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L. RESUMEN

Las micosis subcutaneas son producidas por hongos que se introducen en la
piel como consecuencia de un traumatismo y afectan los tejidos subcutaneos, los
vasos linfaticos y los tejidos vecinos. Las principales afecciones son la

esporotricosis, la cromoblastomicosis y el micetoma.

La esporotricosis es una micosis fungica cronica causada por el hongo
dimérfico Sporothrix schenckii. lLa cromoblastomicosis es una micosis subcutanea
cronica de naturaleza granulomatosa, causada por hongos saprofitos del suelo o
dermatiaceos. Ambas se presentan en regiones tropicales y subtropicales. En el
tratamiento de la esporotricosis se utilizan los yoduros por ser una terapia eficaz y
barata para la forma cutanea, aunque producen muchas reacciones secundarias,
también se usa la anfotericina B pero es demasiado téxica y se utiliza en la forma
diseminada. En la cromoblastomicosis, el hongo es bastante resistente al
tratamiento, por lo que se utilizan farmacos como la S5-fluorocitocina y la anfotericina-
B, pero ambos presentan efectos secundarios y deben usarse por tiempo

prolongado.

Considerando la toxicidad y efecto de los farmacos que se emplean en la
actualidad, es importante la busqueda de nuevas alternativas para el tratamiento de
las micosis subcutaneas como una opcion de terapéutica mas saludable. Ademas,
debido a que Guatemala es un pais rico en recursos naturales, en el que muchas de
sus plantas tienen un uso etnomédico, conviene analizar la capacidad antifungica de

especies locales que presenten alguna funcién antibidtica.

En el presente estudio se seleccionaron seis plantas (hoja de Bixa orellana,
corteza de Byrsonimia crassifolia, hoja de Eupatorium odoratum, hoja de Guazuma
ulmifolia, hoja de Litsea guatemalensis y corteza Rhizophora mangle), con el objeto
de demostrar si extractos etandlicos de estas plantas poseen actividad antifungica

contra los hongos Sporothrix schenckiiy Fonsecaea pedrosoi.
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El ensayo demostré que los resultados del tamizaje de la actividad
antifingica fue negativa por parte de los seis extractos contra la fase miceliar de
Sporothrix schenckii y Fonsecaea pedrosoi, considerando como punto de corte una
concentracion de 0.2 mg/mL. Ademas, el resultado del tamizaje de la actividad
antifingica contra la fase levaduriforme de Sporothrix schenckii resultd igualmente

negativa.

Con los resultados anteriores queda demostrado que estas plantas nativas,
seleccionadas por su referencia antibacteriana y antifungica, y en una concentracion
de 0.2 mg/mL no poseen actividad antifungica contra S. schenckii y F. pedrosoi.
Acorde a resultados de investigacion sobre actividad antifungica con plantas nativas,
se ha visto conveniente reducir la concentracién de extracto a niveles inferiores a 1.0
mg/mL, para determinar principios activos altamente eficaces y que funcionen en
bajas concentraciones del extracto vegetal. En este estudio se utilizd la
concentracion de 0.2 mg/mL por haberse determinado como efectiva en otras
investigaciones similares con plantas locales (48,49). Por otro lado, los hongos
subcutaneos son patogenos de dificil tratamiento, pues no responden a los
antibidticos mas frecuentes y se requiere de medicamentos mas fuertes y con
efectos secundarios. Esta tesis es un aporte para el conocimiento de plantas con

actividad antifangica, que no han sido estudiadas, y que pueden mejorar el

tratamiento de afecciones dérmicas.

\

Se recomienda seguir realizando otros estudios con extractos de plantas
nativas guatemaltecas contra hongos que provocan micosis subcutaneas, para

obtener nuevas alternativas para el tratamiento de las mismas.
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II. - INTRODUCCION

Las micosis subcutaneas son producidas por hongos que se introducen a
través de la piel como consecuencia de un traumatismo, afectando los tejidos
subcutaneos, los vasos linfaticos y los tejidos vecinos. Las enfermedades que

provocan son la esporotricosis, la cromoblastomicosis y el micetoma.

La esporotricosis es una micosis fungica crénica causada por el hongo
dimérfico Sporothrix schenckii, en la que puede haber diseminacion hematoégena con
posterior localizacion osteoarticular, aparato genitourinario, sistema nervioso central,
en los ojos del huésped inmunocompetente y enfermedad multifocal en el huésped
inmunodeprimido. La esporotricosis puede presentarse en todas las edades y afecta
principalmente a varones. Es una infeccidon caracteristica de regiones tropicales y
subtropicales. La utilizacién de yoduros es una terapia eficaz y barata para la forma
cutanea, aunque producen muchas reacciones secundarias; ademas la anfotericina

B es demasiado toxica y se utiliza en la forma diseminada (1-3, 8,10, 20-22).

La cromoblastomicosis es una micosis subcutédnea crénica de naturaleza
granulomatosa, causada por hongos saprdfitos del suelo o dermatiaceos, y se
produce en regiones tropicales y subtropicales. Existen cuatro especies que causan
la cromoblastomicosis. En Guatemala Fonsecaea pedrosoi ha sido la Unica especie
reportada, afectando principalmente a hombres entre la tercera y quinta década de la
vida. Se han descrito casos de extension al sistema nervioso central y lesiones de la
piel que originaron linfangitis y linfadenitis bacterianas. El hongo es bastante
resistente al tratamiento, por lo que se utilizan farmacos como la 5-fluorocitocina y la
anfotericina-B, pero ambos presentan efectos secundarios y deben usarse por
tiempo prolongado (15, 20, 21, 25).

Desde hace siglos se han utilizado a las plantas como materia prima para la
realizacion de remedios caseros para diversos padecimientos. Hoy dia, la fitoterapia

esta siendo aceptada como una herramienta médica en el uso de materia vegetal
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como tratamiento curativo. En el presente estudio se han escogido seis plantas (hoja

de Bixa orellana, corteza de Byrsonima crassifolia, hoja de Eupatorium odoratum,
hoja de Guazuma ulmifolia, hoja de Litsea guatemalensis y corteza Rhizophora
mangle) con el objetivo de demostrar si poseen actividad antifungica en extractos
etandlicos contra los hongos Sporothrix schenckii y Fonsecaea pedrosoi. Estas
plantas fueron seleccionados por referencia de su uso etnomédico en afecciones
cutaneas y con base en su actividad antimicrobiana en investigaciones previas (25-
41).




lll. ANTECEDENTES

A. ESPOROTRICOSIS

1. Definicion de la enfermedad
La esporotricosis es una micosis de curso subagudo o crénico, caracterizada
por lesiones nodulares en el tejido cutdaneo y nddulos linfaticos adyacentes que
casi siempre son ascendentes, ulcerosos y supurativos. Se puede diseminar, en
raras ocasiones, a huesos, articulaciones, musculos y 6érganos internos,

afectando pulmones, sistema genitourinario y sistema nervioso (1).

