de cepas resistentes
(9,10). En consecuencia, la busqueda de nuevos
medicamentos, ya sea a partir de productos natu-
rales u obtenidos por procesos de sintesis organica,
constituye una prioridad.

En este contexto, los compuestos quinolinicos son
una unidad estructural de gran importancia en el
tratamiento de las enfermedades protozoarias.
Estas sustancias fueron aisladas por primera vez
de la quina, extraida de la corteza del arbol de la
cinchona, la cual se emplea desde la antigiedad
para combatir la malaria, y se encuentran en una
gran variedad de moléculas naturales y sinté-
ticas que actuan selectivamente frente a algunos
protozoos (11-14).

El sistema quinolinico hace parte de la estructura
de las 2-estirilquinolinas (quinolinas 2 sustituidas),
las cuales se han reportado como sustancias que
exhiben una amplia gama de actividades farmaco-
l6gicas, entre las que se destaca la actividad contra
los protozoos (15). Las quinolinas 2 sustituidas se
han catalogado como moléculas activas contra
Leishmania amazonensis 'y Trypanosoma cruzi, al
igual que contra Plasmodium vinckei petteri (14,15);
especificamente, se ha reportado su actividad
contra Leishmania (Viannia) panamensis (15), L.
donovani (16), L. amazonensis y L. infantum (12).
También se conocen reportes de la actividad de
algunos de estos compuestos en la inhibicion del
HIV, razén por la cual se consideran como agentes
antivirales promisorios por su capacidad de inhibir,
tanto in vitro como in vivo, la actividad de la enzima
que conforma el material genético del virus en la
célula (17,18).

En esta investigacion se reportan los resultados
de la evaluacién de la actividad leishmanicida en
amastigotes intracelulares de L. (V.) panamensis
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(cepa UA140-pIReGFP) y la actividad citotoxica
in vitro en la linea celular promonocitica humana
U-937 para las estirilquinolinas 2-[(E)-2-(2,3-
diacetiloxifenil)etenil]quinolin-8-il-acetato (E1); 2-[(E)
-2-(4-acetiloxi-3-metoxifenil)etenil]quinolina (E2), y
2-[(E)-2-(2,3-diacetiloxifenil)etenil]quinolina (E3).
Los resultados se expresan como concentracion
letal media (CL,,) para la citotoxicidad y concen-
tracion efectiva media (CE,)) para la actividad
leishmanicida.

Materiales y métodos
Sintesis de los compuestos

Las 2-estirilquinolinas se prepararon a partir de
una solucién de 8-hidroxiquinaldina (o quinaldina)
en anhidrido acético, a la cual se agreg6 posterior-
mente el correspondiente aldehido aromético (2,3-
dihidroxibenzaldehido o vainillina), de acuerdo con
la metodologia descrita en trabajos previos (15,19).

Preparacion de las soluciones

Para la evaluacién de la actividad citotoxica se
hicieron seis diluciones dobles seriadas, preparadas
a partir de una solucion madre de 200 pg/ml en
dimetil sulféxido, y se obtuvieron seis soluciones de
concentraciones equivalentes a 100, 50, 25, 12,5y
6,25 pg/ml para las 2-estirilquinolinas sintetizadas.

Para la preparacion de las soluciones cuya activi-
dad leishmanicida se evaluaba, se tomaron como
referentes los valores de concentracién letal media
determinados para cada uno de los compuestos
estudiados. Para el compuesto E1, se tomaron
soluciones de concentraciones equivalentes a
5,6, 1,4, 0,35 y 0,0875 pg/ml. Para el E2, las
concentraciones evaluadas fueron de 68,1, 17,025,
4,25 y 1,06 pg/ml, y para el E3, se evaluaron
concentraciones de 4,0, 1,0, 0,25 y 0,0625 pg/ml,
todas preparadas en dimetil sulfoxido (DMSO).

