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I. RESUMEN

La cromomicosis es una micosis subcutanea crénica producida por inoculacion
traumatica percutanea de hongos dematiaceos; en Guatemala, Fonsecaea pedrosoi es el
Unico agente causal aislado. La farmacoterapia para el tratamiento de la cromomicosis es
a menudo poco efectiva y con variedad de efectos adversos indeseables, por lo que se
buscan nuevas alternativas fitoterapéuticas que reduzcan al maximo estos efectos y que
sean seguras Yy efectivas. En Guatemala, las leguminosas son de gran importancia para la

fitoterapia, ya que algunas han reportado actividad antimicrobiana y antifingica.

En el presente estudio se evalud la actividad in vitro contra Fonsecaea pedrosoi de
los extractos etandlicos de siete especies leguminosas nativas guatemaltecas
seleccionadas en base a su uso popular contra afecciones dermatomucosas, seguin su
disponibilidad y tiempo ideal de recoleccién y cuya actividad contra Fonsecaea pedrosoi
no habia sido estudiada previamente. Estas son: Cassia grandis L. (Cafiandonga, hoja),
Diphysa robinioides Benth. (Guachipilin, hoja), Hymenaea courbaril L. (Guapinol, hoja),
Phaseolus lunatus L. (Frijol cimarrén, semilla), Phaseolus vulgaris L. (Frijol coman, hoja),
Senna occidentalis L. (Frijolillo, hoja) y Vicia faba L. (Haba, hoja).

Para la evaluacion de la actividad antifingica de los extractos contra Fonsecaea
pedrosoi se realiz6 un bioensayo de tamizaje utilizando la metodologia descrita por
Brancato y Golding modificada por McRae y colaboradores. Como resultado se obtuvieron
tres extractos activos (p<0,10) contra Fonsecaea pedrosoi: Hymenaea courbaril,
Phaseolus vulgaris y Senna occidentalis, las cuales presentaron una concentracion
inhibitoria minima de 1 mg/mL. Los extractos de Cassia grandis, Diphysa robinioides,

Phaseolus lunatus y Vicia faba no presentaron actividad contra este hongo.

Los resultados de este estudio validan el uso popular de las tres especies
leguminosas con actividad antifingica, por lo que se recomienda determinar sus

sustancias activas e identificar la composicién molecular de las mismas.



ll. INTRODUCCION

Las micosis subcutaneas son infecciones que afectan los tejidos subcutaneos,
ganglios linfaticos y raramente pueden diseminarse y afectar otros 6rganos como
pulmones, articulaciones y hueso. Las micosis subcutaneas mas importantes en

Guatemala son la esporotricosis y la cromomicosis (1, 2).

La cromomicosis es una micosis de evolucién extremadamente crénica, poco
frecuente, que afecta piel y tejido celular subcutdneo. Es producida por inoculacién
traumatica percutdnea de hongos dematiaceos. En Guatemala Fonsecaea pedrosoi es el

Gnico agente causal aislado de la cromomicosis (1-5).

El tratamiento de la cromomicosis ha sido y adn sigue siendo un reto para el
clinico por no ocurrir cura espontanea. Por lo tanto el control de la endemia esta en la
deteccion de los casos incipientes y el tratamiento adecuado. Se han utilizado diferentes
tratamientos para la enfermedad con resultados variables no siempre satisfactorios debido

a los efectos adversos y a la toxicidad que estos presentan (3, 5-8).

El conocimiento popular de las plantas forma parte de la herencia cultural de los
pueblos; la fitoterapia es el uso de plantas medicinales o partes de ellas con fines
terapéuticos. En los ultimos afios ha retomado importancia el estudio de las plantas
medicinales como fuente de fitofarmacos. En la actualidad, a pesar del gran desarrollo de
las industrias farmacéuticas, las plantas medicinales contindan siendo un valioso arsenal
de sustancias biol6égicamente activas y precursores en la elaboracién de medicamentos.
Las opciones a base de plantas medicinales presentan una inmensa ventaja con respecto
a los tratamientos quimicos y sus efectos indeseables estan limitados. Sin embargo, a
pesar de que han aumentado las investigaciones y estudios cientificos sobre plantas
medicinales, todavia no se conocen muchos de las sustancias activas a los que deben las

plantas sus extraordinarias cualidades (9-11).

Tomando en cuenta que la cromomicosis afecta a la poblacién guatemalteca y
gue la mayoria de drogas y preparaciones antimicéticos en el pais son sintéticas, es de
gran importancia la investigacion de plantas medicinales que posean actividad contra

Fonsecaea pedrosoi para plantear alternativas de tratamiento. Por lo anterior se justifica



la validacion del uso de algunas especies vegetales popularmente usadas en el

tratamiento de micosis (1, 10).

Este estudio evalu6 la actividad contra el hongo Fonsecaea pedrosoi de siete
extractos etandlicos de plantas leguminosas popularmente usadas para el tratamiento de
afecciones mucocutidneas (hoja de Cassia grandis, hoja de Diphysa robinioides, hoja de
Hymenaea courbaril, semilla de Phaseolus lunatus, hoja de Phaseolus vulgaris, hoja de

Senna occidentalis y hoja de Vicia faba).



[ll. ANTECEDENTES

A. Cromomicosis

La cromomicosis es una micosis subcutdnea de evolucion extremadamente cronica,
que afecta piel y tejido celular subcutaneo, localizada preferentemente en miembros
inferiores (2-5, 12).

Esta micosis es producida por inoculacion traumatica percutanea, con diversos
vegetales, de hongos pigmentados, llamados dematiaceos, particularmente Fonsecaea
pedrosoi, Phialophora verrucosa, Cladophialophora carrionii y Fonsecaea compacta (6,
13-15).

Fue descrita por primera vez por Pedroso, en 1911 y sefalada en Brasil por Max
Rudolph en 1914. Sin embargo, el término cromaoblastomicosis no fue usado sino hasta
el afio 1922 en Brasil por Terra y colaboradores. Esta denominacion, que persiste por
la costumbre, ha sido objetada porque los hongos productores de la afeccién no
producen esporas, ni formacion de blastosporas en su vida parasitaria, por lo que la

designacion correcta deberia ser cromomicosis (3, 5, 8, 15).

1. Ecologia, distribucién geografica y situacion epidemioldgica

La cromomicosis es una enfermedad cosmopolita que se ha descrito en todos los
continentes, pero predomina en zonas tropicales y subtropicales. Es endémica en
América Latina, las Antillas, Indonesia, Malasia y Africa. Hasta hoy se ha
presentado gran cantidad de casos en Cuba, Republica Dominicana, Costa Rica,
Puerto Rico, Colombia, Ecuador, Brasil, Bolivia, Venezuela; algunos casos aislados
proceden de Perld, Argentina, Martinica, Rusia, Finlandia, Republica Checa,
Rumania, Japoén, Nigeria, Italia y Australia. En México ocupa el tercer lugar entre las
micosis subcutaneas (6 %) (3-5, 8).

Existe predominio de casos en raza blanca y en sexo masculino. La mayoria
pertenece a grupos de bajo nivel econémico y social que viven en areas rurales, en

poblaciones que no usan zapatos rutinariamente (1-3, 5, 13, 15).



2. Etiologia

Los agentes causales son hongos Hyphomycetes de la familia Dematiaceae. Son
saprofitos, habitan en el suelo, vegetales, plantas e incluso en madera transportada
a otros sitios diferentes al lugar de origen. Estos hongos se comportan como
dimorfos ya que se presentan en forma micelial en el medio ambiente y en los
medios de cultivo, y en su fase parasitaria, como células fumagoides. En su fase
parasitaria estos hongos se multiplican en los tejidos por facetacion, no producen
esporulacién ni formacion de yemas (4, 5, 15).

Los tres mas importantes son: Fonsecaea pedrosoi, Phialophora verrucosa y
Cladophialophora carrionii. En los paises latinoamericanos las especies mas
frecuentes son: Fonsecaea pedrosoi en areas endémicas de ambiente tropical y
subtropical humedo y Cladophialophora carrionii en climas secos de vegetacion
xerofitica. Fonsecaea pedrosoi es el més frecuentemente aislado en México (95
%). En Venezuela, Australia y Sudéfrica el agente causal mas comuin es
Cladophialophora carrionii. En Guatemala Fonsecaea pedrosoi es el Unico agente
causal aislado de la cromomicosis (1-5, 8, 15).

Fonsecaea pedrosoi en su fase saprofitica o fase micelial, tiene micelio septado y
diferente tipo de esporulacion: cladosporium corto, rhinocladiella o acrotheca y
fial6fora, cuya proporcion varia de una cepa a otra y depende del medio en que es
cultivado. Es de crecimiento lento y su temperatura optima es a 25°C. En el medio
agar Sabouraud desarrolla una colonia negra, aterciopelada. En su fase parasitica
se caracteriza por presentar células fumagoides patognomonicas de la
cromoblastomicosis. Si la muestra proviene de material costroso, es posible

observar micelio tabicado café pardo (1, 2, 14, 16).

3. Patogenia y aspectos clinicos

La cromomicosis se desarrolla en el sitio de un traumatismo transcutaneo que
vehiculiza la fase saprofitica del hongo causal. A los 40 dias aproximadamente,
aparecen las lesiones con desarrollo local y extension por contigliidad y rara vez
por via linfatica o hematdgena. Suele encontrarse en las extremidades inferiores
en 54-84 %, en otras partes expuestas se observa en 18 % y en 2 % es
diseminada; su localizacion en térax o abdomen es rara (3-6, 13).