2. Agente etiolégico

La esporotricosis es causada por el hongo dimorfico Sporothrix schenckii,
el cual se adquiere por traumatismo de la piel con material infectado. La forma
mas comun de adquirir la enfermedad es por heridas con espinas, astillas,
cortadoras con puas o al manipular tierra de alfareria, musgo o pasto; ademas se
han reportado casos por manipular pescado, rasgufios de gato, mordeduras de
loro, perro o picaduras de insecto. El personal de mayor exposicidn ocupacional
son los jardineros, trabajadores de la salud y mineros (1,2,3,4).

El hongo puede presentar dos fases: una fase miceliar o saprofitica, que se
encuentra en la naturaleza en forma de micelio septado, hialino y fino, con
conidias de dos tipos: una globosa formando rosetas (conidioforos) y otro con
conidias solitarias que terminan al final de la hifa. Cultivado a temperatura
ambiente es de color blanco cremoso que luego se oscurece hasta un color negro
caracteristico (3,5,6).

La fase parasitica (encontrada en el material de las lesiones), son levaduras
redondas a ovaladas. Se puede cultivar in vitro en agar Infusion cerebro-corazon,
con o sin sangre, en anaerobiosis, durante una a tres semanas a 37°C. La
colonia de la levadura es pastosa, pequefia, de color crema (3,5).

Una variedad de hongos sintetiza distintivos pigmentos cafés obscuros o

negros lamados melaninas. En estudios recientes, las melaninas parecen ser un




importante factor de virulencia, aunque su mecanismo todavia es incierto. El
pigmento oscuro de S. schenckii se ha encontrado exclusivamente en los
conidios, que son las estructuras infectantes de estos organismos. Algunos
resultados demuestran que la melanina protege a S. schenckii contra ciertos
compuestos oxidativos bacterianos y contra el ataque de macrofagos. Se ha
sugerido que las melaninas previenen que S. schenckii sea aniquilado y, durante
la infeccion, afecta los mecanismos de defensa del hospedero reduciendo la
fagocitosis; estos descubrimientos fundamentan la posibilidad de que los

pigmentos oscuros sean un factor de virulencia (7).

3. Epidemiologia

Sporothrix schenckii se ha observado en todos los continentes, pero tiene
mayor incidencia en zonas templadas y subtropicales, tanto en climas secos
como en humedos, ya que la humedad y la temperatura juegan un papel
importante en su habitat (8,9).

S. schenckii se encuentra ampliamente distribuido alrededor del mundo. En
Guatemala la predisposicion para adquirir la enfermedad se asocia a la
agricultura, pero en ofras latitudes se debe a exposicion ocupacional por
jardineria y agricultura. La esporotricosis puede presentarse en todas las edades
pero afecta principalmente a los varones por el riesgo de exposiciéon, aunque
puede variar dependiendo de la region (1,10).

En Guatemala, la enfermedad fue descrita por primera vez en 1931, y Wyss
en 1937, describié nueve casos adicionales, de los cuales cuatro provenian del
departamento de Santa Rosa (13). Posteriormente, Solérzano Mota (14) informd
de 34 casos atendidos en un hospital de la ciudad de Guatemala. Se han
reportado casos en la laguna de Ayarza, en el departamento de Santa Rosa,
area endémica de Sporothrix schenckii. Ademas, se han establecido algunos
focos endémicos en los departamentos de San Marcos y Chimaltenango, ademas

de la Capital y casos esporadicos en zonas consideradas no endémicas (2,11-
15).
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Se han realizado varios estudios epidemiologicos donde se ha determinado
que la esporotricosis es la micosis subcutanea mas frecuente en Guatemala, con
predominio del sexo masculino, siendo la agricultura el principal riesgo de
exposicion (15-17). El dato mas reciente es de 1994, cuando se reportaron 285
casos confirmados por el Laboratorio de Micologia de la Policlinica del Instituto
Guatemalteco de Seguridad Social (IGSS) y el Servicio de Micologia de la
Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia de la Universidad de San Carlos de
Guatemala (15). Aunque no existan datos mas recientes, se considera que el

ndmero de casos ha ido en aumento (16-17).

4. Cuadro clinico

La esporotricosis se caracteriza por la aparicion tipica de un nddulo pequeho
y duro en el lugar de inoculacion o con la forma de un dedo que aumenta de
tamario lentamente y luego se transforma en una ulcera. Durante los dias o
semanas siguientes, la infeccion se propaga a través de los vasos linfaticos del
dedo, la mano y el brazo y llega a los ganglios, formando nddulos y ulceras a lo
largo del trayecto. Por lo general, no hay otros sintomas. Ciertos factores del
huésped como malnutricidon, alcoholismo, alteracion de la inmunidad, pueden

predisponer a infeccion (18).

5. Tipos de esporotricosis

a) Esporotricosis mucocutanea

Se presenta como lesiones eritematosas supurativas y ulcerativas que
se convierten posteriormente en granulomatosas, vegetativas o
papilomatosas. Se localizan en la boca, faringe, cuerdas vocales y nariz.
Estas lesiones son dolorosas y con tendencia al sangrado (1).
b) Esporotricosis linfocutanea

Se inicia con la aparicidon de una lesion papulonodular eritematosa,
generalmente indolora, que crece durante dias o semanas. El tiempo de
incubacion es de aproximadamente tres semanas, pero en algunos casos

puede llegar a ser de meses. Las lesiones pueden ser lisas o verrucosas
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pero con tendencia a la ulceracion, supuracién y desarrollo de bordes
eritematosos. La localizacion mas frecuente es en las extremidades
inferiores, aunque pueden presentarse en cualquier lugar. Pueden
desarrollarse adenopatias regionales o locales. A pesar que la lesion inicial
puede persistir como Unica, la tendencia es al desarrollo de otras lesiones
que siguen el trayecto de la diseminacion linfatica. En los dias posteriores
a la aparicion de la lesion primaria, aparecen multiples nédulos a lo largo
de los vasos linfaticos con una evolucion similar a la inicial, pero con
tendencia a ser mas granulomatosas y persistir durante mas tiempo (19).

c) Esporotricosis extracutanea

La forma mas frecuente es la osteoarticular, que se caracteriza por una
artritis destructiva. Las articulaciones mayores de las extremidades (mano,
codb, tobillo y rodilla) son las mas frecuentemente afectadas; ademas se
puede presentar lesiones cutaneas y subcutaneas (19).

