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RESUMEN

Se evalud el crecimiento del Paracoccidioides
Brasiliensis en un medio de cultivo con diferentes
concentraciones de hierro y frente a la edicion de
agentes quelantes tales como transferrina sérica
humana, desferoxamina, y 1,10-fenantrolina y se
elaboraron curvas de crecimiento. Como control
se hizo lo mismo con una cepa de Cadndida
Albicans. No se obtuvo inhibicion del crecimiento
del Paracoccidioides Brasiliensis en un medio de
cultivo con baja concentracion de hierro ni aun
frente alaadicion de quelantes. Contrariamente, al
crecimiento de Cdndida Albicans se inhibid en los
medios de cultivo a los cuales se adicionaron
quelantes. Estos hallazgos continian demostran-
do la facilidad del Paracoccidioides Brasiliensis
por subsistir frente a condiciones aparentemente
adversas.

INTRODUCCION

Se ha establecido anteriormente que algunos microor-
ganismos requieren hierro, zinc, y otros iones para su
normal desarrollo'234561°, También se ha encontrado
que el plasma humano posee propiedades bacterios-
taticas, fungistaticas y citostaticas relacionadas con su
capacidad de captar el hiemo libre por medio de la
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transferrina®’.810.11.1%  Algunos microorganismos,
incluyendo Candida Albicans, han desarrollado mo-
léculas (“Sideréforos”) capaces de quelar el hierro y

competir con la transferrina humana por este y otros
ionesi2.13,14.15.15.1?.10,19.20.21_

Con este trabajo se pretendié evaluar si el Paracocci-
dioides Brasiliensis presentaba cierto requerimiento
absoluto por el hierro y determinar si era posible inhibir
su crecimiento limitando la concentracion de este ién en
el medio de cultivo. Para el efecto, se comparé el
crecimiento obtenido en medio completo (con hierro),
con el crecimiento en medios que tenian concentracion
reducida de este i6n, bien fuera por eliminacién del
hierro de los ingredientes, o bien mediante la adicion de
quelantes. Como control se utilizé también una cepa de
Candida Albicans.

MATERIALES Y METODOS

Todos los materiales utilizados fueron de vidrio o de
pléasticoy se prepararon de unamanera especial. Estos
se dejaron durante 3 dias en mezcla sulfocrémica,
quelante del hierro, la cual se renovo diariamente. Los
materiales selavaron posteriormente haciendo 3 enjua-
gues con agua destilada y desionizada, (filtro rovik,
model PR-DA-1, Walter Rothlisberger & Co.) para,
finalmente, ser esterilizados en autoclave.

Cepas: Se utilizaron 3 cepas diferentes de Paracoc-
cidioides Brasiliensis que fueron aisladas de 3 pa-
cientes “Gar” “Pied", y “Sua". Se utilizé ademas una
cepa de Candida Albicans como control. Para este
microorganismo ya se ha establecido el requerimiento
pOf hierroz,’.!.kﬁ.ﬂl.i 2,13,16.1 5.20'
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Meétodo:

Bajo esfrictas condiciones de asepsia, siempre traba-
jando dentro de una camara de seguridad, se sembra-
ron dichas cepas en medio sintético sélido modificado
de Mc. Veigh y Morton (SMV)??. Luego se incubaron los
tubos durante 5 dias a 37°C hasta obtener un creci-
miento adecuado y libre de contaminantes.

Posteriormente, se hizo un lavado de este crecimiento
con medio sintético liquido, preparado en forma idénti-
ca pero sin agar, obteniendo asi una suspension de 5
cc. por tubo; ésta se incub6 en agitacion constante a
160 rpm durante 5 dias a 37°C, con el objeto de que el
microorganismo consumiese las posibles trazas de
hierro presentes en el medio. Luego se centrifugaron
los tubos a 30.000 rpm a temperatura ambiente y se
eliminaba el sobrenadante.

Para Candida Albicans la cepa se mantuvo por siem-
bras repetidas en el medio sintético modificado (SMV).
Esta levadura se cultivaba inicialimente en el agar y
posteriormente en el medio liquido, de la misma mane-
ra que para P. Brasiliensis.

Al finalizar el procedimiento descrito, y siempre que se
iniciaba o se determinaba una curva, se verificaba la
ausencia de contaminantes mediante un examen direc-
to microscopico. En caso de encontrar contaminantes
se descartaba la curva y se iniciaba una nueva.

Determinacion de viabilidad:

Para determinar la viabilidad inicial se utiliz6 la técnica
de bromuro de etidio y fluoresceina (EB+F)®, y se
establecié el porcentaje de células vivas de acuerdo a
la siguiente férmula:

Porcentaje de viabilidad (%)=# de células viables / # de
células totales, multiplicado por 100.