La infeccion avanza lentamente con el transcurso de los afios, a medida que el
agente etiolégico sobrevive y se adapta a la condicién del huésped. ElI hongo
adquiere en los tejidos, en su vida parasitaria, estructuras multicelulares de
gruesas paredes coloreadas de negro, llamadas células muriformes, cuerpos
escleréticos o células fumagoides, que se dividen por facetacion. Los hongos
pueden estar libres en el tejido o fagocitados por macréfagos. En la dermis, las
células muriformes presentes en los microabscesos formados por la reaccion
celular, a menudo muestran dafio en su pared celular, pero los macréfagos no son
capaces de destruir las células micoéticas fagocitadas. Las células muriformes de
Fonsecaea pedrosoi pueden permanecer viables por mas de 18 meses, después
que el tejido infectado ha sido recolectado de pacientes, demostrando la
resistencia natural de estas estructuras (5, 15).

Las células muriformes son expelidas a la superficie de las lesiones por
eliminacion transepitelial a través de las fistulas. La observacién de células con
abundantes hifas se presenta poco in vivo, sobre todo en casos verrugosos y con
gran cantidad de escamas. Este fendbmeno se ha reportado en un par de casos
muy cronicos (de 10-15 afios de evolucion), en los cuales se considera que a
escala de capa cérnea las células fumagoides practicamente “germinan” formando
nuevas hifas (4, 5, 13).

La lesion consiste en un absceso con tejido granulomatoso de respuesta; el
granuloma y el componente supurativo consisten de linfocitos, células plasmaticas,
eosinodfilos y células de Langhans. Las lesiones que se desarrollan presentan un
aspecto polimorfico pudiendo mostrar tipos nodulares, papilomatoso, colifloriforme,
verruciforme, hiperqueratdsico, cicatricial, en placas o combinaciones. Las
lesiones antiguas se aclaran en su parte central y pueden ulcerarse. La mayoria de
lesiones son solitarias 0 pueden estar agrupadas, evolucionan en forma moderada
0 severa, sin tendencia a curarse espontdneamente y pueden infectarse
secundariamente, provocando linfoedema y elefantiasis, evolucionando lentamente
durante varios afos pudiendo llegar a impedir seriamente el uso del miembro
afectado y dando lugar, ocasionalmente, a carcinoma epidermoide (5, 8, 16).
Existe la posibilidad de que los factores genéticos predisponentes a padecer esta

enfermedad sean antigenos de histocompatibilidad HLA-A29 (2).



4. Diagnoéstico

La cromomicosis se diagnostica mediante estudios histolégicos y micologicos
(examen en fresco y cultivo). Ademas, las biopsias son sumamente Utiles y
permiten descartar otros padecimientos verrucosos (2, 13, 14).

En el examen histopatolégico de las lesiones, se destacan la hiperplasia
pseudoepiteliomatosa de la epidermis y el infiltrado linfomononuclear en la dermis;
este Ultimo puede hacerse absceso y granuloma, con células gigantes (8).

En el examen micolégico directo con hidroxido de potasio, se encuentran las
células fumagoides, que se observan como estructuras esféricas de 4-10 um de
diametro de color marrén, con paredes engrosadas y un septo transversal
caracteristico, que pueden aparecer solas o agrupadas, patognomoénicas de la
cromomicosis, aunque no indican especificidad del agente causal (4-6, 8, 15, 17).
El cultivo se realiza en agar Sabouraud y en algunos casos en Mycosel; se
obtienen en siete a diez dias colonias vellosas, aterciopeladas, de color verde
oscuro o negro. La identificacién especifica es la taxondmica, identificandose los
tipos, cantidad y produccion de conidios (1, 4, 15).

La biopsia muestra un absceso neutrofilico y granuloma a cuerpo extrafio. Los
granulomas pueden presentar las estructuras micoticas pigmentadas bajo la forma
de células fumagoides caracteristicas. Es importante remarcar la utilidad de las
biopsias en la mayoria de las lesiones de tipo verrucoso, pues aunque la imagen
histol6gica es similar en la tuberculosis por la presencia de un verdadero
granuloma tuberculoide, en esta micosis subcutanea se observan con gran
facilidad las formas parasitarias (4, 5, 15).

Los anticuerpos especificos, en particular a antigenos de Cladophialophora
carrionii y Fonsecaea pedrosoi, han sido correlacionados con la extension de
lesiones en pacientes crénicos. Algunos pacientes han tenido anticuerpos positivos
por un afio después de la terapia antimicotica. El diagnéstico de infeccién se
puede hacer hasta un afio después de terminada la terapia y puede ser detectado
usando una prueba cuantitativa de ELISA, como el desarrollado por Esterre y
colaboradores en el 2000 (5, 17).

El diagndstico diferencial se debe hacer con tuberculosis verrucosa, esporotricosis,

dermatitis crénica, leishmaniasis, coccidioidomicosis y micetoma (1, 4, 14-15, 17).



5. Tratamiento

El éxito terapéutico puede estar relacionado con el agente etiolégico
(Cladophialophora carrionii es mas sensible que Fonsecaea pedrosoi), con la
severidad de la enfermedad (el edema vy fibrosis dérmica pueden reducir la llegada
de los antimicéticos a los tejidos) y con la eleccién de la droga antimicética. No
existe hasta el momento un consenso ni estandarizacion para establecer un
criterio de cura de esta micosis (5, 14).

Se han utilizado diferentes tratamientos en la enfermedad con resultados
variables, no siempre satisfactorios. El fracaso de los antiguos tratamientos con
base en el yoduro de potasio, timol, bismuto, arsénico, tiabendazole, sulfonas,
corticoides, calciferol, penicilinas, acido salicilico, crisarobina, fenol y podofilina han
llevado a seleccionar mejor los recursos y a asociarlos a los antimicéticos de

amplio espectro actuales, para proveer mejores opciones (3, 5).

a) Quimioterapia

i. 5-Fluorocitocina (5-FC): Esta es captada por las células micoéticas via enzimas
permeasas de citosina y convertida, intracelularmente, primero a 5-fluorouracilo y
después a monofosfato de 5-fluorodeoxiuridina (F-dUMP) vy trifosfato de
fluororidina (FUTP), los cuales inhiben la sintesis del DNA y del RNA
respectivamente. La 5-FC puede administrarse oral e intravenosamente (IV). La
dosis oral e IV recomendada es de 100-150 mg/kg de peso al dia en cuatro dosis
por cuatro semanas o mas. La toxicidad a la médula 6sea con anemia,
leucopenia y trombocitopenia son los efectos adversos mas comunes y el
trastorno de las enzimas hepéticas es menos frecuente. La 5-FC no se utiliza
como un farmaco Unico debido al sinergismo demostrado con otros y para evitar
el desarrollo de resistencia secundaria; ha sido usada con éxito en combinacién
con anfotericina B, asi como en combinacion con los nuevos agentes azoles. En
1991, Bolzinger trata exitosamente cuatro casos de cromomicosis causada por

Fonsecaea pedrosoi con la asociacion de 5-FC e itraconazol (3, 5, 18-21).

ii. Anfotericina B: Antimicético de amplio espectro aislado del hongo

Streptomyces nodosus que generalmente se utiliza como el tratamiento inicial



para micosis. Su mecanismo de accién consiste en unirse firmemente al
ergosterol en la membrana celular del hongo, alterando su permeabilidad por lo
que la célula pierde iones y macromoléculas y se dafa irreversiblemente.
Algunos esteroles se unen a la membrana celular humana, de donde resulta con
probabilidad la toxicidad prominente de este farmaco. Se administra
intravenosamente por infusion lenta con dextrosa al 5 % en intervalos de cuatro a
seis horas en una dosis desde 0,2 mg/kg de peso al dia hasta 1 mg/kg de peso al
dia. Fiebre, escalofrios, espasmos musculares, cefalea, nauseas, vomitos e
hipotension son reacciones inmediatas a la infusién. La insuficiencia renal es la

reaccién téxica mas importante y ocurre lentamente (5, 19, 20, 21).

iii. Terbinafina: Se ha dicho que la terbinafina puede ser la mejor terapia para la
cromomicosis. Es un compuesto alilanino sintético que obstruye la biosintesis de
los esteroles de la célula fungica inhibiendo la escualeno-epoxidasa provocando
un déficit de ergosterol que lleva a la muerte. Se utiliza una dosis de 250 mg/dia.
Una tableta administrada al dia por 12 semanas es mas eficaz que el itraconazol.
Los efectos adversos son poco comunes y consisten primariamente en trastornos
gastrointestinales y cefalea. Varios autores reportan su eficacia en un amplio
espectro de micosis sistémicas. Esterre y colaboradores, desde 2001 han
publicado casos tratados con terbinafina, y en el 2003 un 57,1 % de pacientes
que fueron tratados con terbinafina, 500 mg/dia por un minimo de 6 meses y
hasta 12 meses fueron curados (18-21).