La esporotricosis pulmonar es muy rara y se adquiere al inhalar las
esporas del hongo. Se desarrolla en pacientes con alguna enfermedad
inmunosupresora como el Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida
(SIDA), tuberculosis pulmonar, diabetes, alcoholismo o en pacientes con
tratamiento prolongado con corticosteroides. EI hongo da lugar a una
enfermedad asintomatica, que sin tratamiento puede progresar hacia
necrosis caseosa, alteracion de la funcidon pulmonar y en ocasiones a
diseminarse a otros 6rganos (20).

La afeccion meningea es una localizacion poco frecuente. Clinicamente
se manifiesta como una meningitis cronica con cefalea, confusion y pérdida
de peso, pleocitosis en el liquido cefalorraquideo, aumento de las proteinas
e hipoglucorraquia. El diagndstico diferencial debe establecerse con
tuberculosis, criptococosis e histoplasmosis (19).

d) Esporotricosos multifocal extracutanea

Es poco frecuente y generalmente se observa en pacientes con

enfermedades de base como diabetes, tratamiento prolongado con

corticosteriodes, neoplasias, sarcoidiosis, enfermedades hematoldgicas,




infecciones por el Sida y alcoholismo. Puede diseminarse de via linfatica o
hematogena; las lesiones se localizan en la piel, huesos y musculos, pero
puede afectar otros organos tales como tracto genitourinario, sistema

nervioso central, higado, bazo, pancreas, miocardio y tiroides (3,20).

5. Diagnéstico

En el diagnédstico, una buena toma de muestra es importante para obtener por
aspiracion el material de las lesiones purulentas (nodulos, ulceras o pustulas) y
en los casos que fuese necesario, tejido por medio de una biopsia. Se hace una
evaluacion del material obtenido con un examen en fresco (observando cuerpos
asteroides) y una coloracion de Giemsa (levaduras). El diagnostico se confirma
por medio de un cultivo. También se pueden realizar estudios histoldgicos e

inmunoloégicos (15,19).

6. Tratamiento

Todas las formas de esporotricosis requieren de tratamiento. El tratamiento
clasico para la esporotricosis cutanea es la ingestion de una solucion saturada de
yoduro de potasio. En la esporotricosis pulmonar y diseminada se utiliza la
anfotericina-B como tratamiento de eleccion, ya que es un antimicético mas
agresivo y que produce mejor respuesta pero produce efectos secundarios como
fiebre, escalofrios, anorexia, cefalea, nausea, vomitos e insuficiencia renal. Se
puede utilizar S5-fluorocitocina, sola o en combinacién de anfotericina-B, pero
también se producen efectos secundarios y no siempre con los resultados
deseados (20-22).

B. CROMOBLASTOMICOSIS

1. Definicion de la enfermedad

La cromoblastomicosis es una micosis crénica granulomatosa producida por

hongos dermatiaceos, que afectan la piel y los tejidos blandos, gue se caracteriza




por lesiones cutdneas de curso cronico y aspecto nodular, papilomatoso,

hiperqueratdsico o aplanado (20).

2. Agente etioldgico

Esta micosis subcutanea es provocada por hongos de la familia Dematiaceae;
los principales agentes etiolégicos son Fonsecaea pedrosoi, F. compactum,
Phialophora verrucosa y Cladophialophora carrionii. En Guatemala, Fonsecaea
pedrosoi es la Unica especie reportada. Todos ellos viven en el suelo, en los
vegetales y sobretodo en la pulpa de la madera. La penetracion del hongo en la
piel ocurre a través de una herida o traumatismo por astillas de madera, lo que es
mas frecuente en campesinos y lefadores principalmente del sexo masculino,
entre la tercera y quinta década de la vida, quienes se exponen durante sus
labores diarias (15,20).

El cultivo crece lentamente dando una colonia color pardo negruzco, negro
grisaceo, verde oliva grisaceo 0 negro. Su textura es aterciopelada-vellosa, su
superficie varia de plana a apilada y plegada. Algunas cepas presentan radiacion
o disposicion en zonas. En su morfologia microscopica, puede presentar tres
tipos de esporulacion: a) tipo Cladosporium, b) tipo Rinocladiella y ¢) algunas
veces tipo fialéfora, dependiendo del medio de cultivo (3).

Mientras que no todos los hongos patdgenos son melandticos, hay un grupo
grande de hongos invasivos potenciales que tienen en comun la produccion de
melaninas, que son pigmentos complejos de alto peso molecular formados por
polimerizacion oxidativa de compuestos fendlicos y son usualmente cafés oscuros
0 negros. Las melaninas son también las mas estables, insolubles y resistentes

de los materiales bioquimicos, por lo que claramente promueven la virulencia
(23).

3. Epidemiologia
Fonsecaea pedrosoi se encuentra en la vegetacion en descomposicion,
madera en putrefaccion y en el humus de los bosques, de donde se ha aislado.

Se encuentra tanto en climas tropicales y subtropicales himedos. No tiene zona
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endémica establecida, pero afecta principalmente a los trabajadores del campo,
tal y como se ha mencionado anteriormente (15,20).
Dentro de las micosis subcutaneas en Guatemala, ésta ocupa el tercer lugar

con Fonsecaea pedrosoi (15, 24).

4. Cuadro clinico

En el sitio de la inoculacion aparece una papula o placa que se desarrolla en
semanas o meses, adquiriendo forma verrucosa. Las lesiones antiguas se aclaran
en su parte central y pueden ulcerarse; se localizan preferentemente en los
miembros inferiores, aunque también puede aparecer en miembros superiores, la
cara u otra parte del tegumento. La mayoria de lesiones son solitarias o pueden
estar agrupadas, evolucionan en forma moderada o severa, sin tendencia a
curarse espontaneamente y pueden infectarse secundariamente, provocando
linfoedema y elefantiasis dando lugar, ocasionalmente, a carcinoma epidermoide
(25).