En ocasiones el crecimiento del hongo en el medio
liquido no era uniforme, sino en acumulos, debido a la
adhesién de las levaduras. Como una suspensién de
tales caracteristicas no podia ser evaluada con preci-
sion al espectrofotémetro, se empled la técnica de
“sonicacién”, sometiendo la suspension del hongo a
vibraciones de alta frecuencia durante 30 segundos,
(Branson Sonifier model W 185) a 5W. Este procedi-
miento logra la homogenizacién de las levaduras pero
afecta la viabilidad. Por lo tanto, cuando éste paso fue
necesario, la determinacién del porcentaje de viabilidad
se realizaba después de haber sonificado la cepa.

Para C. Albicans no se consider6é necesario determi-
nar la viabilidad inicial debido alaalta capacidad de este
microorganismo para reproducirse rapidamente y por-
que para cada grupo de curvas, el indculo provenia de
un mismo cultivo.

Curva de crecimiento previa: (Determinacion del iné-
culo):

Cuando se tuvo el porcentaje de viabilidad, se procedié
a hacer una curva de crecimiento para cada cepa,

utilizando medio sintético liquido completo con hierro, 3
tubos para cada cepa, cada tubo con una concentracién
de inéculo diferente; alta, intermedia y baja, que co-
rrespondian a las diluciones 2,4, y 7 de la curva
estandar de Mc. Farland. Se utilizaron 5 cc. de medio
para cada tubo.

Las concentraciones para el inéculo se establecieron
asi:

Una vez se obtuvieron densidades que correspondian
macroscépicamente, por comparacion contra un fondo
oscuro, con las diluciones de Mc. Farland, se hizo la
medicion mas precisa en el espectrofotémetro utilizan-
do 540 mm de longitud de onda (Coleman Junior Il
Spectrophotometer, model 6/35) y registrando la trans-
mitancia. El blanco utilizado fue el mismo medio
sintético liquido intacto.

Entonces se colocaron los distintos tubos en agitacion
constante a 37°C, a 160 rpm, y se hicieron lecturas en
el espectrofotémetro cada 24 horas durante 96 horas.
Con respecto a C. Albicans no se hicieron curvas de
crecimiento para determinar el inéculo puesto que su
cinética es ya conocida."'"” Se estandarizé el inéculo
por turbidimetria en la misma forma que para P. Brasi-
liensis, siguiendo el esquema anotado.

Sustratos utilizados:

Medio completo: Para las curvas de crecimiento en
medio completo se utilizé el medio sintético de Mc.
Veigh y Morton modificado®, el cual contiene 0.279 mg
de hierro por litro.

Medio con baja concentracién de hierro: Para la pre-
paracién del medio con bajo contenido de hierro se
utilizaron los mismos componentes del medio sintético
completo, salvo el hierro (sulfato ferroso diaménico).

Comprobacién de los niveles de hierro: Para establecer
la cantidad de hierro en ambos medios se utilizé el
método de la 1,10 fenantrolina. (Hach Chem. Co.,
Ames, lowa, U.S.A.).

Segun la férmula de preparacion, el medio sintético
completo contiene 0.279 miligramos de hierro por litro.
Usando la técnica de la fenantrolina encontramos un
contenido de hierro de 0.2 mgrs por litro. En cuanto al
medio sin hierro, dicha técnica reveld un contenido de
0.02 miligramos, o sea una décima parte del medio
completo. Estas trazas de hierro representarian conta-
minacién de los reactivos empleados en la preparacion
del medio.

Fijacién del hierro:

Con transferrina:

Al medio con concentracién conocida de hierro le fue
adicionada transferrina humana purificada insaturada
al 98% (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, U.S.A.).
Una mol de transferrina esta en capacidad de captar 2
moles de hierro®* y con base en este dato y conociendo
la concentracién de hierro en el medio, se adicioné la
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transferrina para obtener el 33% de saturacion, la que
normalmente existe en el plasma humano y que en este
medio estaba en capacidad de quelar 0.4 ug de hierro
por ml. Una vez agregada la transferrina, el medio se

por un filtro de 0,22 micras, tipo millipore (7103
Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, US.A.).

Con Desferoxamina:

El medio se prepard utilizando 47 ug de desferoxamina
por mililitro (“Desferal’, CIBA-GEIGY Limited, Suiza)
capaz de quelar hierro a una concentracion de 4 ug/ml,
doscientas veces mayor a la existente en el medio, lo
que aseguraba unaminima cantidad de hierrolibre. Los
célculos se hicieron con base en la capacidad de
captacién de hierro que tiene el reactivo. (100 partes
por peso de desferal 8.5 partes por peso de hierro
férrico).