Hay que advertir que la terbinafina hasta el afio 2003 no estaba aprobada por la
Food and Drug Adminsitration (FDA) americana para el tratamiento de micosis
sistémicas y subcutaneas. Otros que han tratado cromomicosis con itraconazol y
terbinafina consideran efectiva esta combinacién en pacientes con pobre

respuesta a otros tratamientos (4, 5, 21).

iv. Azoles: La terapéutica de la enfermedad micética se ha revolucionado con la
introduccion de azoles relativamente libres de toxicidad. Estos farmacos son
compuestos sintéticos entre los que se encuentran el ketoconazol, el miconazol y
el clotrimazol, ademas los triazoles que son itraconazol, fluconazol y voriconazol
(este dltimo esta en investigacion). La actividad antimicética de estos farmacos

resulta de la disminucidn de la sintesis de ergosterol por inhibicion de las enzimas
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del sistema citocromo P450. Se ha reportado una respuesta rapida al
itraconazol, mencionandose una mayor sensibilidad de Cladophialophora carrionii
que Fonsecaea pedrosoi. Queiroz-Telles y colaboradores y Restrepo vy
colaboradores reportan en 2003, éxitos con itraconazol en cromomicosis con
pequefias lesiones, respondiendo mas rapidamente que en los mas severos.
Similar respuesta fue observada en los pacientes con formas moderadas (12, 13,
22).

Kumarasenghe y colaboradores obtuvieron en el afio 2000, buena respuesta en
un caso con lesiones extensas con el uso de itraconazol en dosis de 200 mg por
una semana y tres semanas libres de tratamiento, por un periodo de seis meses,
considerando que este tratamiento es efectivo y menos costoso que el itraconazol
administrado diariamente (23).

La combinacion de itraconazol y criocirugia también ha sido empleada con
buenos resultados. Los mejores resultados se obtienen con el uso de itraconazol
en dosis altas, de 100-400 mg/dia, el ketoconazol en dosis de 200-600 mg/dia, el
fluconazol administracién oral e IV en dosis de 100-800 mg/dia. Como grupo, los
azoles son relativamente no téxicos, las reacciones adversas mas comunes son
trastornos gastrointestinales menores y hepatitis clinica, principalmente por el
itraconazol (12, 20, 21).

Queiroz-Telles afirma que en el futuro, las nuevas drogas antifungicas triazélicas
en desarrollo pueden desempefiar un papel importante en el tratamiento de la
cromomicosis ya que los hongos dematiaceos son muy sensibles a los nuevos
triazoles (Posaconazol y Voriconazol). Los resultados publicados hasta la fecha
sugieren que estos nuevos agentes tienen una actividad de gran espectro in vitro;
su efectividad en el tratamiento de las micosis humanas todavia no ha sido
determinada (22).

b) Otras alternativas: La electrocoagulacion, disecacion, nitrégeno liquido, radiacion,
iontoforesis, calor local (42-50°C), laser de CO,, también se han usado en lesiones
pequefas, localizadas y como complemento del tratamiento sistémico. La
cromomicosis ha sido tratada con calor local intenso, como los casos causados por
Fonsecaea pedrosoi tratados exitosamente por Yanase y colaboradores (citado en

22) y Kimbara y Tagami en 1984 (citado en 24).
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Queiroz-Telles (2003) también afirma que el uso del calor local es ideal para el
manejo de las lesiones pequefias (formas benignas) (22).

La criocirugia con nitrégeno liquido ha sido exitosa en 11 casos reportados por
Pimentel en el afio 2001, en pacientes infectados por Fonsecaea pedrosoi.
Similares resultados han sido reportados antes y después por otros autores. Sin
embargo, Castro (2003) demuestra que temperaturas tan bajas como —190°C, a las
que se llega con el nitrégeno liquido, no matan al hongo como se creia y que éstos
pueden recuperarse viables de las lesiones tratadas con este procedimiento hasta
después de 12 dias de terminado el tratamiento (3-5, 13, 24).

En cuanto a los pacientes con lesiones exuberantes, la exéresis quirdrgica
combinada con un agente antimicético, parece ser el tratamiento de eleccién como
se evidencia en el caso presentado por Moreira y colaboradores (2005) de una
cromomicosis verrucosa extensa, de larga evolucién, en el que se administrd
ketoconazol oral. No obstante, cuando la enfermedad es extensa, los tratamientos
pueden no resultar exitosos y en algunos casos se ha requerido amputaciéon de un
miembro (3-5, 13).

Se puede concluir que el tratamiento de la cromomicosis continda siendo un reto y

debe ser seleccionado para cada caso en particular.

B. Medicina Tradicional

Con la aparicién de los productos sintéticos, los productos de origen vegetal pasaron a
un segundo plano, hasta que, en las ultimas décadas, el retorno hacia el uso de los
productos de origen natural en terapéuticas se ha visto favorecido por un mayor
conocimiento de las propiedades de los productos naturales, el desarrollo de nuevas
formas para su preparacién y administracion, ademas del descubrimiento de graves
efectos secundarios en farmacos de sintesis. Actualmente, existe una base cientifica
gue apoya la eficacia en muchos productos fitoterapéuticos para determinadas

indicaciones (25-27).
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1. Etnobotanica y Etnofarmacologia

La etnobotanica se define como el estudio de las relaciones reciprocas entre el
hombre y la vegetacion, aunque también se vincula con el estudio del uso de las
plantas en las sociedades tradicionales. Es el aprovechamiento de los recursos
naturales por parte de las poblaciones locales, tanto nativas como de una
determinada regién. Comprende la colecta, documentacion y preservacion de la
cultura popular relacionada con las plantas que curan y las practicas medicinales,
agricolas y holisticas involucradas (28-31).

La etnofarmacologia es el estudio interdisciplinario y cientifico de la serie completa
de sustancias naturales, de origen vegetal, animal o mineral y las formas
relacionadas del conocimiento o practica implementada por la cultura vernacula,
para modificar las condiciones de los organismos vivientes, con propésitos

terapéuticos o preventivos (28, 30).

2. Fitoterapia

La fitoterapia es la ciencia que estudia la utilizacion de los productos de origen
vegetal con finalidad terapéutica (26, 31).

La base de los medicamentos fitoterapéuticos son las drogas vegetales y los
diferentes tipos de productos que de ellas se obtienen. Los principios activos son
las sustancias responsables de la accion farmacologica. La fitoterapia utiliza, por
tanto, drogas vegetales, extractos de dichas drogas o sustancias activas aislados
de las mismas. Estos productos deben ser convenientemente preparados,
dandoles la forma farmacéutica mas adecuada para su administracion al paciente.
La eficacia se consigue solo con el uso adecuado de los preparados
fitoterapéuticos, tanto en lo que se refiere a las indicaciones como a la forma de
administracion (26, 30-32).

Al igual que en todos los medicamentos, en los preparados fitoterapéuticos es
necesario garantizar su calidad, seguridad y eficacia. La estandarizacion de estos
productos medicinales mediante bioensayos y pruebas fisicoquimicas, provee
confiabilidad en su uso (26, 30-32).
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a) Fitoterapia en Guatemala: las plantas constituyen la herramienta principal para la
practica de la medicina natural. Existe un inventario nacional con alrededor de
1,400 plantas medicinales reportadas, con informacion recabada en la mayor parte
de departamentos de Guatemala por el Instituto Indigenista Nacional (IIN), el Centro
Mesoamericano de Estudios sobre Tecnologia Apropiada (CEMAT), Instituto de de
Ciencia y Tecnologia Agricola (ICTA), Facultad de Agronomia de la USAC
(FAUSAC) y Centro de Estudios Conservacionistas (CECON). De estas plantas
medicinales, se comercializan alrededor de 200 (30, 31).

Gaitan y colaboradores establecieron, en el afio 2004, un método para evaluar la
actividad antifingica de extractos de plantas usadas popularmente para el
tratamiento de afecciones dérmicas sobre cepas de dos hongos subcutaneos
(Sporothrix schenckii y Fonsecaea pedrosoi). Enfrentaron los dos hongos contra 17
extractos etandlicos de 12 plantas nativas guatemaltecas, obteniéndose una
actividad antifangica con Lippia graveolens (25 pg/mL) y Valeriana prionophylla (100
pg/mL) para Sporothrix schenckii; y para Fonsecaea pedrosoi con Lippia graveolens
(200 pg/mL) (7, 33-35).

En el 2003, el proyecto de la Organizacion de Estados Americanos (OEA):
Aprovechamiento de la Flora Regional como Fuente de Farmacos Anticancer,
Antiparasitario y Antifungico realizé ensayos con nueve extractos de plantas nativas
guatemaltecas contra Fonsecaea pedrosoi, pero ninguno demostré actividad. En el
2004, dentro del mismo proyecto se ensayaron 12 plantas nativas contra
Fonsecaea pedrosoi, de las cuales dos extractos demostraron actividad interesante

(Plumeria rubra y Tecoma stans) (36).

C. Leguminosas

Anteriormente formaban la familia Leguminosae, pero actualmente se encuentran
agrupadas en el Orden Fabales y poseen caracteristicas morfolégicas similares. Se
clasifican en tres familias: Caesalpiniaceae (12 géneros y 34 especies), Mimosaceae
(12 géneros y 35 especies) y Fabaceae (41 géneros y 99 especies). Presentan
distribucion cosmopolita y poseen una gama variada de formas biolégicas, desde
enredaderas y herbaceas hasta arbustos y arboles. Son utilizadas popularmente como
forraje, fuente de carbon, elaboracion de artesanias, etc. Ademas, son de gran
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importancia para la fitoterapia, ya que algunas han reportado actividad antimicrobiana
y antifungica (28, 31, 32, 37-40).