5. Diagnéstico

En el examen directo se puede hacer presion sobre las lesiones y obtener un
poco de material seropurulento en el cual se encuentran las células fumagoides,
que son estructuras unicelulares de pared gruesa y tabicadas, ya que se
reproducen por gemacion interna. Estas estructuras se agrupan en forma de
racimo o "mora" (ésta es la fase parasitaria de la enfermedad).
En el cultivo con medio de Sabouraud, se producen colonias negras o azuladas,
lodosas y aterciopeladas. En la biopsia se encuentran granulomas tuberculoides
y van a estar presentes las células fumagoides. En estudios de bioquimica
fungica in vitro, se ha demostrado que el factor activador de las plaquetas
favorece la conversion de la fase miceliar del hongo a células fumagoides. Estos
estudios han logrado contribuir a una diferenciacion en el diagnéstico, y conocer
la patogenicidad del hongo en el hospedero (25,26).
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6. Tratamiento

El hongo es bastante resistente al tratamiento. En casos localizados se
puede emplear la cirugia, extirpando completamente la lesion, electrodesecacion
o criocirugia. Ademas se utilizan los farmacos Itraconazol, 5-fluorocitocina y
anfotericina B, algunas veces combinandolos; los cuales pueden presentar
efectos secundarios como nauseas, vomitos, enterocolitis y depresion de la

médula 6sea, y no siempre se obtiene el resultado esperado (21).

. MEDICINA TRADICIONAL

1. Fitoterapia

La fitoterapia es el tratamiento de las enfermedades con plantas medicinales.
La parte activa de la planta medicinal esta formada por numerosos componentes
y su accion farmacoldgica la mayoria de las veces es superior a la que se obtiene
con los principios activos aislados, es decir sus componentes actdan
sinérgicamente. Desde sus inicios, la fitoterapia no ha dejado de progresar
gracias a los avances de la ciencia, y hoy en dia ocupa el lugar que merece
dentro del marco de la salud. En muchos paises las plantas representan una
herramienta terapéutica de la medicina tradicional, ya que producen diversos
compuestos quimicos que pueden ser activos contra patogenos del hombre; sin
embargo, hay muy pocos estudios de actividad antibidtica contra Sporothrix
schenckii y Fonsecaea pedrosoi por medio de extractos vegetales (27). En Perd,
se estudiaron 36 extractos de 24 plantas contra diferentes bacterias y hongos, por
el método de difusion en agar, encontrandose actividad de algunos extractos
contra Sporothrix schenckii ( 28).

En Guatemala, existen diversas instituciones dedicadas a realizar estudios in
vitro, para determinar las propiedades antibacteriana, antifingicas,
antiparasitarias, efectos antitumorales y de toxicidad celular de los extractos de
plantas. Entre estas instituciones se encuentran la Facultad de Ciencias

Quimicas y Farmacia de la Universidad de San Carlos de Guatemala, la
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Universidad del Valle de Guatemala, el Centro de Estudios Mesoamericanos
sobre Tecnologia Apropiada (CEMAT) y el Laboratorio de Productos
Fitofarmacéuticos (FARMAYA) (29).

2. Monografia de las plantas en estudio

a) Bixa orellana L.
i) Familia
Bixaceae
i) Nombres comunes
Achiote, Aneto, Bija, Ox
i) Descripcién taxondmica
Arbol pequefio hasta 5 m de altura.  Hojas alternas
acorazonadas, flores grandes con peétalos de color blanco o
rosado. Estambres numerosos de color morado. El fruto es una
cépsula de 3 cm, color café y completamente cubierto con
espinas. En la capsula se encuentran muchas semillas rodeadas
de una pulpa de color rojo (25).
tv) Distribucién geogréfica
Es nativa de América Tropical, originaria de Centroamérica que
se encuentra en las montanas y lugares frescos. En Guatemala se
cultiva en: Alta Verapaz, Baja Verapaz, Chiquimula, El Progreso,
Escuintla, Izabal, Jutiapa, Quetzaltenango, Sacatepéquez, Santa
Rosa, Suchitepéquez y Zacapa (25-26).
v) Usos populares y medicinales
Se utiliza para disenteria, sarampion, resaca, diarrea, erupciones
en la piel, caspa en el cabello, caida del cabello, vomitos, cefalea,
hepatitis, fiebre, gripe, dolor de oidos, dolor del estémago,
erisipela, debilidad (27).
vi) Estudios realizados

Los extractos etanodlicos de fruto y hoja muestran actividad
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antibacteriana sobre Staphylococcus aureus, Escherichia coli y

Salmonella typhi (29).

b) Byrsonima crassifolia L. (HBK)
i. Familia
Malpighiaceae
i. Nombres comunes
Nance, Chi, Carbo, Nanche, Nanzin, Tapal, Zacpah
iii. Descripcion taxondmica
Arbol de 3-10 m de alto, copa redondeada o extendida, tronco
recto, corteza café oscuro, rugosa y rosada por dentro. Hojas
siempre verdes, opuestas, ovaladas o elipticas, coriaceas.
Flores de 5 pétalos, amarillas o anaranjadas. Fruta en drupa,
piel delicada, amarilla, tiene una semilla negra muy dura(27) .
iv. Distribucion geografica
Nativo de México a Sur América y Caribe en bosques secos y
tropicales. En Guatemala se ha descrito en Alta Verapaz,
Chiquimula, El Progreso, El Quiché, Escuintla, Huehuetenango,
Izabal, Jalapa, Jutiapa, Petén, Quetzaltenango, Retalhuleu, San
Marcos, Santa Rosa, Suchitepéquez y Zacapa (29).
v. Usos populares y medicinales
Se utiliza para afecciones respiratorias, digestivas, dolor de
muelas, hemorragias, mordedura de serpientes, parasitos,
disenteria (31).
vi. Estudios realizados
Ademas, hay estudios que demuestran que tiene actividad
antibacteriana contra E. coli, Streptococcus pneumoniae y S.
pyogenes; y actividad antifungica contra Candida albicans, C.
krusei, C. parapsilosis y C. stellatoidea (32-34) .
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c) Eupatorium odoratum L.
i. Familia
Compositae
ii. Nombres comunes
Ciguapate, curarina de monte, canutillo, mejorana
iii. Descripcion taxondmica
Arbusto muy ramificado de 1-3 ms, ramas recurvas, extendidas,
velloso y variando de pubescente a casi liso; hojas
membrandceas, peciolo delgado, variables en tamaro y formas;
las hojas superiores angostas, dentadas gruesas, variando de
lisas a tomentosas; florescencia abundante y extensa, convexas
o con corona plana; flores azules o blancas, generalmente
pediceladas, aquenios pardos 0 negros, escabrosos (27).
iv. Distribucion geogréfica
Es una maleza en campos abandonados, crece en matorrales
himedos o secos desde el sur de México a Panama y el sur de
Argentina; también al sur de Florida y el Caribe (27).
v. Estudios realizados
Estudios demuestran que presenta actividad antibacteriana

contra Bacillus subtilis, E. coli, S. aureus 'y Aspergillus niger (33).