Parasito. Para los ensayos de actividad leish-
manicida in vitro, se utilizaron promastigotes de
L. (V) panamensis (UA140-pIReGFP) cultivados
en medio bifasico Novy-MacNeil-Nicolle (NNN)
modificado, empleando como fase liquida solucién
tampon salino de fosfatos (PBS) y glucosa, y se
incubaron a 26 °C para, posteriormente, obtener
amastigotes intracelulares.

Células. Estas correspondieron a macréfagos
humanos U937 (CRL-1593- 2TM) provenientes del
American Type Cell Collection (ATCC), las cuales
se mantuvieron cultivadas en suspensién en medio
RPMI-1640 con suplemento de suero fetal bovino
al 10 %, e incubado a 37 °C con 5 % de CO,.

Actividades leishmanicida y citotéxica de estirilquinolinas

Actividad citotoxica en las células U937

La citotoxicidad se evalué en las células U-937
mediante el micrométodo enzimatico con bromuro de
3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT).
Las células estaban en fase exponencial de creci-
miento y se ajustaron a una concentracion de
100.000 células/ml en platos para cultivo celular
de 96 pozos en medio RPMI-1640 y con 10 %
de suero fetal bovino. Como control negativo se
usaron células bajo las mismas condiciones, pero
sin los productos de sintesis, y como control de
citotoxicidad, la anfotericina B.

Con las diferentes soluciones de los derivados
quinolinicos, tanto las células como los controles
se incubaron a 37 °C en una atmédsfera de 5 %
de CO, durante 72 horas. Transcurrido el periodo
de incubacién, el efecto de los compuestos en las
células se determin6é midiendo la actividad de la
enzima mitocondrial succinato-deshidrogenasa.
Para ello, se afiadieron 10 pl/pozo de una solucién
del reactivo de MTT con una concentracion de 5 pg/
ml y, posteriormente, se incubd a una temperatura
de 37 °C durante tres horas. Pasado este periodo
de incubacion, se agregaron 100 pl por pozo de
una solucion de isopropanol al 50 % y de dodecil
sulfato de sodio al 10 % para disolver los cristales
de formazan (20). La produccion de formazan es
proporcional al porcentaje de células viables, lo
que se midié en un lector de microplacas (BioRad
Benchmark™) a una densidad éptica de 570 nm
a los 30 minutos de haber afadido la solucion
de isopropanol y de dodecil sulfato de sodio. Los
ensayos se hicieron dos veces con tres réplicas
para cada concentracion evaluada y los resultados
se expresaron como concentracion letal media,
calculada por el método Probit de analisis dosis-
respuesta (21) con el programa estadistico SAS
Data Analysis.

Actividad leishmanicida en Leishmania (Viannia)
panamensis

Para la evaluacion de la efectividad de los deri-
vados quinolinicos en los amastigotes intracelulares,
se usaron promastigotes de L. (V.) panamensis,
UA140-pIReGFP, previamente obtenidos a partir
de un aspirado de lesién en hamster, con el fin de
garantizar una mayor infeccion de los macrofagos
in vitro. Se cultivaron muestras del aspirado de las
lesiones producidas por la infeccién del parasito en
tubos de cultivo que contenian medio NNN y se
incubaron a una temperatura de 27 °C hasta obtener
promastigotes en fase estacionaria de crecimiento,

607



Séanchez EL, Santafé GG, Torres OL, et al.

los cuales se emplearon posteriormente para la
infeccion de las células U937 y para obtener los
amastigotes intracelulares (22).