Con 1,10 Fenantrolina:

Se utilizé 1,10 fenantrolina (Sigma Chemical Co., St.
Louis, MO, U.S.A.) a una concentracion de 5 uM por
litro, siguiendo las indicaciones de trabajos anterio-
res’",

Esta concentracion aseguraba la capacidad de quelar
3.000 ug de hierro por ml., de acuerdo a la capacidad de
captacién que tiene lafenantrolina por este ién (1 mol de
fenantrolina esta en capacidad de quelar 1 mol de
hierro, aunque el zinc compite igualmente por el sitio de
unién)’.

Elaboracién de curvas de crecimiento:

Curvas de crecimiento del Paracoccidioides Brasilien-
sis: Se prepararon 4 tubos para cada medio, 8 tubos
para cada cepa, 24 tubos en total; se comparé el
crecimiento en dos medios de una vez. Para la elabo-
racion de las curvas de crecimiento en medio completo
y en medio pobre en hierro, se utilizé siempre el
promedio de las lecturas de los 4 tubos. Para la
preparacién del inéculo se utilizé la técnica descrita
anteriormente incluyendo los 4 dias de agitacion cons-
tante a 37°C, a 160 rpm, en agua destilada y desioni-
zada, con el fin de agotar las reservas de hierro. Luego
siguiendo los mismos procedimientos previamente
enunciados, se sembraron las cepas en sus respecti-
vos tubos, después de: a) Haber determinado las
viabilidadesiniciales, b) Haber verificado laausenciade
contaminantes mediante el examen directo, y c) De
acuerdo al inéculo seleccionado por las curvas anterio-
res. Al hacer las lecturas en el espectrofotémetro (540
nm) se acepté un margen de error de 5% de transmitan-
cia (mayory menor) de la que habia sido escogida para
el inéeulo.

Se tomaron las mediciones de transmitancia a inter-
valos de 24 horas durante 264 horas. Luego se hizo
nuevamente la determinacion del porcentaje de viabili-
dad para cada tubo tomandose el promedio para cada
medio como la viabilidad final.

Se compard el crecimiente de P, Brasiliensis en medie
completo sin hierro y en medie ¢on 1,10 fenantrolina.
Se evallo el crecimiento de P. Bragiliengis frente ala
adicién de 1,10 fenantrolina y no frente ala transferrina
ni al desferal, pues fue éste el quelante que Mmas
completamente inhibi6 el crecimiento de C. Albicans
utilizada como control.

Curvas de crecimiento de Candida Albicans:

Inicialmente se elaboraron curvas de manera idéntica,
con lecturas cada 24 horas. Se observé que el creci-
miento maximo se mantenia en las primeras 24 horas
siendo escaso el crecimiento posterior. Ademas se
habian reportado estudios en la literatura que evalua-
ban el crecimiento de C. Albicans cada 5 horas®,
obteniendose diferencias en solo las primeras 20 horas
de crecimiento. Por lo tanto las curvas<ontroles con C.
Albicans se elaboraron con registros de densidad
optica tomados cada 5 horas asi:

Se inocularon 30 tubos y se colocaron en agitacion
constante a37°C.a 160 rpm. Cada 5 horas se tomaban
3 tubos a los cuales se agregaba 1 cc de formol al 37%.

Este producia un retraso en el crecimiento del hongo en
dichos tubos sin alterar la turbidez del medio y por lo
tanto, estabilizaba la densidad éptica para esa hora.

Estos 3 tubos eran luego retirados del grupo que
continuaba en crecimiento. Asi se completaron 25
horas.

Para evitar error en la lectura se utilizé como blanco el
mismo medio adicionado con 1 cc. de formol. Al
finalizar las 25 horas se hacia la lectura en espectro-
fotémetro.

También en el caso de C. Albicans se elaboraron
curvas de crecimiento comparativo en medios comple-
tos, pobre en hierro, y adicionados de transferrina,
desferal y 1,10 fenantrolina.

Analisis estadistico:

Se evaluaron los diferentes puntos de las curvas de
crecimiento, estableciéndose la presencia de diferen-
cias estadisticamente significativas mediante la prueba
de Test de Student apareado®.

Resultados:

Las curvas de crecimiento de base que se elaboraron
para la determinacion del indculo, demostraron un
mayor crecimiento en los tubos cuyas diluciones inicia-
les correspondieron, por comparacion, con la turbidez
por Mc. Farland de 2,2 y 4 para las cepas “Gar”, “Pied”
y “Sua’, respectivamente. Las densidades opticas
aceptadas fueron de 0.301-0.398 para Mc. Farland 2, y
de 0.347-0.456 para Mc. Farland 4.