d) Guazuma ulmifolia Lam.
i. Familia
Sterculiaceae
ti. Nombres comunes
Caulote, Chicharrén, Guacimillo, Guacimo blanco, Tablote,
Tapaculo, Coco.
lii. Descripcion taxondmica
Arbusto o arbol de 2-20 metros, hojas oblongas a anchamente
aovadas, agudas a acuminadas, aserradas, estrellado-

tomentosas; flores amarillentas, fragantes, en cimas axilares
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pequenas; cdliz estrellado-tomentoso, fruto lefioso, globoso u
oval, con tubérculos duros (27).

iv. Distribucion geografica

Es nativa y abundante de regiones himedas y secas de México
y Centro América, Perd y Paraguay. En Guatemala se ha
descrito en los departamentos de: Zacapa, Chiquimula, El
Progreso, Guatemala, Petén, Alta Verapaz, Baja Verapaz, Izabal,
Jutiapa, Santa Rosa, Escuintla, Suchitepéquez, Retalhuleu, San
Marcos y Huehuetenango (35).
v. Usos populares y medicinales
Se usa como antigripal, para la fiebre, depurativo,
antidisentérico, diurético, antidiarreico, para sarampion. Remedio
contra malaria, sifilis, enfermedades de la piel, calvicie y
gonorrea, afecciones del higado vy rifiones, afecciones
gastrointestinales (36).
vi. Estudios realizados
Se ha demostrado que tiene actividad antibacteriana contra

E. coliy S. aureus (36).

e) Litsea guatemalensis Mez.
i. Familia
Lauraceae
ii. Nombres comunes
Laurel, Aguarel, Laurelillo, Sufricalla, Zit-zuch
iii. Descripcidon taxondmica
Arbol pequefio hasta 6 metros de alto, ramas delgadas, cafeés.
Hojas coriaceas, peciolo eliptico-lanceoladas, agudas en la base,
lustrosas, glabras. Flores axilares, solitarias (30).
iv. Distribucion geografica
Nativo de México y Centro América en terrenos humedos y

secos. En Guatemala se ha descrito en Alta Verapaz, Baja
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Verapaz, Chiquimula, Huehuetenango, Jutiapa, Quetzaltenango,
San Marcos y Zacapa (38).
v. Usos populares y medicinales
Se utiliza en afecciones respiratorias, hinchazon, enfermedades
gastrointestinales y mordeduras de perro y culebra; por via topica
se usa en ulceras, piernas hinchadas y epilepsia (37).
vi. Estudios realizados
Estudios han demostrado actividad antifangica in vitro contra C.
albicans (38).

f) Rhizophora mangle L.
i. Familia
Rhizophoraceae
ii. Nombres comunes
Mangle, Mangle colorado
iii. Descripcidon taxonémica
Arbol pequefio de 4-7 m o mas de altura, siempre verde, con
tronco erecto de 20 cm pulgadas o mas de diametro. (39).
iv. Distribucidn geografica
Abunda en manglares o pantanos a lo largo de la costas del
centro y sur de Florida, y a través de las Antillas hasta Trinidad y
Tobago. Se encuentra en la zona tropical en ambas costas del
continente desde México hasta el sur de Ecuador y Noroeste de
Peru hasta Brasil (39).
v. Usos medicinales
Se utiliza en afecciones gastricas (Ulceras), antiséptico y como

promotor de cicatrizacion (40,41).
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IV. JUSTIFICACION

Las micosis subcutaneas se caracterizan por afectar la dermis, el tejido
subcutaneo, vasos linfaticos y tejidos vecinos. Los micro o macrotraumatismos de la
piel o de las mucosas, facilitan la penetracién de las esporas de los hongos que

participan en la infeccion y que habitualmente se encuentran en el medio ambiente.

En la actualidad la busqueda de alternativas para el tratamiento de las
micosis subcutaneas se ha convertido en una necesidad para reducir o eliminar todo
efecto secundario por el uso prolongado y la necesidad de medicamentos mas
seguros. Actualmente, la fitoterapia usa como herramienta los preparados de partes

de arboles como tratamientos curativos.

Dentro de las micosis subcutaneas de importancia médica en el pais, se
encuentran la esporotricosis y la cromoblastomicosis, que son caracteristicas de
regiones tropicales y subtropicales, producen infecciones cronicas y pueden llegar a
afectar varios 6rganos. Existen algunos medicamentos para el tratamiento, como
yoduro de potasio, anfotericina-B y 5-fluorocitocina que son los de eleccién, pero

producen muchas reacciones secundarias, como dafno renal.

Por lo anterior, es importante buscar nuevos productos con actividad
antifungica como una opciéon de terapéutica adecuada. Las plantas seleccionadas
por referencia de su uso etnomédico y en base a investigaciones previas, han
demostrado que poseen capacidad antibacteriana y que podrian llegar a ser
efectivas contra hongos para el tratamiento de afecciones subcutaneas, con la
ventaja de mayor disponibilidad del producto y de producirse a un precio mas

accesible para las personas de escasos recursos.
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V. OBJETIVOS

% A. Objetivo General

Establecer si existe actividad antifungica en seis extractos de plantas

guatemaltecas contra Sporothrix schenckii y Fonsecaea pedrosoi.

B. Objetivos Especificos

1. Determinar si existe actividad antifungica in vitro, en extractos etandlicos de

Bixa orellana, Byrsonimia crassifolia, Eupaforium odoratum, Guazuma

ulmifolia, Litsea guatemalensis y Rhizophora mangle contra la fase miceliar de
Sporothrix schenckii y Fonsecaea pedrosoi.