1. Monografias de las plantas del estudio

a) Cassia grandis L. (Cathartocarpus grandis (L.) Pers.)
i. Familia: Fabaceae
ii. Nombre comun: Cafiandonga, Cafa fistula (Petén), Caragua, Mucut, Carao.
iii. Distribucién: Nativa de Centro América, el Caribe y Norte de Sudamérica.
iv. Descripcion: Arbol de 10-18 m de altura (hasta 30 m) y 45-80 cm (hasta 100
m) de diametro. Su tronco es cilindrico y ramifica a media altura, lo que produce
una copa irregular, redondeada o esparcida con ramas colgantes. Corteza gruesa
y lisa, de color gris parduzco. Hojas compuestas de 50 cm de largo, alternas, con
un namero par (8-20) de hojuelas grandes y redondeadas, de 2-5 cm de largo,
con envés tomentoso. Las flores rosadas en racimos de 10-20 cm de largo,
grandes y vistosas son un rasgo distintivo de esta especie, con 15 o0 mas flores
cada uno. El fruto son vainas grandes, rojizas, marrones o negras de hasta 75 cm
de largo. Contienen tabiques internos con una semilla negra y plana entre cada
dos tabiques. La semilla esta cubierta de una pulpa dulce café o negra (38, 39).
v. Usos medicinales: La decoccion de hojas, fruto y corteza es usada para el
tratamiento de anemia, hemorragia nasal, enfermedades hepaticas, infeccion
urinaria, histeria, resfrio y tos. Por via topica se aplican como ungtiento las hojas
para tratar afecciones dermatomucosas, ya que a las hojas y el fruto se les
atribuyen propiedades antifiingicas, antisépticas, astringentes y depurativas. De
la raiz se extrae un liquido antiséptico utilizado para la curacién de heridas y la

corteza es utilizada como cicatrizante (38-42).

b) Diphysa robinioides Benth
i. Familia: Fabaceae
ii. Nombre comun: Guachipilin; Palo Amarillo; Much.
iii. Habitat: Bosque humedo o seco, frecuente en colinas abiertas o en lugares

rocosos.
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iv. Distribucion: crece en Alta y Baja Verapaz, Chiquimulilla, Jutiapa,
Sacatepéquez, Retalhuleu, Quetzaltenango, @San  Marcos, Quiché,
Huehuetenango, el Sur de México y desde El Salvador hasta Panama.

v. Descripcion: arbol de 5-9 m de altura, pero se encuentran hasta de 23 m de
altura con un tronco delgado y ramas glabrosas, con 9-15 hojas ovales de 1,5-3,5
cm de largo. Ramas de 4-7 cm de longitud, poco floreadas. El fruto con foliolos
abultados, vainas reticuladas de 6-11 cm de longitud y 2 cm de ancho. Las
semillas son café claro de 6 mm de largo y 3 mm de ancho (38).

vi .Usos medicinales: los Mayas la empleaban en sus ritos como remedio para los
dolores generales del cuerpo aplicando el jugo obtenido de la planta, su
cocimiento ayuda a curar las enfermedades venéreas. Se ha usado para tratar la
Ulcera del chiclero y es efectivo en el tratamiento de disenteria. La hoja es de
ayuda para enfermedades como el asma, abscesos de la glandula mamaria,
dolor de huesos, enfermedad de las amigdalas y como anticonvulsivo. La corteza
y las hojas estén indicadas para uso topico en el tratamiento de llagas, Ulceras e
infecciones dermatomucosas. Existen algunas especies de Diphysa, entre éstas
Diphysa robinioides, y Diphysa carthagenensis, que son usadas en forma similar
por la poblacion y a las que se les atribuyen propiedades sudorificas y

cicatrizantes (44-48).

¢) Hymenaea courbaril L.
i. Familia: Fabaceae
ii. Nombre comun: Guapinol, Copinol, Palo Colorado, Pac, Pacay (Petén), Pacoj
(Alta Verapaz), Hoja de Cuchillo (Jutiapa), Locust (Belice), Arbol de Pinole,
Algarrobo (Colombia).
iii. Habitat: Originaria de florestas secas y humedas, cerros, riberas de rios y
laderas de montafias.
iv. Distribucion: Sureste de México, América Central, norte de Brasil, Bolivia y
Perd. En el pais se encuentra principalmente en laderas o planicies secas, en
Alta Verapaz, Baja Verapaz, El Progreso, Escuintla, Guatemala, Huehuetenango,
Izabal, Jutiapa, Petén, Quetzaltenango, Retalhuleu, San Marcos y Santa Rosa.
v. Descripcion: arbol hasta de 30 m de alto. Tronco de 2 m de ancho. La corteza
es delgada, color pardo cenizo. Las hojas son compuestas, semideciduas,

alternas, con un par de foliolos (ovados, oblicuos, gruesos y coriaceos),
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dispuestas en espiral. Las flores son pocas o numerosas, blancas, grandes,
olorosas en paniculos densos, los pedicelos cortos y gruesos. El fruto es una
vaina aspera, café obscura de 10-15 cm de largo, dura, con dos o mas semillas
aplanadas, rodeadas de una pulpa pulverulenta, el polvo es dulce y comestible, el
fruto es de 5-15 cm de largo, 3,8-5,0 cm de ancho y 2,5 cm de grosor (38).

vi. Usos Medicinales: la corteza y un poco de canela en decoccion es tomada
como expectorante. El cocimiento de la corteza se recomienda en casos de
diarrea y disenteria, es vermifugo y vermicida, se usa para desdrdenes hepaticos,
es purgante y actlla como sedante. La resina se quemay se aspira el humo para
asma y catarro. La tintura preparada con la resina es muy buena para curar
Ulceras y heridas. El cocimiento de la fruta se usa como remedio para
hipertensién y reumatismo, fiebre y escalofrios. El puré o pasta del polvo
inmaduro de la fruta es aplicado en quemaduras. El agua de la corteza es

utilizada para tratar los rifiones (45, 46, 48, 49).

d) Phaseolus lunatus L.
i. Familia: Fabaceae
ii. Nombres comunes: Frijol caballero, frijolillo, frijol cimarrén, frijol de Lima, frijol
Chilipuca, Chilipuco, Frijol Reina, Frijol mantequilla, judia Limefa, frijol vitrea,
Frijol de media luna, Piloy, Jurén de venados, Frijol de monte.
iii. Habitat: Bosques semicaducos mesofilos.
iv. Distribucion: Se considera nativa de Suramérica y Centroamérica.
v. Descripcién: Es una hierba anual, bianual o perenne, erecta, ascendente o casi
postrada, a veces trepadora, fina y en ocasiones ramificada. Raices perennes por
las que la planta puede crecer en la siguiente temporada; fibrosas y tuberosas,
muy penetrantes pueden engrosar mucho; tallos glabros de 0,5-4,0 m de largo,
segun el habito de la planta; hojas trifoliadas, foliolos ovados a deltoides, a veces
romboide-ovados, apice deltoide, base redondeada, 6-8 x 4-6 cm, glabros o
esparcidamente pubescentes, peciolos mas largos que el foliolo central, estipulas
pequenas pero evidentes de 0,5-1,0 mm de largo, persistentes; inflorescencia
axilar o lateral, en pseudoracimos cortos o0 alargados, de hasta 25 cm de largo.
Flores con estandarte verde por contener clorofila, alas y quillas blancas, lilas o
parpuras, de 1,5 cm de largo. Caliz campanulado, 2-3 mm de largo, estandarte
ancho y plano, 1 cm de largo, puberulento por fuera, quilla espiralaza. Corola lila,



17

rosada o violeta, blanca en las cultivadas; estandarte de 6,5-7,0 mm de longitud,
oblongo u orbicular, ancho, plano, sericeo-pubescente en la cara externa.
Estambres diadelfos, el vexilar con un apéndice globoso en la base. Legumbre de
30-80x15-20 mm, con dos a cuatro semillas, oblonga, ancha, péndula, falcada,
aplanada y comprimida, algo turgida alrededor de la semilla, no rostrada,
dehiscente, valvas finas, subcoridceas, de glabra a ligeramente pubescente.
Semillas 2-4, 6-10 x 5-9 mm, oblongas, de reniformes a orbiculares,
comprimidas, de pardo-oscuras a negras, con manchas negras, con lineas
radiales, con germinacion epigea. Poseen altos niveles del glucdsido linamarina
(38, 49).

vi. Usos Medicinales: ElI zumo de la hoja se usa en instilacion nasal contra la
cefalea y otitis. Durante mucho tiempo se creyd que la raiz de esta planta era
venenosa, y se le atribuyeron sintomas observados en nifios, tales como vértigo,
mareos, vomitos, hemorragias, hipertermia y aceleracion del pulso; pero ensayos
de laboratorio no han confirmado su toxicidad. Las semillas se utilizan en la
medicina local en forma de polvo sobre las incisiones que se hacen en tumores y

abscesos para provocar la supuracion (33, 38).

e) Phaseolus vulgaris L.
i. Familia: Fabaceae
ii. Nombres comunes: judia, frijol, frijol comun, frijol negro.
iii. Habitat: Bosques semicaducos mesofilos degradados, matorrales
secundarios, sobre calizas y suelo himedo.
iv. Distribucién: Nativa de Centroamérica, area tropical. Se cultiva en casi todos
los paises del mundo.
v. Descripcién: Es una planta herbacea anual o raramente plurianual, trepadora o
erecta con una altura de 50-70 cm; raiz fibrosa bien desarrollada, con una raiz
principal pivotante y muchas raices secundarias ramificadas cercanas de la
superficie. Sus hojas miden 2,5-5,0 mm, compuestas por tres foliolos de forma
ovalada o romboide, algunas veces cubiertas de vellosidades. Tiene tallos
delgados y débiles, cuadrangulares, a veces rayados de purpura. Flores
asimétricas de 15 mm de longitud, blancas o purpura. Corola de color blanco,
amarillento o azulado-purpureo; alas de 15 mm de longitud, obovadas. Estambres

diadelfos, ovario hirtulo; estigma introrso. Su fruto es una legumbre lineal de 60-


http://es.wikipedia.org/wiki/Herb%C3%83%C2%A1cea
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83 x 5-10 mm, con 5-10 semillas, estrecha, péndula. Semillas de 3,5-11,0 x 2,5-
5,5 mm, subglobosas a oblongas, reniformes, variadamente coloreadas, pardo-
oscuras, grises 0 negras, con manchas negras; hilo ovado, corto y central;
germinacion epigea (38, 49).