No se encontro diferencia estadisticamente significati-
vaentre el crecimiento de las tres cepas de P. Brasilien-

sis en los medios completo y pobre en hierro (figs. 1a.
b. c). Laadiciénde 1,10 fenantrolina tampocoinfluyo en

el crecimiento de ninguna de las cepas de P. Brasilien
sis. (Figs. 2a, b, c).
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CRECIMIENTO COMPARADO DE TRES CEPAS DE

FARACOCCIDIOIDES BRASILIENSIS
("GAR", "PIED", Y "SUA")

EN DOS MEDIOS DE CULTIVO;: CON Y SIN HIERRO

DENSIDAD OPTICA

Fig 1a: Cepa "GAR"

LECTURAS A 540nm
1.40

1.30 4 T
1.20 1 ﬂ"'_-n/

1.10
1.00 4
0.90 o
0.80 4
0.70
060 +
0.50

0.40 -

030 T T T T L) T ¥ T T ¥
6 24 48 72 66 120 144 108 102 21€6 240 204

TURAS EN ESPECTROFOTOMETRO
o MEDKD Cl}#olﬁ?aﬂ?)f e +  MEDKD SIN HIERRO
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PARACOCCIDIOIDES BRASILIENSIS
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Fig 1b: Cepa “PIED"

LECTURAS A S540am

\s/n._ --:I- —q
1.20 4 T Ty ]

1104

Wy

1.30 4

1.00 4

0.50

0.70
060 4
0.50 4
040
}__,__.g

030 T T T T T T T
0 4 @4 7 o6

T T
120 144 168 192 216 240 204

HERAS DE LECTURAS EN ESPECTROFCTCMETRO
o MEDID CON HIERRO + MEDKS SIN HIERRG

CRECIMIENTO COMPARADO DE TREC CEPAC DE

EN DOS MEDIOS DE GULTIVO: GON Y SIN HIERRO

DENSIDAD OPTICA

CRECIMIENTO COMPARADO DE TRES CEPAS DE

DENSIDAD OPTICA

FARACOCCIDIOIDES BRASILIENSIS

Fig 1¢: Cepa "SUA"
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PARACOCCIDIOIDES BRASILIENSIS
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EN DOS MEDIOS DE CULTIVO:
CON Y SIN 1,10 FENANTROLINA

Fig. 2a: Cepa "SUA"
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GREGIMIENTO GOMPARADO DE TRES CEFAS DE Con ol objoto do dotarminar ai avistian difaransias antrs

PARAGOGCCIRICIDES BRASILIENSIS las células culivadas en los medios con y sin hierro,
(“CAR", “PIED", V "SUA") ademés de fenantrelina, se determiné la viabilidad
EN DO€ MEDIOS DE CULTIVO: inicial y final do eada una (tabla 1); tampaas agui se
CON Y SIN 1,10 FENANTROLINA encontraron diferencias significativas.
Fig. 2b; Cepa GAR" TABLA 1
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e embargo, se encontré diferencia estadistica entre el
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cia entre el crecimiento en medios cony sin fenantrolina

(fig. 5). Puede observarse como en este caso, el

crecimiento se inhibié casi totalmente en presencia del

CRECIMIENTO COMPARADO DE TRES CEPAS DE quelante, con diferencias marcadas, tanto a las 10
PARACOCCIDIOIDES BRASILIENSIS (P=0.0000014) como a las 25 horas (P=0.00000056).
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Fig. 4
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Digousidn:

El papel dal histro on el crecimiento de la farma la-
vadura del P. Brasiliensis no parece ser de impsrtaneia.
En efecto en este trabajo no se obtuve inhibicién
significativa en el crecimiento del hongo en medios
pobre en hierro (0,02 mg/l), adicionade con transferrina
(33% de saturacion), con desferoxamina (47, ug/ml), y
con 1,10 fenantrolina (5 uM/). Por el contrario, el
crecimiento de C. Albicans se inhibi6 casi totalmente en
el medio con 1,10 fenantrolina y en el medio con
desferoxamina; el crecimiento en esta levadura no se
inhibié en los otros medios. En esta forma se demostro
que P. Brasiliensis tiene capacidades diferentes a las
de C. Albicans con respecto al hierro.

Ctiros autores'® habian demostrado inhibicion casi
completa del crecimiento de C. Albicans en sueros
humanos con transferrina saturada con hierro al 25, 50
y 75%.