2. Determinar si existe actividad antifungica in vitro de los seis extractos
etandlicos anteriores contra la fase levaduriforme de Sporothrix schenckii.

3. Determinar la concentracién inhibitoria minima (CIM) de los extractos

etandlicos de las plantas que presenten actividad antimicotica.
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VL. HIPOTESIS

Por lo menos un extracto etandlico posee actividad antifingica in vitro contra.
la fase miceliar de Sporothrix schenckii o Fonsecaea pedrosoi, y uno contra la fase

levaduriforme de Sporothrix schenckii.

20




Vi. MATERIALES Y METODOS

A. UNIVERSO DE TRABAJO

1. Universo

Plantas de uso popular y medicinal en Guatemala.

{ 2. Muestra

a) Hongos: Cepas de Sporothrix schenckii y Fonsecaea pedrosoi aisladas

a)

de muestras clinicas y proporcionadas por el Servicio de Micologia de

la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia.

b) Arboles: Extractos etandlicos de seis arboles nativos de Guatemala,

cuya actividad antimicética contra la esporotricosis y la
cromoblastomicosis no ha sido estudiada con anterioridad, pero que
han sido seleccionadas por su uso medicinal reportado para
enfermedades cutaneas o que poseen propiedades antibacterianas o
antiparasitarias que las hacen efectivas para el tratamiento de otras
afecciones. Los extractos en estudio son: Bixa orellana (hoja),
Byrsonima crassifolia (corteza), Eupatorium odoratum (hoja), Guazuma

ulmifolia (hoja), Litsea guatemalensis (hoja) y Rhizophora mangle
(corteza).

3. Materiales

Equipo
= Autoclave OMRON Miny Manual Timer STMW Y222
= Balanza analitica Mettler AE 200 y Mettler PM 600

* Cabina de Bioseguridad Labconco Purifies Class Il Biosafety
Cabinet

= Incubadora Fisher Scientific Isotemp 37°C

= Mechero Bunsen
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* Tubos de vidrio con tapadera de rosca de 15 ml

4. Procedimiento

a) Obtencion del extracto de las plantas

Los extractos etandlicos de las plantas a utilizar fueron
proporcionados por el Laboratorio de Preparacion de extractos y
bioensayos del Departamento de Citohistologia de la Facultad de
Ciencias Quimicas y Farmacia de la Universidad de San Carlos
de Guatemala. Dichos extractos se obtuvieron por percolacion y

concentracion en rotavapor del material de la planta.

b) Tamizaje o evaluacion de la actividad antifungica de los extractos |

contra la fase miceliar de Sporothrix schenckii y Fonsecaea pedrosoi.

i) Preparacion del medio de cultivo (agar-planta)

Preparar tubos con 13.5 ml de agar Sabouraud.

Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 minutos, dejar
enfriar a 50°C y agregar 1.5 ml del extracto de la planta a probar.
Agitar.

Verter el medio de cultivo en cajas de Petri plasticas estériles,
dejar solidificar e incubar a 36°C durante 24 horas para
comprobar su esterilidad. Guardar en refrigeracion hasta el

momento de su uso.

iif) Preparacion del indculo

Preparar medio Takashio para la esporulacion del hongo con 0.6
g de dextrosa, 0.3 g de sulfato de sodio, 0.3 g de fosfato diacido
de potasio, 0.3 g de peptona y 0.6 g de agar-agar.

Agregar 300 mi de agua desmineralizada y disolver.

Servir 6 ml del medio preparado en tubos con tapén de rosca,




esterilizar en autoclave durante 15 minutos a 121°C y dejar
solidificar con el mayor declive posible. Incubar 24 horas a 25°C
para descartar contaminacion.

Sembrar en este medio el hongo con un asa de nicromo en L o
en espatula e incubar a 27°C durante 21 dias hasta obtener un
crecimiento homogéneo.

Agregar a cada tubo 2 ml de agua destilada esteril y desprender
el hongo con una varilla 0 asa de nicromo.

Trasvasar el material obtenido a tubos con tapones de rosca
estériles. Agitar 1 minuto en vértex y hacer un conteo de
esporas en camara de Neubauer.

Preparar una suspension de esporas de 100 esporas/ul (10

esporas por cuadrante) con agua estéril o solucion salina estéril.

iv) Inoculacion del hongo

Se abre un agujero en las cajas con agar-extracto vegetal con
campanillas de Durham estériles de 5 mm de diametro.

Tomar 30ul de la suspension de esporas y depositarlos en los
agujeros; incubar a 27°C por 14 dias. Hacer un total de 4
repeticiones.

Usar como control negativo una caja con agar Sabouraud vy
etanol al 50% (donde el hongo crece en un 100%), y como
control positivo una caja con agar Sabouraud y anfotericina B

(1.0 mg/ml, el cual inhibe totalmente el crecimiento del hongo).

v) Interpretacion de resultados

Medi( el diametro de la colonia del hongo en milimetros.
Calcular el porcentaje de inhibicidn comparando el didametro
contra el de la colonia de la caja control negativo. Tomar como
positivos los extractos que reducen el diametro de la colonia en
un 75% respecto al control negativo (100% de crecimiento); y
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como negativos aquellos en los cuales la colonia crece mas del
25%.

c) Evaluacion de la actividad antifungica de los extractos de las plantas

contra la fase levaduriforme de Sporothrix schenckii.

i) Preparacion del medio de cultivo (agar-planta)

Preparar agar Mueller Hinton. Esterilizar en autoclave durante
15 minutos a 121°C, dejar enfriar y agregarle sangre de carnero
al 10%. Agitar.

Servir 9 ml del medio de cultivo en cajas de Petri estériles y
agregar 1.0 ml del extracto de la planta a probar, homogenizary
dejar solidificar. Incubar a 36°C por 24 horas para comprobar
esterilidad. Guardar en refrigeracion hasta el momento de su

uso.

i) Preparacion del indculo para hongos levaduriformes

De la cepa en caja de agar Sabouraud se siembra en una caja
con agar Mueller Hinton con sangre de carnero y se incuba a
36°C por 4 dias para recuperar la levadura.

Al recuperarse la levadura, se siembra en otra caja con agar
Mueller Hinton con sangre de carnero a 36°C por 48 horas.
Tomar un indculo del cultivo fresco y sembrar en 5 ml de caldo
Tripticasa soya e incubar 24-48 horas.