vi. Usos medicinales: las vainas y hojas son utilizadas como diuréticos,
ligeramente hipolipemiante e hipoglucemiante. Se ha encontrado que Phaseolus
vulgaris es dermatica, reepitelizante y cicatrizante y que se emplea sobre heridas

y piel en mal estado (38, 49, 50).

f) Senna occidentalis L. (Cassia occidentalis L.)
i. Familia: Fabaceae
ii. Nombre comun: Frijolillo, Bricho, Habilla, Comida de murciélago, Cimarrén,
Escapacle, Furrusca, Hediondio, Moquillo.
iii. Habitat: Crece en bosques secos, semisecos y humedos. Es comun en lugares
abandonados de los tropicos y subtrépicos.
iv. Distribucion: nativa de Centro y Sur América, pero se cultiva desde el sudeste
de los Estados Unidos, Antillas, México, Centroamérica, parte tropical de América
del Sury tropicos del viejo mundo. En Guatemala se ha descrito en Alta Verapaz,
Chiquimula, El Progreso, Escuintla, Guatemala, Izabal, Jutiapa, Petén, Retalhuleu
y Zacapa.
v. Descripcion: Hierba anual o perenne, de 1 m o mas de alto, peciolo con
glandulas en la base. Foliolos de 4-6 pares ovalado-lanceolados, agudos o
acuminados, 3-7 cm; hojas de 10-30 cm de largo; racimos axilares, sépalos de 6-
9 mm. Flores con pétalos de 2 cm, amarillos. Fruto en vaina café oscuro, lineal,
plano, 6-12 cm de largo, 6-9 mm de ancho. Semillas ovales, café olivo de 3-4 mm
de largo (38).
vi. Usos Medicinales: La decoccion o infusiébn de hojas o raiz se usa oralmente
para ftratar afecciones gastrointestinales (diarrea, dolor de estdbmago vy
estrefiimiento) y respiratorias (catarro, cefalea, fiebre, gripe, resfrio y tos), fiebre
amarilla, gonorrea, ictericia, problemas renales y reumatismo. La maceraciéon de
hojas se usa tépicamente para tratar afecciones de la piel (Glceras, heridas,
eczemas, empeines, erupciones, inflamaciones, salpullido, barros, granos,
exantema, tifia, dermatofitosis, varicela) y tumores inflamados. La decoccion de

semillas se usa para tratar afecciones del rifibn y vejiga, nervios, calmante
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cardiaco, palpitaciones, hipertension, gastralgia y afecciones hepaticas; se les
atribuye propiedad antiinflamatoria, diurética, estomaquica, febrifuga, purgante,
ténica y vulneraria. Los extractos bencénico y etéreo de hojas, raiz y semillas
son activos contra bacterias patdgenas (Escherichia coli, Corynebacterium
diphteriae, Salmonella typhi, Staphylococcus aureus, Vibrio cholerae); el extracto
etandlico de vainas es activo contra bacterias Gram positivo. El extracto
alcoholico es activo contra dermatofitos (Microsporum gypseum, Trichophyton
mentagrophytes var. algodonosa, Trichophyton mentagrophytes var. granulare,
Trichophyton rubrum); Goncalves y colaboradores demostraron que la Cassilisina
aislada de Cassia excelsa en 1958 posee actividad contra Candida albicans. En
otro estudio se demostré que las semillas son activas contra Aspergillus niger y
Aspergillus flavus. La planta entera posee actividad antiinflamatoria vy
antihepatotédxica; las hojas y tallos tienen propiedad hipotensora. El extracto
etandlico de las hojas protege significativamente contra el dafio hepético
experimental producido por tetracloruro de carbono y thioacetamida (31, 38, 39,
40, 43, 51).

g) Vicia faba L.
i. Familia: Fabaceae.
ii. Nombre comun: Haba, haba verde
iii. Distribucion: se cultiva en zonas frias y templadas de América. En
Guatemala se cultiva en Chimaltenango y el Altiplano.
iv. Descripcién: Planta herbacea anual, de tallos erectos, cultivada en todo el
mundo por sus semillas, empleadas en gastronomia. Planta robusta que
desarrolla follaje abundante. El haba tiene porte recto y erguido, con tallos
fuertes y angulosos de hasta 1,6 m de altura. Muestra hojas alternas de color
verde, paripinnadas y compuestas, con foliolos anchos de forma ovalada. Las
flores se presentan en racimos de dos a ocho, axilares las cuales son fragantes
y grandes, alcanzando los 4 cm con pétalos blancos manchados de violeta,
purpura o negro. Son hermafroditas, y la planta es capaz de autopolinizarse. Los
frutos poseen una vaina alargada de longitud variable que puede alcanzar hasta
mas de 35 cm y consistencia carnosa, dentro de la que se ubican las semillas
puestas en fila. La vaina, de color verde en estado inmaduro, se oscurece y se

vuelve pubescente al secarse. Los granos en el interior de la misma varian entre
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dos y nueve. Estos granos son reniformes, de color verde claro, amarillento o
grisaceo. La raiz del haba crece en profundidad hasta alcanzar un largo similar
al del tallo de la planta (38).

v. Usos Medicinales: Es diurética y tiene propiedades depurativas, la
maceracién de la hoja es usada para golpes, contusiones y problemas de la piel
(38).
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IV. JUSTIFICACION

En Guatemala, el clima tropical, las condiciones de vida y el trabajo de los
habitantes del area rural favorecen las enfermedades de piel y mucosas. Por esta razon,

las micosis subcutaneas tales como la cromomicosis son procesos frecuentes.

Aunque parecieran estar disponibles muchas drogas para el tratamiento de
micosis subcutaneas, hay de hecho un nimero limitado de drogas antifingicas eficaces.
Estas suelen presentar efectos colaterales indeseables, como tromboflebitis, fiebre,
anorexia, cefaleas y nauseas, entre otros, o0 bien ser muy toxicas; algunas son

fungistaticas y no fungicidas (azoles) y otros como la 5-FC desarrollan resistencia.

Por lo tanto, la blisqueda de nuevas alternativas de tratamiento es importante ya
gue se necesita una sustancia activa que reduzca al maximo los efectos secundarios

producidos por el prolongado tratamiento convencional y que sea seguro y efectivo.

El conocimiento de la diversidad vegetal y el arraigo cultural de Guatemala puede
servir de base para el planteamiento de opciones terapéuticas que puedan contrarrestar la
cromomicosis con insumos generados localmente, considerando a las plantas como

fuente de sustancias antimicrobianas.

Las preparaciones vegetales usadas en Guatemala como tratamiento para micosis
son aplicadas empiricamente, lo que hace necesario contar con una base cientifica y

evidencias precisas y exactas de su actividad antifingica que validen su uso popular.

Por esta razén, en el presente estudio se evalué la actividad in vitro contra
Fonsecaea pedrosoi de los extractos etandlicos de siete especies leguminosas nativas
guatemaltecas seleccionadas en base a su uso popular contra enfermedades de la piel y
mucosas, segun su disponibilidad y tiempo ideal de recoleccién y cuya actividad contra

Fonsecaea pedrosoi no habia sido estudiada previamente.
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V. OBJETIVOS

A. Objetivo General

Demostrar la bioactividad antifungica de siete extractos vegetales contra el hongo

Fonsecaea pedrosoi.

B. Objetivos especificos

1. Aplicar el bioensayo para evaluar la actividad antifingica de los extractos de las
siete especies de leguminosas seleccionadas: Cassia grandis, Diphysa robinioides,
Hymenaea courbaril, Phaseolus lunatus, Phaseolus vulgaris, Senna occidentalis y Vicia

faba.

2. Determinar la concentracién inhibitoria minima de los extractos con actividad

positiva.
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VI. HIPOTESIS

Por lo menos uno de los extractos de las siete especies nativas guatemaltecas

estudiadas posee actividad antifingica in vitro contra Fonsecaea pedrosoi.
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VIl. MATERIALES Y METODOS

A. Universo y Muestra

1. Universo de trabajo
El universo de trabajo fueron las plantas leguminosas guatemaltecas cuyo uso
popular para tratar afecciones dermatomucosas ha sido documentado en una base

de datos.

2. Muestra

Extractos etandlicos de siete plantas leguminosas nativas guatemaltecas
consideradas como medicinales, seleccionadas en base a su uso popular contra
enfermedades de la piel y mucosas, segin su disponibilidad y tiempo ideal de
recoleccion cuya actividad antifungica no habia sido estudiada previamente.

Las plantas estudiadas fueron: Cassia grandis (hoja), Diphysa robinioides (hoja),
Hymenaea courbaril (hoja), Phaseolus lunatus (semilla), Phaseolus vulgaris (hoja)
Senna occidentalis (hoja) y Vicia faba (hoja).

Una cepa de Fonsecaea pedrosoi obtenida de un aislamiento realizado en el

Hospital General San Juan de Dios.

B. Recursos Humanos

1. Investigador

Br. Ana Beatriz Suarez Diaz.

