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RESUMEN

Se prepararon una serie de medios para cultivar a Lacazia
loboi. Los complejos [Cu(CN)4J* y CuY? se adicionaron a ciertos
medios para conferirles un potencial electroquimico. En otros
medios se agrego L-DOPA'y en otros medios se agregaron los
complejos de cobre y la L-DOPA. Células de L. loboi provenientes
de un boliviano con lobomicosis fueron inoculadas en todos los
medios de cultivo. El potencial de los medios se cuantifico mediante
un potencidémetro conectado a electrodos de Pty de Ag/AgCI. Se
aislaron cinco hongos contaminantes (un Aspergillus versicolor,
dos Mucor sp. y otros dos no identificados). L. loboi no se cultivo
en ninguno de los medios analizados, se considera gque este es
un pardsito obligatorio que no se desarrolla en medios de cultivo
inertes. El potencial de los medios cuya Unica variable fue las
concentraciones de los complejos de cobre, experimenté minimas
variaciones. Pero en los medios con dos variables -las
concentraciones de los complejos y la concentracion de L-DOPA-,
sus potenciales inicialmente disminuyeron y posteriormente se
incrementaron. Ademas en estos medios se observo la presencia
de un pigmento negruzco, que era soluble en KOH e insoluble
en HCl. La prueba de Thormahlen fue positiva en dichos medios.
Por estas evidencias se concluye que el [Cu(CN)4J* y el CuYZ
catalizan la oxidacion de L-DOPA a dopaquinona, la cual sufre
modificaciones que culminan en la formacién de eumelanina.

INTRODUCCION

La lobomicosis es una enfermedad flngica subcutanea,
producida por el microbio levaduriforme cuya nomenclatura es
una controversia, que tiende a la aceptacion del binomio Lacazia
loboi2!, Lobo describié por primera vez en 1930, la enfermedad
en Brasil®. Recacoechea & Vargas fueron los primeros en
documentar en 1982, un caso de lobomicosis en Bolivial®.

Varios medios de cultivo se emplearon infructuosamente
para cultivar a L. loboi. El mismo Lobo inocul6 agar Sabouraud
con tejido proveniente del primer enfermo descrito por él2L. Carneiro
et al, citados por Lacaz et al 1, utilizaron agar Sabouraud al que
incorporaron aceite de mani. El agar con infusion de cerebro y
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corazoén fue empleado por Vanbreuseghem et al?3. Herr et al
introdujeron tejido con lobomicosis en agar Sabouraud y agar
sangre8. Sampaio informé que cultivé al hongo en el medio 199,
el cual también contenia fitohemaglutinina (una lecitina vegetal),
suero fetal bovino, penicilina y anfotericina B. Pero este autor
utilizé en su experimento tejido que muy probablemente no
contenia hongos viables; ademas no reprodujo la enfermedad
inoculando en animales las células de L. loboi supuestamente
cultivadas y asi no cumplié uno de los postulados de Koch. Su
afirmacion, de que ninguna razén especial lo llevé a usar el medio
indicado, es sorprendentel’,

Se conoce que el cultivo de los hongos dimdrficos es
influenciado por factores como la concentracion de COy, la
temperatura, el potencial electroquimico y los nutrientes.
Particularmente el desarrollo de Histoplasma capsulatum como
levadura, es favorecido por la cisteina un agente reductor que
modifica el potencial redox. Su grupo sulfhidrilo durante la transicion
de micelio a levadura de H. capsulatum, estimula la actividad de
la cadena de transporte de electrones que se halla casi paralizada
y asi favorece que la transformacion a levadura prosiga.
Por el contrario cuando se aplica al hongo éacido
p-cloromercurifenilsulfonico, que se une al sulfhidrilo e
inhibe sus propiedades redox, el cambio de micelio a levadura
no ocurrel3. Koneman et al'? afirman que el potencial redox del
tejido humano normal es 150 mV, pero Brooks et al? indican que
es 120 mV.

Las paredes celulares de ciertos hongos poseen melanina.
Estos sintetizan el pigmento a través de por lo menos dos rutas
metabolicas. En una de ellas participa el precursor
1,8-dihidroxinaftaleno y se denomina via de los pentacétidos.
En la segunda via la substancia de partida es un orto o para
hidroxifenol, por ejemplo la 3,4-dihidroxi-L-fenilalanina o .-DOPA
(9, 15; véase la fig. 5). El medio CN screen contiene 0,02% de
L-DOPA 'y se emplea para cultivar e identificar a Cryptococcus
neoformans3. Las melaninas de los hongos aumentan su capacidad
de sobrevivencia, favorecen su virulencia y los protegen de los
oxidantes producidos por las células del sistema inmunolégico.
La tincion histoquimica de Fontana-Masson revelé que la pared
celular de L. loboi contiene melanina®.
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Para obtener el cultivo de L. loboi se prepararon medios
con una o dos variables: una de ellas confiere un potencial
electroquimico mediante los complejos [Cu(CN)4J* y [Cu(EDTA)J>
(CuY?) que originan el par redox Cu*-Cu?* y la otra utiliza
L-DOPA como precursor de la melanina.