Tomar con una pipeta estéril 0.5 ml y suspender en 4.5 mi de

solucion salina esteéril.

iif) Inoculacién de levaduras en placa

En las cajas con agar-extracto vegetal, inocular con un asa de
nicromo, la suspension de levaduras, haciendo cuatro estrias en

medio de la caja.
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* |Incubar a 36°C durante 7 dias.
= Para el control negativo sembrar por estrias la levadura en una

caja de agar Mueller Hinton con sangre de carnero.

iv) Interpretacion de resultados
= QObservar el crecimiento de la levadura en el medio.
= Actividad antifungica positiva: si no existe crecimiento en el
medio.

* Actividad antifungica negativa: si hay crecimiento de la levadura.
5. Disefo del estudio

a) Tipo de estudio

El estudio es experimental, con disefio completamente al azar. De
acuerdo a la tabla de la funcidn de distribucidn acumulada de la
probabilidad binomial, el niUmero minimo de réplicas para cada caso fue 4,

para un nivel a=0.10.

b) Variables de interés
Variable independiente: plantas nativas guatemaltecas.
Variable dependiente: actividad antifungica de los extractos etandlicos

de las seis plantas seleccionadas.

c) Validez del método

Actividad antifungica de la fase miceliar: se utilizd como contro!l positivo
agar Sabouraud con anfotericina B de 1mg/ml, que presenta un 100% de
inhibiciébn en ambos hongos y como control negativo agar Sabouraud con
etanol al 50%, con un crecimiento Optimo del hongo. Se realizaron 4
repeticiones por cada ensayo.

Actividad antifingica de la fase levaduriforme: se utilizdé como control

positivo agar Mueller Hinton con sangre de carnero y anfotericina B (inhibicion
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de la levadura) y como control negativo, agar Mueller Hinton con sangre de

carnero y etanol al 50% (crecimiento 6ptimo de la levadura). Se realizaron 4
repeticiones por cada ensayo.

d) Anélisis de datos

Se realiz6 una prueba de hipdtesis binomial donde:
Ho.p=s05
Ha:p =05
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Vill. RESULTADOS

En este estudio se cultivd la fase miceliar de Sporothrix schenckii y de
Fonsecaea pedrosoi obteniéndose una induccion de esporas de ambas especies,
que luego se inocularon en cajas con agar-extracto vegetal y se incubaron durante
27 dias. Se determind que el crecimiento miceliar 6ptimo fue a los 21 dias. Ademas
se realizé un control negativo con agar y etanol al 50%, y un control positivo con agar
y anfotericina B, para la validacion de la fase miceliar. De la fase miceliar de
Sporothrix schenckii, se recupero la fase levaduriforme mediante cambio de agar
(agar Mueller Hinton con sangre de carnero al 10%) y de un aumento en la
temperatura (36°C), resembrandose cada semana para purificar la levadura. Esta
se utilizd para el ensayo, sembrando un indculo de la levadura en cajas con agar
sangre-extracto e incubando durante 7 dias; se realizd un control negativo y un
control positivo de igual forma que en la fase miceliar, para la validacién de la fase

levaduriforme.

El tamizaje antifungico para la fase miceliar de Sporothrix schenckii 'y
Fonsecaea pedrosoi mostré que los extractos de Bixa orellana (hoja), Byrsonima
crassifolia (corteza), Eupatorium odoratum (hoja), Guazuma ulmifolia (hoja), Litsea
guatemalensis (hoja) y Rhizophora mangle (corteza) no presentaron actividad a dicha
concentracion (Tabla 1 y 2). En el tamizaje de los extractos contra la fase
levaduriforme de Sporothrix schenckii tampoco se observd actividad antifungica de
parte de todos los extractos (Tabla 1). Ademas, se utilizd la técnica de difusion en
agar para corroborar los resultados del procedimiento escogido, en el cual se utilizo
el mismo agar con la levadura sembrada en toda la caja y se colocaron discos
impregnados del extracto para dar como resultado un halo de inhibicién del hongo,

aunqgue en este caso ningun extracto presentd inhibicion (Tabla 3).
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Tabla 1
Tamizaje antifingico de los 6 extractos seleccionados contra la fase miceliar y fase

levaduriforme de Sporothrix schenckii

Especie Parte Fase Miceliar Fase Levaduriforme
Bixa orellana hoja - -
Byrsonima crassifolia corteza - -
Eupatorium odoratum hoja - -
Guazuma ulmifolia hoja - -
Litsea guatemalensis hoja - -
Rhizophora mangle corteza - -

(-) Actividad negativa a una concentracion de 0.2 mg/mL

Tabla 2
Tamizaje antifungico de los 6 extractos seleccionados contra la fase miceliar de

Fonsecaea pedrosoi

Especie Parte Actividad Antifungica
Bixa orellana hoja -
Byrsonima crassifolia corteza -
Eupatorium odoratum hoja -
Guazuma ulmifolia hoja -
Litsea guatemalensis hoja -
Rhizophora mangle corteza -

(-) Actividad negativa a una concentracion de 0.2 mg/mL

Tabla 3
Tamizaje antifungico de los 6 extractos seleccionados contra la fase levaduriforme de

Sporothrix schenckii con la técnica de difusion en agar

Especie Parte Fase Levaduriforme
Bixa orellana hoja -
Byrsonima crassifolia corteza -
Eupatorium odoratum hoja -
Guazuma ulmifolia hoja -
Litsea guatemalensis hoja -
Rhizophora mangle corteza -
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IX. DISCUSION DE RESULTADOS

Las micosis subcutaneas son producidas por hongos que se introducen en la
piel a través de traumatismos, afectando los tejidos subcutaneos, vasos linfaticos y
tejidos vecinos. En el presente estudio se analizd la capacidad antifungica de seis
extractos provenientes de seis plantas nativas guatemaltecas contra los hongos
subcutaneos Sporothrix schenckii y Fonsecaea pedrosoi. El ensayo se realizd tanto
para la fase miceliar de ambos, fase en la que se encuentran en la naturaleza, como
para la fase levaduriforme de Sporothrix schenckii por ser éste un hongo dimorfico,

cuya fase levaduriforme se encuentra en el material de lesiones.