2. Asesores

Lic. Armando Céceres, QB.

MA. Ana Margarita Paz de Ramirez, QB.
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C. Materiales

1. Equipo

a)

b)
c)
d)
e)
f)
9)

h)

Autoclave Omron con control manual de temperatura (110-127°C), presion (0-4
kgf/cm?) y cronémetro (1-60 min).

Balanza analitica Mettler AE200 de un plato con cabina de vidrio.

Balanza analitica Mettler PM600 de un plato.

Cabina de bioseguridad Clase II, Labconco con luz UV-Visible.

Estufa Corning con agitador (velocidades 1-7) y calentamiento (1-7).
Evaporador giratorio con colector Brinckman. Marca Bruchii.

Incubadora Precision con control manual de temperatura y parrillas metalicas.
Temperatura utilizada: 37°C.

Incubadora con controles y pantalla digitales, con parrillas metélicas. Marca
Fisher Scientific. Temperatura utilizada: 37°C.

Mechero de toque tipo Bunsen. Marca Hanau.

Microscopio con dos oculares 10x y objetivos 20x0,40, 10x0,25 y 4x0,10 con
filtro No. 45-LBD-IF, bombilla de al6geno. Marca Olympus.

Pirex percoladores de 2000 mL cada uno.

Refrigerador y congelador con tres parrillas en su interior. Marca Admiral

Dualtemp. Temperatura de 2-10°C.

m) Refrigerador REVCO con ocho parrillas en su interior. Temperatura de 2-10°C.

n) Vortex MaxiMix Il con control de velocidades y seleccion de modos

(full/power/touch).

2. Reactivos

a) Agar Sabouraud

b) Agua desmineralizada

c)
d)

Etanol 70 % y 95 %
Medio Takashio (Agar-agar, Dextrosa, Na,SO,4, KH,PO,, peptona).



3. Materiales

a)
b)
c)
d)
e)
f)
9)
h)

Asa de nicromo en espatula, en L y en argolla
Cajas de Petri simples

Céamaras de Neubauer

Campanillas de Durham

Erlenmeyer con tap6n de rosca de 250 mL
Erlenmeyer de 500 mL

Fosforos

Frascos con tapon de rosca

Papel parafilm

Pipetas automaticas de 10-1000 pL

Probetas de 100 mL

Puntas amarillas de 200 pL

Puntas azules de 1000 pL

Regla graduada en mm

Tubos de vidrio con tapon de rosca de 15 mL
Vasos de precipitar de 250 y 500 mL.

Viales

D. Métodos

1. Obtencidn del extracto etanélico de las plantas

26

La parte de la planta utilizada se secé y homogenizo, se molié, se pesaron 200 g y

se colocé en el percolador cubierta con alcohol al 95 %. Se dej6 reposar tres dias

y se obtuvo la primera porcion, ésta se concentré en rotavapor y se pasé a la

desecadora para, después de ser pesado, calcular el porcentaje de rendimiento
del extracto (52).



27

2. Evaluacién de la actividad antifungica de los extractos obtenidos contra

Fonsecaea pedrosoi

Se utilizé la metodologia descrita por Brancato y Golding modificada por McRae y
colaboradores (53-55).

a) Preparacion de medio de cultivo (agar-planta)

Se prepararon tubos con 13,5 mL de agar Sabouraud.

Se esterilizaron en autoclave por 15 minutos a 121°C, se dejaron enfriar a
50°C y se agreg6 1,5 mL del extracto de cada planta a estudiar (dilucién
1:10). Se agito.

Se vertié en cajas de Petri estériles, dejando solidificar y se incub6 a
36°C durante 24 horas para verificar esterilidad.

Se guardo en refrigeracion a 5°C hasta el momento de su uso.

b) Preparacion del indculo

Se prepard medio Takashio (Sabouraud modificado para produccién de
esporas (55)) de la siguiente manera: Se disolvi6 en 300 mL de agua
desmineralizada, 0,6 g de dextrosa, 0,3 g de sulfato de sodio (Na,SOy),
0,3 g de fosfato diacido de potasio (KH,POQO,), 0,3 g de peptonay 0,6 g de
agar-agar. Se sirvieron 6 mL en cada tubo con tapon de rosca. Se
esterilizo en autoclave por 15 minutos a 121°C y se dejo6 solidificar con el
mayor declive posible. Se incubd a 36°C durante 24 horas para verificar
esterilidad.

Se sembro6 en medio Takashio el hongo y se incub6 a 27°C por 21 dias.
Se agreg6 a cada tubo 2 mL de agua destilada estéril y se desprendié el
hongo con un asa de nicromo en L.

Se trasvas6 el material obtenido a viales con tapa de rosca. Se agitdé dos
minutos en vortex.

Se hizo un conteo de esporas en camara de Neubauer y se llevé la
suspension a 100 esporas/Ul=1x10°> esporas/mL (10 esporas por

cuadrante) con solucién salina estéril.



28

¢) Inoculacion del hongo
i. Con campanillas de Durham de 5 mm de diametro, se abrieron cuatro
agujeros en las cajas con agar-planta en forma equidistante.
ii. Se depositd en cada agujero 30 pL de la suspensidén de esporas y se
incubd a 27°C por 28 dias.
iii. Se hicieron cuatro repeticiones. Se usé una caja con agar Sabouraud

como control negativo.

d) Lectura e interpretacion de los resultados
i. Se midi6 el diAmetro de la colonia del hongo en mm.
ii. Se calcul6 el porcentaje de inhibicion, comparando el diametro contra el
de las cajas control.
iii. Se tomaron positivos los extractos que redujeron el diametro de la colonia
en un 75 % o mas y como negativos aquellos cuyo crecimiento de la
colonia estuvo entre 25y 100% (53-54).

E. Disefio Estadistico

1. Tipo de estudio

Disefio experimental que utiliza estadistica no paramétrica con criterio de
positividad visual (crecimiento homogéneo indicé actividad negativa y ausencia de
crecimiento, actividad positiva), con un disefio no probabilistico por conveniencia.
La deteccion de la actividad anti Fonsecaea pedrosoi de los extractos se determiné
en una concentracion de 1 mg/mL.

En los casos positivos, se realizaron diluciones de 0,5, 0,25 y 0,125 mg/mL para

determinar la concentracion inhibitoria minima (CIM).

a) Variables
i. Variable independiente: Plantas leguminosas nativas guatemaltecas.
ii. Variable dependiente: Actividad anti Fonsecaea pedrosoi de los extractos

etandlicos de las siete especies de leguminosas seleccionadas.
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b) Validez del método: Para determinar la validez de los ensayos se utiliz6 agar
Sabouraud sin ningun aditivo con etanol al 50% como control negativo, el cual
presento un crecimiento 6ptimo del hongo. Se realizaron cuatro repeticiones

del ensayo.

c) Andlisis de datos: Segun la hipotesis binomial y un valor 0.<0,10 para cuatro

repeticiones realizadas se pudo determinar lo siguiente:
i. Actividad antifingica positiva: El extracto inhibié el crecimiento del hongo
en un 75 % o mas respecto al control negativo (52, 53).
ii. Actividad antifingica negativa: El hongo presentd un crecimiento

homogéneo mayor al 25 % respecto al control negativo (52, 53).
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VIIl. RESULTADOS

A. Seleccion de las plantas y obtencion de los extractos etandlicos

Se obtuvieron los extractos etanolicos de siete plantas guatemaltecas popularmente
usadas para el tratamiento de afecciones mucocutaneas, segun su disponibilidad en el
laboratorio de Bioensayos del Departamento de Citohistologia (Tabla 1). El extracto de

Senna occidentalis fue el que obtuvo un alto porcentaje de rendimiento (15.12%).

Tabla 1l
Descripcion de las plantas utilizadas en el estudio
Plant Part % de
(No. Herbario) Nombre Comun stilzada Cqgimiento*
peso seco)
Cassia grandis (C1/379) Carao, Cafiandonga Hoja 9,32
Diphysa robinioides Guachipilin, Palo Amarillo Hoja 6.02
Hymenaea courbaril (C1/309) Guapinol, Palo Colorado Hoja ND°
Phaseolus lunatus Frijol cimarrén, Frijol de Lima Semilla 7,40
Phaseolus vulgaris Frijol comin Hoja 0,10
Senna occidentales (C1/342) Frijolillo, Habilla Hoja 15,12
Vicia faba (F1/360) Haba Hoja 9.10

Fuente: ® Laboratorio de Bioensayos, Departamento de Citohistologia
° El extracto se encontré disponible en el Laboratorio de Bioensayos, sin embargo, el
porcentaje de rendimiento no se halla registrado en el mismo.

B. Evaluacidn de la actividad antifungica

En el tamizaje preliminar se observdé que los extractos de Hymenaea courbaril,
Phaseolus vulgaris y Senna occidentalis presentaron actividad contra Fonsecaea
pedrosoi a una concentracion de 1 mg/mL (p<0,10, correspondiente a cuatro
repeticiones), mientras que los extractos de Cassia grandis, Diphysa robinioides,
Phaseolus lunatus y Vicia faba fueron inactivos contra Fonsecaea pedosoi, a la misma

concentracion (Tabla 2).
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Tabla 2
Actividad Antifungica (1 mg/mL) contra Fonsecaea pedrosoi
Parte Crecimiento % %
Planta Actividad
Utilizada (mm) crecimiento inhibicion

Cassia grandis Hoja 21,5 74,8 25,2 Negativa
Diphysa robinioides Hoja 8,2 25,8 74,2 Negativa
Hymenaea courbaril Hoja 6,2 19,5 80,5 Positiva
Phaseolus lunatus Semilla 14,5 50,4 49,6 Negativa
Phaseolus vulgaris Hoja 55 17,2 82,8 Positiva
Senna occidentalis Hoja 7,1 22,2 77,8 Positiva
Vicia faba Hoja 18,0 56,3 43,7 Negativa

Como se observa en la Tabla 3, se obtuvo una concentracion inhibitoria minima (CIM) de

1 mg/mL para los tres extractos con actividad antifingica positiva.