Para la infeccion de las células U-937, se centri-
fugaron las células cultivadas en suspensién a 1.500
rpm durante 10 minutos vy, luego de descartar el
sobrenadante, el boton de células se resuspendié
en una concentracién de 1 x 105 células/ml de
medio RPMI 1640 al 10 % y suero fetal bovino con
0,1 pg/ml de acetato de forbol miristato. En cada
uno de los 24 pozos de una placa para cultivo
celular se dispersé 1 ml de la suspension de
células y se incubod a una temperatura de 37 °C
con una atmosfera de CO,al 5 %. Transcurridas 48
horas de incubacion, las células se infectaron con
promastigotes en fase estacionaria de crecimiento
en una proporcion de 15:1 entre parasitos y célula.
Las placas se incubaron a 34 °C en un atmésfera
de CO,al 5 % durante dos horas. Después se
hicieron dos lavados con PBS para eliminar los
parasitos libres, se agregdé un medio nuevo y las
células se incubaron nuevamente.

Como control de la infeccidon se usaron células
infectadas y cultivadas a las que no se afnadieron los
derivados quinolinicos, y como control de efectividad
se empled la anfotericina B. Las células infectadas
se expusieron durante 72 horas a cada una de
las concentraciones de los derivados quinolinicos
sintetizados. Posteriormente, se removieron cuida-
dosamente del fondo de la placa utilizando el émbolo
de una jeringa y se analizaron por citometria de flujo,
lo que dio una lectura de 488 nm de excitacion y
525 nm de emision con un laser de argén (23).
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Cada concentracion de los derivados quinolinicos
y de los controles se evalud por triplicado en dos
experimentos diferentes. Los resultados se expre-
saron como concentracion efectiva media (CE;)
y se calcularon mediante el analisis estadistico
de regresion lineal Probit empleando el programa
CellQuest Pro.

Para establecer la relacion entre las actividades
citotdxica y leishmanicida, se calculé el indice de
selectividad, que corresponde al cociente entre
la concentracion letal media y la concentracion
efectiva media (IS=CL,/CE, ).

Resultados

Los resultados de la evaluacion de las actividades
leishmanicida y citotdxica de las 2-estirilquinolinas
E1, E2 y ES3 (figura 1), asi como los indices de
selectividad calculados, se presentan en el cuadro 1.

Los resultados sugieren que el compuesto E3 es
muy activo contra amastigotes intracelulares de L.
(V) panamensis, con un valorde CE, de 1,4+0,1 ug/
ml, mientras que los compuestos E1 y E2 tuvieron
actividad leishmanicida en una concentracion
mayor que la de su actividad téxica en la célula.
Al comparar la actividad citotéxica con la actividad
leishmanicida, se encontré que el compuesto E3
fue mas selectivo para eliminar al parasito, ya que
su indice de selectividad fue de 3,9, mientras que
en los compuestos E1 y E2 fue menor de 1,0.

Discusion
Las 2-estirilquinolinas conforman un grupo de

moléculas que han presentado una gran variedad
de actividades bioldgicas, entre las que se destaca

X

OCH,

E2 (6] CHs

Figura 1. Estructura quimica de las 2-estirilquinolinas E1, E2 y E3
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Cuadro 1. Citotoxicidad, actividad leishmanicida e indice de
selectividad de las 2-estirilquinolinas E1, E2 y E3

CL,, (ug/ml) CE,, (ng/ml)
Estirilquinolinas X + DE X + DE
en U-937 en amastigotes IS
intracelulares

E1 5,6 +0,3 >5,6 <1,0

E2 68,1 £ 11,3 >68,1 <1,0

E3 54 1,1 1,4 £0,1 3,9
Anfotericina B 514+28 0,05 £ 0,01 1.028

CEs,: concentracién efectiva media; CLs,: concentracion letal media; IS:
indice de selectividad=CL,/CE,

la actividad contra los protozoos (15,24). Diversos
autores han reportado la actividad leishmanicida
de estas moléculas. Loiseau, et al., evaluaron la
actividad leishmanicida in vitro contra amastigotes
de L. donovaniy determinaron que el compuesto
2-[(E)-2-(8,4-diacetiloxifenil)etenillquinolin-8-il-
acetato arrojaba valores de concentracion de
inhibicién media (IC,)) de 13,5 uM (16).