En el ensayo para la fase miceliar, se obtuvo el crecimiento de los hongos en
medio Takashio para la induccion de esporas. Posteriormente se sembraron las
esporas en agar Saboraud, para luego realizar mediciones del diametro periddicas
durante 27 dias. Los hongos se desarrollaron adecuadamente segun la metodologia,
obteniéndose un crecimiento éptimo de la colonia después de 21 dias de incubacion.
Para la fase levaduriforme, se recuper¢6 la levadura en medio Mueller Hinton con
sangre de carnero, y en este mismo medio, adicionado con los diferentes extractos
vegetales se sembro la levadura en estrias e incub6 durante 7 dias. Para ambas

fases, se corrieron controles negativos y positivos para validar la fase miceliar y la

fase levaduriforme.

Las seis plantas nativas fueron seleccionadas basandose principalmente en
sus registros de actividad antibacteriana y antifungica (Byrsonima crassifolia,
Eupatorium odoratum y Litsea guatemalensis), ademas de su uso en afecciones
dérmicas. Las plantas ensayadas fueron hoja de Bixa orellana con actividad
antibacteriana sobre S. aureus, E. coli y S. typhi (29); corteza de Byrsonimia
crassifolia con actividad antibacteriana contra E£. coli, S. pneumoniae y S. pyogenes;
y actividad antifungica contra Candida albicans, C. krusei, C. parapsilosis y C.
stellatoidea (32-34);, hoja de Eupatorium odoratum con actividad antibacteriana
contra Bacillus subtilis, E. coli, S. aureus y A. niger (33); hoja de Guazuma ulmifolia

con actividad antibacteriana contra E. coli y S. aureus (36); hoja de Litsea
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guatemalensis con actividad antifingica in vitro contra C. albicans (38), y corteza

Rhizophora mangle; ensayandose un total de seis extractos etandlicos.

En las tablas 1 y 2 se muestran los resultados del tamizaje de la actividad
antifiungica de los extractos contra la fase miceliar de Sporothrix schenckii y
Fonsecaea pedrosoi, considerando como punto de corte una concentracion de 0.2
mg/mL. Se utilizé esta concentracidn ya que resultados recientes sobre actividad
antifiungica con plantas nativas (48,49), indican la conveniencia de reducir la
concentraciéon a niveles inferiores a 1.0 mg/mL, para poder determinar principios
activos altamente eficaces y que funcionen en bajas concentraciones. En este
estudio se utilizé la concentracion de 0.2 mg/mL, por haberse determinado como una
concentracion efectiva con algunas plantas locales (48,49). Ademés, una
concentracion baja reduce gastos innecesarios y resulta mas saludable al ingerir una

cantidad minima del extracto vegetal.

Ademas, en la tabla 1 se muestran los resultados del tamizaje de los
extractos contra la fase levaduriforme de Sporothrix schenckii, que tampoco fue

susceptible a ninguno de los seis extractos.

La ausencia de actividad antifungica por parte de los seis extractos (tanto
para la fase miceliar como levaduriforme) contra ambos hongos, resulta interesante
ya que algunas referencias sefalan capacidad antifungica, pero especialmente una
actividad antibacteriana de las plantas escogidas. Otro factor, es la concentraciéon

utilizada (0.2 mg/mL) de los extractos, que es baja en comparacion a otros estudios
con 1 mg/mL (28,48,49).

Por el simple hecho de ser hongos que provocan micosis subcutaneas, y que
uno de ellos es dimorfico, es dificil encontrar extractos de plantas que los inhiban.
Ademas en otros estudios se ha encontrado un porcentaje bajo de extractos con

capacidad antifungica para estos hongos o en concentraciones muy altas del extracto
(28,48,49).




Existen estudios en otros paises, como en Peru, en donde se investigaron
36 extractos de 24 plantas contra diferentes bacterias y hongos, entre ellos
Sporothrix schenckii, en el cual 9 extractos de 7 plantas tuvieron actividad contra
éste. Los extractos que tuvieron actividad antifingica fueron Crofon ruizianus,
Iryanthera lancifolia, Oenothera multicaules, Ophryosporus peruvianus, Senecio
culcitioides, Wigandia urens y Cestrum auriculatum, siendo éste Ultimo el que tuvo la
mayor actividad (28). En dicho estudio los extractos se ensayaron a una
concentracion de 25 mg/mL, siendo ésta muy alta. Ademas, a los extractos positivos
no se les realizd6 la CIM, la cual es muy importante para determinar una
concentracion menor para la inhibicion de los hongos. Tampoco se indica si existen

riesgos por el consumo abundante de los extractos de estas plantas en humanos.

Para la fase levaduriforme del presente estudio se trabajdo segun la
metodologia escogida, pero para respaldar los resultados, se empled también la
técnica de difusion en agar, obteniéndose el mismo resultado, ya que no se encontrd
ningun halo de inhibicion alrededor de los discos impregnados por el extracto. Con

esta otra técnica se corrobord el dato que ya se tenia de la fase levaduriforme.
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X. CONCLUSIONES

La metodologia utilizada en este estudio para el tamizaje de hongos es
confiable y reproducible, a pesar de que ningun extracto tuvo actividad

inhibitoria.

El tamizaje antifungico para la fase miceliar de Sporothrix schenckii y
Fonsecaea pedrosoi demostro que los extractos de Bixa orellana
(hoja), Byrsonima crassifolia (corteza), Eupatorium odoratum (hoja),
Guazuma ulmifolia (hoja), Litsea guatemalensis (hoja) y Rhizophora

mangle (corteza) no presentaron actividad a la concentraciéon de 0.2 mg/mL.

El tamizaje antifungico para la fase levaduriforme de Sporothrix schenckii
demostré que todos los extractos no presentaron actividad a dicha

concentracion.

La actividad antifungica negativa se debe a que los extractos ensayados

poseian unicamente actividad antibacteriana.

La concentracion utilizada es relativamente baja en comparacién con
estudios anteriores que eran de 1mg/mL, siendo éste un punto de corte alto,
pero los resultados a una concentracion mas baja se consideran

significativos como una alternativa eficaz para el tratamiento.
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Xl. RECOMENDACIONES

Determinar la actividad antifungica de otros extractos de plantas nativas
guatemaltecas contra la fase miceliar como levaduriforme de Sporothrix
schenckii, para contar con otras opciones para el tratamiento de la

esporotricosis.

Determinar la actividad antifingica de otros extractos de plantas nativas
guatemaltecas contra la fase miceliar de Fonsecaea pedrosoi, que permitan

otras opciones para el tratamiento de la cromoblastomicosis.
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