Tabla 3
Concentracion Inhibitoria Minima de los extractos con actividad positiva contra

Fonsecaea pedrosoi

Planta Parte Utilizada CIM (mg/mL)
Hymenaea courbaril Hoja 1,0
Phaseolus vulgaris Hoja 1,0

Senna occidentalis Hoja 1,0
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IX. DISCUSION

En el presente estudio se evaluo la actividad in vitro de siete extractos etandlicos de
leguminosas, seleccionadas todas en base a su uso popular medicinal para afecciones
mucocutadneas y sin registro previo de actividad contra Fonsecaea pedrosoi (Cassia
grandis, Diphysa robinioides, Hymenaea courbaril, Phaseolus lunatus, Phaseolus vulgaris,
Senna occidentalis y Vicia faba). Los resultados muestran tres extractos con actividad
contra esta especie: Hymenaea courbaril, Phaseolus vulgaris y Senna occidentalis (Tabla
2).

De las siete plantas estudiadas, el extracto de Senna occidentalis tuvo un mayor
porcentaje de rendimiento (15,12%), lo que evidencia que con poca materia prima es
posible obtener una cantidad de extracto mayor que las demds, dandole un beneficio

adicional suficiente produccion en el momento de su preparacion (Tabla 1).

Se demostr6 que Senna occidentalis posee actividad in vitro contra Fonsecaea
pedrosoi, esto, considerado en forma conjunta con estudios previos evidencia que es una
planta con uso medicinal extenso, ya que también se le atribuyen propiedades
antiinflamatorias y es activa contra bacterias patégenas (31, 43). Se conoce que la
maceracién de sus hojas se usa tOpicamente para tratar varias afecciones de la piel,
incluidas las dermatofitosis, habiéndose comprobado en estudios anteriores, que el
extracto alcoholico es activo contra Microsporum gypseum, Trichophyton mentagrophytes
var. algodonosa, Trichophyton mentagrophytes var. granulare, y Trichophyton rubrum y
que las semillas son activas contra Aspergillus niger y Aspergillus flavus (38, 40). A su
vez, Goncalves y colaboradores (1958) demostraron que la cassilisina aislada de Cassia
excelsa, una especie muy cercana, posee actividad contra Candida albicans, por lo que
era de esperarse que Senna occidentalis contuviera una sustancia activa contra hongos
patdgenos. Entre los principales componentes quimicos de Senna occidentalis se
encuentran los flavonoides, multiocenol 7-ramnoésido, jacudin  7-ramndsido vy
biantoquinona, aunque no puede asegurarse que alguno de ellos sea el responsable de

su actividad contra Fonsecaea pedrosoi (38, 51, 56).

Por la actividad positiva de Hymenaea courbaril observada en este estudio, se infiere

que las hojas poseen alguna sustancia activa en contra de Fonsecaea pedrosoi. El uso
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empirico de su corteza (la resina) y su fruto también ha dado buenos resultados en el
tratamiento de Ulceras y heridas. Ademas, el extracto de corteza posee actividad in vitro
contra Candida albicans. Uno de los componentes importantes de la resina es el diterpeno
acido labran-8-beta-ol-15-0ico y en la corteza se encuentran flavonoides,
leucoantocianina, polifenoles y taninos (38, 48). A pesar de conocer algunos de sus
componentes, las propiedades antifingicas de Hymenaea courbaril han sido poco
estudiadas y no se puede afirmar con exactitud el origen de su actividad contra

Fonsecaea pedrosoi.

Phaseolus vulgaris demostr6 actividad contra Fonsecaea pedrosoi, lo que apoya su
utilizaciébn como dermaético, reepitelizante y cicatrizante (49). Johns (1994) describio el
contenido aleloquimico de las semillas de esta especie como defensa quimica contra los
herbivoros y reporto la presencia de lectinas, acido fitico e inhibidores de la proteasa y de
la alfa-amilasa, ademas de contener trigonelina, alantoina, amino&cidos (leucina, tirosina,
arginina, lisina, triptéfano, colina), inositol, trazas de heterésidos cianogénicos,
glucoquinina, faseolina, flavonas, vitamina C y &cido guanidinaminovalerianico, sin
embargo no se les puede atribuir con seguridad la actividad antifangica contra Fonsecaea
pedrosoi observada (49).

Los resultados de este estudio apoyan el uso tradicional de estas tres plantas
activas, aunque aun se desconocen los compuestos responsables de su actividad
biologica. Los resultados obtenidos pueden servir como base para estudios posteriores
que identifiquen la(s) sustancia(s) activas que les confieren actividad anti-Fonsecaea
pedrosoi, sin embargo por la CIM obtenida (1 mg/mL), en este momento no son de interés

farmacoldgico.

A pesar de que a todas las demas plantas estudiadas se les atribuye algun uso
popular medicinal contra infecciones o lesiones mucocutaneas, se comprobd que el
extracto de la parte utilizada no posee actividad in vitro contra el hongo Fonsecaea
pedrosoi en su fase miceliar a una concentracion de 1 mg/mL. Es probable que alguna
actividad antifiingica pudiera evidenciarse a mayores concentraciones, pero estas serian

de poco interés para su uso fitofarmacéutico.
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X. CONCLUSIONES

Los extractos de hoja de Hymenaea courbaril, Phaseolus vulgaris, y Senna
occidentalis poseen actividad antifungica contra Fonsecaea pedrosoi a una

concentracion de 1 mg/mL (p<0,10).

Los extractos de Cassia grandis, Diphysa robinioides, Phaseolus lunatus y Vicia faba

no poseen actividad contra Fonsecaea pedrosoi a una concentracién de 1 mg/mL.

Los extractos etandlicos de Hymenaea courbaril, Phaseolus vulgaris y Senna
occidentalis presentaron una concentracién inhibitoria minima de 1 mg/mL frente a

Fonsecaea pedrosoi.

La demostracion de una actividad antifungica a 1 mg/mL, valida el uso popular de las
leguminosas Hymenaea courbaril, Phaseolus vulgaris, y Senna occidentalis y avala su
uso directo, pero por la CIM obtenida, en este momento no son de interés

farmacoldgico como nuevo medicamento.
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Xl. RECOMENDACIONES

1. Determinar las sustancias activas de las plantas que demostraron actividad antifingica
contra Fonsecaea pedrosoi (Hymenaea courbaril, Phaseolus vulgaris y Senna

occidentalis) e identificar la composicidon molecular de estas sustancias.

2. Determinar si la actividad antifungica contra Fonsecaea pedrosoi de los extractos de
Hymenaea courbaril, Phaseolus vulgaris y Senna occidentalis seria similar en la fase

parasitica, in vivo.

3. Continuar con los estudios de actividad antifingica contra Fonsecaea pedrosoi y otros
hongos causales de micosis subcutaneas evaluando otras especies de leguminosas y
sus diferentes partes, utilizadas popularmente para el tratamiento de afecciones

mucocutaneas.



36

Xll. REFERENCIAS

Logemann H. Manual practico de Micologia Médica. Guatemala: Bayer de
Guatemala, 1995. 227p.

Arenas G. Micologia Médica llustrada. 2 Ed. McGraw-Hill Interamericana, 2003;
352pp.

Moreira M. et al. Tratamiento exitoso de un caso de cromoblastomicosis verrucosa
extensa con exéresis quirdrgica asociada a uso de ketoconazol. Rev Cubana Med
Trop 2005; 57(3).

Hinostroza DCD, Padilla MC, Novales SCJ. Cromoblastomicosis esporotricoide;

Presentacion de un caso. Rev Cent Dermatol Pascua 2004; 13(1):21-24.

Burstein Z. Cromomicosis: Clinica y Tratamiento; Situacién Epidemiolégica en
Latinoamérica. Rev Peru Med Exp Salud Publica 2004; 21(3):167-175.

Cavero J, Delgado V. Cromoblastomicosis por Cladosporium sp. Folia Dermat
Peruana 2004; 15(1):28-31.

Gaitan |, Del Cid NE, Logemann HE, Paz AM, Caceres A. Establecimiento de un
método para evaluar la actividad vegetal contra hongos subcutaneos (Sporothrix
schenckii y Fonsecaea pedrosoi). Poster. XIII Congresso Italo-Latino Americano di
Etnomedicina:PO 63; 2004.

Yegres N, Yegres F. La endemia de cromomicosis en Venezuela: Una estrategia
para su control. VITAE Academia Biomédica Digital 2005; (24).

Torres C. et al. Determinacién de la actividad antifangica de decocciones de
Minthostachys verticillata frente a hongos dermatofitos. Dpto. Microbiologia e

Inmunologia, Universidad Nacional de Rio Cuarto, Cérdoba, Argentina; 2004.



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

37

Céceres A, Girén L. Desarrollo de medicamentos fitoterapicos a partir de plantas

medicinales en Guatemala. Revista de Fitoterapia 2002; 2(1): 41-46.

Harshberger GJ. (In Ford RI). Ethnobotany: History, diversity and Sintesis. USA:
Ann Arbor, University of Michigan. 1978; No.67: 48-52.