También fue evaluado el crecimiento de este hongo en
un medio artificial definido cuyo contenido de hierro se
habia reducido mediante la adicién de conalbumina,
guelante de este i6n, para obtener diferentes porcen-
tajes de saturacion con el mismo. En este medio se
obtuvo inhibicién casi total de crecimiento cuando la
saturacién de la conalbumina con hierro era inferior al
100% y el escaso crecimiento observado se interpreté
como el resultado de la presencia de pequefias concen-
traciones de hierro en elinéculo. Elefecto inhibitorio se
revertia completamente cuando la saturacion era igual
o mayor al 100%. Se atribuyé el efecto inhibitorio del
crecimiento del hongo a la baja concentracion de hierro
libre (deprivacién de hierro), por la capacidad de cap-
tacion (por porcentaje de saturacién) que tenia cada
uno de los quelantes presentes en los medios.

Posteriormente se examind la influencia del tamarnio del
indculo en la actividad inhibitoria que sobre el
crecimiento de Rhizopus Oryzae y Trichophyton men-
tagrophytes presentan el suero humano, la transferrina
y 1,10 fenantrolina’. Se encontré que la actividad
inhibitoria del suero y de la transferrina se revertia al
utilizar inéculos mayores o con mayor porcentaje de
viabilidad. No ocurrié asi con la 1,10 fenantrolina, en
presencia de la cual el efecto inhibitorio persistia. Se
concluyé que el mecanismo inhibitorio de la transfe-
rrina, ademas de la simple deprivaciéon de hierro que
explica la inhibicion en medio de cultivo con 1,10
fenantrolina, involucraba interacciones directas con las
células del cultivo. También se relacionaba con la
viabilidad de las mismas. Para ese trabajo se estande-
rizé en 2.5 ug/ml la capacidad de captacion de hierro de
los medios utilizados. La capacidad de captacion de
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hisrrs gus tenian la transferrina, la desfarsxamina y
1,10 fanantralina an asts trabajs, fus 48 0.04, 4y 3,000
ug/mi respactivamenta.

En ofra investigacién? en la que el crecimiento se
evaluaba por concentracién de ATP en el medio, tam-
bién se obtuvo inhibicién del crecimiento de C. Albicans
en presencia de transferrina humanainsaturada, no asi
cuando la transferrina estaba saturada.

Nuestros resultados con C. Albicans correlacionan con
los hallazgos que se habian descrito para este hongo,
excepto que no se obtuvo inhibicién de su crecimiento
contransferrina. Laausencia de efectoinhibitorio sobre
el crecimiento de tal hongo no podria explicarse por
falta de deprivacion de hierro, considerando el porcen-
taje de saturacion de la transferrina, pero si por un
indculo suficientemente grande y con alto porcentaje de
viabilidad, como se explicé anteriormente.

También es cierto que la elaboracién de un medio de
cultivo sin contaminacién con hierro continua siendo
una limitacién técnica, pues ain en medios de mayores
recursos tecnoldgicos, se encuentra mucha dificultad
en eliminar este i6n a niveles verdaderamente despre-
ciables'®'%17,

Segun nuestros resultados, la deprivaciéri de hierro con
1,10 fenantrolina, la que resulté en inhibicion del
crecimiento de Candida Albicans no ejercié igual efecto
sobre el crecimiento del Paracoccidioides Brasiliensis.

En ssts moments ne &8 posible determinar el meca-
niems gus aupliqus aste haehs pars pasiblements de-
bara asneidararss también al tamafs dsl indauls, la
viabilidad de las cepas, y la produccién de sideréforos,
entre ofras. Es aparente que el Paracoccidicides
Brasiliensis presenta una mayor capacidad para crecer
en un medio con deprivacién de hierro que la Candida
Albicans, estando el primero dotado de cualidades que
le permiten evadir uno de los mecanismos naturales de
defensa que posee el suero humano.

La fenantrolina es igualmente capaz de quelar el hierro
y el zinc', hecho que hace alin mas interesante el que
este compuesto no haya sido capaz de inhibir el
crecimiento de P. Brasiliensis, ya que el zinc ha sido
demostrado como esencial en ei desarrollo de ofros
hongos®#***  Por ello pareceria de importancia el
determinar, en investigaciones futuras, el efecto que
pudiera tener el zinc sobre el crecimiento de P. Brasi-
liensis.

Seria muy interesante evaluar el crecimiento de estos
hongos en plasma humano con diferente capacidad de
captacionde hierro, por distintas saturaciones de trans-
ferrina, con diferentes inéculos y viabilidades, como se
ha hecho con C. Albicans y algunos otros dermatdfitos.
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