MATERIALES Y METODOS

El estudio se ejecutd en las Unidades Funcionales de
Micologia y Serologia del Centro Nacional de Enfermedades
Tropicales (CENETROP) y en el Laboratorio de Fitoquimica de
la Universidad Auténoma “Gabriel René Moreno”.

Caso clinico y muestra. Se extirparon dos lesiones
nodulares del brazo y antebrazo izquierdos, de un vardn de 80
afios, que padecia una lobomicosis polimérfica y diseminada y
procedia de Riberalta, Beni. La muestra se introdujo en solucién
fisiologica estéril, fue refrigerada con hielo seco y aerotransportada
a Santa Cruz el mismo dia de su recoleccion. Se triturd la muestra
en un homogeneizador de tejidos esterilizado y fue mezcldndose
con solucion fisiologica estéril. Se examind directamente esta
suspension en un microscopio de luz blanca. Una porcion de la
muestra se estudid histopatolégicamente y se uso la tincion del
acido peryadico de Schiff.

Medios de cultivo. Los ingredientes basicos de todos los
medios fueron los del agar Sabouraud dextrosado
(ver cuadro 2). El potencial redox de los medios o tratamientos
(M 1,235, 6y 7, fue modificado por el par Cut~Cu?* cuyo
potencial de electrodo es E° = 150 mV (5), dichos cationes
procedian del CuCly CuSOy. Se realizaron pruebas previas para
solubilizar al CuCl, con HCI, CH3CH,0H, NHs, NH;OH, sin embargo
fue complejado con KCN y el CuSO, se complejé con EDTANa,.
Los equilibrios originados por los complejos formados son:

Cu” +4CN” <—= [CU(CN)4J*
Cut + Y& > CuY?

Cu*+e<—>Cu'

Después de ensayar varias concentraciones, se decidio
emplear las concentraciones iniciales de CuCl 1,5x10-3 F, KCN
6x103 Fy CuSO, y EDTANa; 6,82x10 F para producir el potencial
150 mV. Las concentraciones iniciales de CuCl 1,5x103 F, KCN
6x103 Fy CuSO4 y EDTANa;, 1,41x10 F se usaron para alcanzar
170 mV. Se emplearon soluciones de KCN, CuSO, y EDTANa;
0,1 F, que se diluyeron para la preparacion de los medios
correspondientes. Cada uno de los medios T-1, T-2, T-3, T-5,
T-6 y T-7, se prepararon formando los complejos [Cu(CN)4J* y
CuY? en recipientes separados, luego se reunieron, se adicionaron
los componentes del agar Sabouraud, se complet6 el volumen

38

Rommel Gutiérrez

con agua destilada y se esterilizé en autoclave a 121°C durante
15 minutos. Sin embargo después del autoclavado, a T-2, T-3,
T-6 y T-7, fue necesario agregarles otras substancias.

T-2, T-3, T-4, T-6, T-7 y T-8 poseian L-DOPA en
concentraciones de 0,02 y 0,05% m/v. Para alcanzar estas
concentraciones se us6é una solucion de L-DOPA al 5% m/v,
disuelta en HCI 0,4 N. A fin de evitar la alteracion del pH de los
medios se afiadié KOH 0,4 N. Las soluciones de L-DOPAy KOH
se esterilizaron por medio de filtros de acetato de celulosa, de
0,2 *m. Luego de su esterilizacion T-2, T-3, T-4, T-6, T-7 y T-8
se mantuvieron fundidos a 50°C y se adicionaron la L-DOPAY el
KOH. Ademas de los medios que contenian las variables, se
prepararon otros que solo poseian los ingredientes del agar
Sabouraud, estos constituyen el tratamiento testigo (T-t). Se
vertieron 20 mL de cada tipo de medio en cajas Petri de 10 cm
de didmetro.

Se introdujo 0,5 a 1 mL del tejido homogeneizado en los
medios correspondientes. Se suspendieron células de C.
neoformans en solucién fisiologica estéril y se inocularon en
medios de control. Un conjunto de medios se incubd a 29°C 'y
otro conjunto a 37°C. Se prepararon placas adicionales de T-1,
T-2, T-3, T-5, T-6, T-7 y T-t, se colocaron 14 mL de estos medios
en cajas Petri de 5,5 cm de diametro y se incubaron a 29y 37°C,
en ellos se estudié el comportamiento del potencial redox en
funcion del tiempo.

Viabilidad y concentracion fungicas. La tincion
fluorescente con diacetato de fluoresceina y bromuro de etidio,
descrita por Vilani-Moreno & Opromolla?4, fue empleada para
determinar la viabilidad de L. loboi. Esta tincion requiere una
solucién preparada con NaCl 0,1454 F (0,85% m/v), Na,HPO4
0,04 F, NaH,PO4 0,017 F y agua destilada, su pH es 7,2. La
concentracion de levaduras se midié en una cdmara de Neubauer,
en la misma area donde se cuentan hematies. El nimero hallado
se multiplic6 por 50.