Por otra parte, Franck, et al., evaluaron la actividad
leishmanicida de varias quinolinas 2 sustituidas
contra L. amazonensis 'y L. infantum, y calcularon
para la estirilquinolina 2-[(E)-2-(3,4-dimetoxifenil)
etenillquinolina un valor de IC,, de 22 yM en L.
amazonensis, y en L. infantum, un valor de IC,
mayor de 32 pM (12). Estos resultados ratifican
que las 2-estirilquinolinas son compuestos activos
frente a diferentes especies de Leishmania y que
las variaciones en el tipo de los elementos que
sustituyen y en las posiciones en su estructura
quimica, ya sea en el ndcleo quinolinico o en
el anillo aromatico, afectan la actividad de los
compuestos frente al parasito.

Mesa, et al., evaluaron la actividad leishmanicida in
vitro de las estirilquinolinas 2-[(E)-2-(2,5-dimetoxifenil)
etenil]lquinolina y 2-[(E)-2-(2,3-dimetoxifenil)etenil]
quinolina y N-{4-[(E)-2-quinolin-2-iletenil]fenil}
acetamida contra amastigotes intracelulares de L.
(Viannia) panamensis, y calcularon valores de
CE,,de 1,4, 1,8 y 1,7 pg/ml, respectivamente;
en cuanto a la toxicidad frente a la linea celular
U937, reportaron valores de CL, de 3,7, 6,2 y
4.5 pg/ml, con indices de selectividad de 1, 1,2y
0,2, respectivamente (15).

En este trabajo se reportan los resultados de
citotoxicidad y actividad leishmanicida en términos
de la CL,, y la CE,; para tres 2-estirilquinolinas
(figura 1). Los resultados obtenidos sugieren
que la ubicacion de un grupo metoxilo sobre el
anillo aromético del compuesto E2 produce una

Actividades leishmanicida y citotéxica de estirilquinolinas

disminucion sustancial de su toxicidad cuando la
CL,, es de 68,1 pyg/ml, comportamiento que se
evidencia al comparar los mismos valores obte-
nidos para las 2-arilquinolinas E1 y E3, los cuales
fueron de 5,6 y 5,4 pg/ml, respectivamente. Por lo
tanto, en este tipo de moléculas la presencia de
sustituyentes del tipo acetil aumenta notablemente
la toxicidad. Por el contrario, los grupos metoxilo
inducen una variacion en la toxicidad hasta valores
inclusive menores que los de la anfotericina B.

En general, en este trabajo los resultados relativos
a la citotoxicidad (cuadro 1) concuerdan con los
encontrados por Mesa, et al., quienes informan que
entre los compuestos evaluados, los que presen-
taron menor toxicidad fueron los que carecen de
sustitucion en la posicién 8 del anillo quinolinico,
situacion que es similar en el E2, y subrayan que
la naturaleza quimica de los sustituyentes en el
sistema quinolinico y en el anillo aromatico influyeron
directamente en la toxicidad del compuesto.

En cuanto a los resultados de la actividad leish-
manicida, los datos relativos al E1 (cuadro 1)
sugieren que este compuesto no tiene potencial
contra L. (V.) panamensis. Sin embargo, Loiseau,
et al., reportan la actividad de la 2-estirilquinolina
2-[(E)-2-(8,4-diacetiloxifenil)etenil]quinolin-8-il-
acetato contra L. donovani (16). Esta molécula se
diferencia del compuesto E1 en la posicion de los
grupos acetil en el anillo aromatico. Por otra parte,
los datos sobre la actividad leishmanicida de E2 y
E3 sugieren que el cambio de un grupo acetilo por
uno metoxilo en el anillo aromatico desfavorece
la actividad contra L. (V.) panamensis, lo cual
se refleja en los valores de CE,, en estos dos
compuestos, que corresponden a >68,1y 1,4 ug/
ml, respectivamente.