De la Barreda F, Arenas R, Gea M. Cromoblastomicosis de localizacion abdominal;
Tratamiento concomitante con cirugia cardiovascular. Enferm Infec y Micro 2004;
24(2) p.0-0.

Estrada G, Arenas R, Vega E, Bonifaz A. Cromoblastomicosis. Un caso por
Fonsecaea pedrosoi con filamentaciéon in vivo y tratamiento combinado con
itraconazol y criocirugia. Dermatol Cosmet Med Quir 2003; 1:40-45.

Murray P. et al. Microbiologia Médica. 5 ed. Espafia: ELSEVIER Inc. 2006. 963p.

Yegres J, Yegres N, Pérez M. Cromomicosis, Albornoz MC, Editor. Temas de
Micologia Médica. Caracas, 1996. p: 87-102.

Zacchino A, Gupta M. Manual de Técnicas in vitro para la deteccion de

compuestos antifangicos. Espafa: Corpus Editorial y Distribuidora. 2007. 188p.
Lairet O. et al. Inmunoanalisis enzimatico (ELISA) en la evolucién terapéutica de la
cromoblastomicosis por Cladophialophora carrionii en el area endémica del Estado
Falcon, Venezuela. Rev Iberoam Micol 2005; 22:39-43.

Physicians GenRX. The Complete drug reference. USA: Mosby, 1996. 2130p.

Goodman & Gilman. Las bases farmacolégicas de la terapéutica. 11 ed. Colombia:
McGraw Hill Interamericana Editores S.A. de C.V. 2007. 2017p.

Katzung BG. Farmacologia basica y clinica. 8 ed. México: El Manual Moderno,
2002. 1346p.



21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

38

Flores J. Farmacologia Humana 32. Espafa: Masson S.A., 2002. 1025p.

Queiroz-Telles F, McGinnis MR, Salkin I, Graybill JR. Subcutaneous mycoses.
Infect Dis Clin North Am 2003; 17(1): 59-85.

Kumarasenghe SP, Kumarasenghe MP. Itraconazole pulse therapy in
chromoblastomycosis. Eur J Dermatol 2000; 10(3):220-2.

Tagami H, Ginoza M, Imaizumi S, Urano-Suehisa S. Successful treatment of
chromoblastomycosis with topical heat therapy. J Am Acad Dermatol 1984;
10(4):615-19.

Vademécum de prescripcion de plantas medicinales; Fitoterapia. 3 Ed. Espafia:
Masson, S.A., 1998. 1148p.

Martin GJ. Ethnobotany. England: Chapman & Hall, 1985. 289p.

Barrett M. The Handbook of Clinically Tested Herbal Remedies. United States of
America: The Haworth Herbal Press. Vols. 2, Vol.1, 2004. 745p.

Pahlow M. El gran libro de las plantas medicinales. 5 ed. Espafia: Everest. 1985.
465p.

Ocampo RA. Domesticacion de plantas medicinales en Centroamérica. Costa
Rica: Centro Agronémico Tropical de Investigacion y Ensefianza. Serie Técnica,
Doc. Tec. No. 245, 1994.

Cleaves C. Etnobotanica médica participativa en siete comunidades de la zona de
influencia del Parque nacional Laguna Lachuda, Coban, Alta Verapaz, Guatemala.
Guatemala: Universidad de San Carlos, (Tesis de Graduacion, Facultad de

Ciencias Quimicas y Farmacia) 2001. 294p.

Céceres A. Plantas de uso medicinal en Guatemala. Guatemala: Editorial

Universitaria, Universidad de San Carlos de Guatemala, 1996. 493pp.



32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

39

Rojas R. et al. Antimicrobial activity of selected Peruvian medicinal plants. Journal
of Ethnopharmacology. 2003; 88:199-204.

Rai M, Mares D, eds. Plant-Derivated Antimycotics. United States of America:
Haworth Press, Inc. 2003. 587p.

Gaitan IC. Actividad de doce plantas nativas guatemaltecas contra Sporothrix
schenckii. Guatemala: Universidad de San Carlos, (Tesis de Graduacion, Facultad

de Ciencias Quimicas y Farmacia) 2005. 57p.

Del Cid N. Actividad de doce plantas nativas guatemaltecas contra Fonsecaea
pedrosoi. Guatemala: Universidad de San Carlos de Guatemala, (Tesis de

graduacion, Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia) 2005. 52 pp.

Proyecto OEA, Aprovechamiento de la Flora Regional como Fuente de Farmacos

Anticancer, Antiparasitario y Antifingico. 2003-2004.

Estrada E, et al. Leguminosas del centro del estado de Nuevo Ledn, México.
Anales del Instituto de Biologia, UNAM, Serie Botéanica. 2004; 75(1):73-85.

Stanley P, Steyermark JA. Flora of Guatemala. Fieldiana: Botany, 1946; 24(5):116,
121-122, 141-142, 245-246, 327-328, 332-335, 362.

Villar L. La Flora Silvestre de Guatemala. Guatemala: Universidad de San Carlos.
Colecciéon Manuales, Do. Tec. No. 6, 1998. 99p.

Céceres A, et. al. Actividad Antifangica de plantas de uso medicinal en Guatemala.
Guatemala: Direccion General de Investigacion —DIGI-. Universidad de San Carlos

de Guatemala. Do. Tec. Cuaderno de Investigacion. 7-92. 89pp.

Weniger B. Elementos para una farmacopea caribefia. Cuba: Seminario TRAMIL 3;
Investigacion cientifica y uso popular de plantas medicinales en el Caribe.
Ministerio de Salud Publica. Enda Caribe, 1988. 318p.



42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

40

Acosta L. et. al. Fundamentos de Agrotecnologia de cultivo de plantas
medicinales Iberoamericanas. Programa Iberoamericano de Ciencia y Tecnologia

para el desarrollo. 2000. 215p.

Figueroa C. Accion antibacteriana de extractos de leguminosas usadas en el
tratamiento de diarreas. Guatemala: Universidad de San Carlos, (Tesis de

Graduacion, Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia) 1991. 67pp.

Morton JF. Atlas of Medicinal Plants of Middle America, Bahamas and Yucatan.
DSC. F.L.S. USA; Springfield: Charles Thomas, 1981. 1420p.

Aguilar JI. Relacion de unos Aspectos de la Flora Util de Guatemala. Guatemala:
Ministerio de Agricultura, 1966. 383p.

Caceres A, Samayoa B. Tamizaje de la actividad antibacteriana de plantas usadas
en Guatemala para el tratamiento de afecciones gastrointestinales. Guatemala:
DIGI, USAC. 1990. 121p.

Martinez M. Las Plantas Medicinales de México. 52. Ed. México: Botas, 1969.
619p.

Herrera D. Actividad anti-Candida albicans de extractos vegetales usados en
Guatemala para el tratamiento de afecciones dermatomucosas. Guatemala:
Universidad de San Carlos, (Tesis de Graduacién, Facultad de Ciencias Quimicas
y Farmacia) 1993. 44p.

Beyra A, Reyes G. Revision taxonémica de los géneros Phaseolus y Vigha
(Leguminosae-Papilionoideae) en Cuba. Anales del Jardin Botanico de Madrid.
2004;61(2):135-154.

Torres |, Quintana |. Andlisis comparativo sobre el empleo de plantas medicinales
en la medicina tradicional de Cuba e Islas Canarias. Rev Cubana Plant Med, ene.-
abr. 2004, vol.9, no.1, p.0-0.



51.

52.

53.

54.

55.

56.

41

Gongalves OD, et al. Substancias antimicrobianas de cafiafistula (Cassia excelsa
Schar) Rev. Inst. Antiv. Univ. Recife. 1958;1:23-31.

Caceres A, et. al. Manual de Procedimientos del Proyecto Biodiversidad tropical
Centroamericana (Organizacion de Estados Americanos -OEA-). Guatemala:

Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia, Universidad de San Carlos, 1999. 17p.

Bancrato FP, Golding NS. The diameter of the mould colony as a reliable measure
of growth. J Mycol. 1983; 45:848-863.

Mac Rae WD, et al. Studies on the pharmacological activity of Amazonian
Euphorbiaceae. J Ethnopharmacol. 1988; 22:143-172.

Vanbreuseghem R, De Vroey C, Takashio M. Production of macroconidia by
Microsporum ferrugineum OTA 1922. Sabouraudia. 1970; 7:252-256.

Juéarez S. Determinacion de actividad téxica in vitro de plantas de uso medicinal en
Guatemala. Guatemala: Universidad de San Carlos de Guatemala. (Tesis de

graduacién, Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia) 1991. 50pp.



42

XIll. ANEXOS

Fig. 2 Cassia grandis

Fig. 1 Lesion de Cromomicosis

Fig. 3 Diphysa robinioides Fig. 4 Hymenaea courbaril
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Fig. 5 Phaseolus lunatus Fig. 6 Phaseolus vulgaris

Fig. 7 Senna occidentalis Fig. 8 Vicia faba
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Fig. 9 Preparacion de la planta Fig. 10 Proceso de percolacion

Fig. 11 Extracto etandlico de la planta Fig. 12 Desecadora

I
-



45

Fig. 13 Esporulacion de Fig. 14 Incub
F. pedrosoi en medio Takashio ;

acion de F. Bedrosoi en agar—ilanta

Fig. 15 Control Negativo de

F. pedrosoi en agar Sabouraud Fig. 16 Actividad de un extracto
contra F. pedrosoi.
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