Con relacién a la actividad leishmanicida, los
resultados obtenidos permiten destacar como
promisorio el compuesto E3, el cual se caracteriza
estructuralmente por presentar dos grupos acetil en
el anillo aromatico y por la ausencia de sustitu-
yentes en la posicion 8 del nucleo quinolinico,
en comparacién con E1 y E2. Estos resultados
concuerdan con trabajos previos (15).

En la estrategia disefiada para la identificacion
de compuestos candidatos a convertirse en medi-
camentos, los investigadores han determinado
como punto de referencia valores de CE_ <10 pg/ml,
concentracion en la cual un compuesto se considera
muy activo. Por lo tanto, de los tres compuestos
bajo evaluacion, la estirilquinolina E3 se considera
como un candidato promisorio para el desarrollo
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de medicamentos, toda vez que su capacidad
leishmanicida supera la capacidad citotoxica, lo
que se evidencio en una CE,,de 1,4 ug/mly una
CL,, de 5,1pg/ml. Ademas, se considera que una
sustancia tiene actividad leishmanicida promisoria
cuando presenta un indice de selectividad mayor
de 1, porque dicho valor esta en correlacién con un
valor de CL, alto (lo que significa que el compuesto
tiene un bajo potencial citotoxico), y con un valor de
CE,, bajo (lo que significa que el compuesto tiene
un alto potencial de actividad leishmanicida).

Sin embargo, los valores de los indices de selec-
tividad no siempre se ajustan a este criterio, ya
que es posible encontrar sustancias muy tdxicas
y muy activas, en las cuales también es posible
obtener indices de selectividad mayores de 1
(25). Este es el caso del compuesto E3, el cual es
muy activo contra el parasito, a pesar de ser muy
citotéxico. En este caso, el indice de selectividad
de 3,9 mostrado por el compuesto E3 sugiere que,
para producir un efecto nocivo contra el parasito,
este compuesto requiere cerca de cuatro veces
menos cantidad de la necesaria para dafar la
célula huésped. Este hecho demuestra, ademas,
que el dafio observado en el parasito intracelular
no se debe a la muerte de la célula huésped. Dicho
comportamiento constituye un importante punto de
partida para considerar a E3 como un compuesto
promisorio, ya que existen mecanismos in vivo
que permiten reducir de manera significativa la
toxicidad, ya sea con liposomas o con polimeros
que propicien la reduccion de la toxicidad celular sin
que ello implique pérdida de la eficacia terapéutica
(26). Por su parte, los compuestos E1 y E2, cuyos
valores de CE,, fueron superiores a los de la CL,
y, por lo tanto presentaron un indice de selectividad
menor de 1, son poco prometedores como agentes
leishmanicidas.

En conclusién, la sintesis de compuestos organicos
constituye una herramienta importante en la bus-
queda de aquellos que puedan convertirse en el
principio activo de medicamentos para el tratamiento
de las diferentes formas clinicas de la leishmaniasis.
Los valores de CE, para las tres estirilquinolinas
evaluadas, muestran que solo una de ellas (E3)
tiene potencial contra los amastigotes intracelulares
de L. (V.) panamensis, mientras que, a pesar de su
baja toxicidad, E1 y E2 no mostraron potencial de
actividad contra el parasito.

Este trabajo contribuye a la busqueda de nuevas
moléculas activas contra L. (V.) panamensis al
proponer una variacion en las posiciones y en la
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clase de sustituyentes ya reportados por diversos
autores, demostrando que la variacién estructural
propuesta para la 2-estirilquinolina E3 es efectiva
en la cepa de Leishmania bajo evaluacion. Por
otra parte, puesto que se ha informado que las
2-estirilquinolinas presentan actividad frente a dife-
rentes tipos de protozoos, resultaria interesante
evaluar la actividad de estos compuestos contra los
agentes causantes de la malaria y la enfermedad
de Chagas.
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