Medida del potencial redox. Se realiz6 aplicando los
procedimientos publicados por Seip & Evans!® y la American
Society for Testing and Materials®. Se usé un electrodo de Pty
un electrodo de Ag/AgCl, ambos constituyen el instrumento
SCHOTT-GERATE Pt 42 A, el electrodo de Ag/AgCl contiene KCI
3 My su potencial redox es 207 mVZ, Los electrodos se conectaron
a un medidor SCHOTT-GERATE pH-Meter CG841. Para constatar
el funcionamiento correcto de los electrodos se sumergieron en
3 soluciones de prueba SCHOTT-GERATE L 4648 cuyos
potenciales eran 220, 470 y 640 mV. Los valores medidos de
estas soluciones se hallaban dentro de un rango de +/- 10 mV
alrededor del valor dado por el fabricante.
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Cada una de las placas cuyo voltaje correspondia medir
se dividio en dos fracciones (fl y fll), cada fraccion se colocd en
un tubo de ensayo, luego se desmenuzé concienzudamente con
bajalenguas. Se prepararon dos bafios Maria de 29y 37°C. Los
tubos con medios incubados a 29°C se llevaron a un bafio y
aquellos incubados a 37°C se introdujeron en el otro bafio. Se
internaron los electrodos en todos los tubos. Se midieron
sucesivamente las fracciones fl y fll del mismo tipo de medio, el
voltaje de ambas no varié en mas de 10 mV y se obtuvo un
promedio.

Al voltaje medido por el potenciémetro (Eops), se sumd 207,
para obtener el potencial redox del medio de cultivo relativo al
electrodo de hidrdgeno (En), la unidad de los potenciales es mV:
Ep = Eqps + 207.

Cultivo sobre portaobjetos. Se efectud para identificar a
los hongos que crecieron en algunos medios. Se utilizaron
fragmentos de agar Sabouraud dextrosado. Se cubri6 el fondo
de las cajas Petri en las que estos se hallaban, con agua destilada
estéril. Los subcultivos se mantuvieron a la temperatura del
laboratorio. Su montaje se realiz6 al cabo de 14 dias de incubacion.

Criterios quimicos para reconocer melaninas. Debido
a resultados inesperados se realizaron pruebas para reconocer
melaninas. Las eumelaninas caracteristicamente son insolubles
en acidos fuertes y solubles en bases fuertes®. La prueba cualitativa
de Thormé&hlen permite identificarlas (dicho andlisis contribuye al
diagnostico de la melanuria), su fundamento es que los precursores
de las melaninas reducen el nitroferricianuro de sodio hasta
ferrocianuro férrico. Se ha sefialado que el 5,6-dihidroxiindol,
acido-5,6-dihidroxiindol-2-carboxilico, 5-hidroxi-6-metoxiindol y
otras substancias causan una reaccion de Thormahlen positival®.

Para las pruebas de solubilidad se prepararon los medios
T-6 y T-7, la solucién T-7 (a diferencia del medio T-7 no poseia
los ingredientes del agar Sabouraud) y la solucién T-7i (que no
poseia agar Sabouraud, ni CuY#). Los solventes empleados
fueron KOH 3 Ny HCI 3 N, 5 mL de solvente se mezclo con 1 g
del medio sdlido 0 0,5 mL de solucion. La solubilidad se estudio
cuando los medios y las soluciones presentaban un color marrén
negruzco (esto ocurrié varios dias después de su preparacion).

La prueba de Thorméahlen se practic en los medios T-2 y
T-3, las soluciones T-2 y T-3 (estas no contenian agar Sabouraud)
y las soluciones T-3i y T-3ii (ambas no contenian agar Sabouraud,
T-3i y T-3ii carecian de CuY?* y [Cu(CN)4]? respectivamente). A
5 mL de medio (0 solucién) se adicionaron 6 gotas de
Na,[Fe(CN)sNO] 5% mlv, luego 0,5 mL de NaOH 40% m/v, se
mezcld, se introdujo en un bafio de agua fria y se afiadio CH;COOH
33% vlv hasta llevar el pH a la acidez (esto se constaté con papel
tornasol). La reaccion es positiva si se observa un color verdoso
o0 azulado. Esta prueba se ejecutdé 2 horas después de la
preparacion de los medios y las soluciones.
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RESULTADOS

Viabilidad y recuento de Lacazia loboi. La viabilidad de
los hongos fue 18%. La concentracion fue 5,5x102 levaduras/mL
de suspension. La suspension observada directamente en el
microscopio, se ve en la figura 1.

Inspeccidn de los voltajes redox. Los potenciales de los
medios T-1y T-5, que contenian los complejos [Cu(CN)4J* y CuY#
experimentaron minimas variaciones. Por ejemplo los potenciales
del medio T-5 a 29 °C fueron 394 y 388 mV, cuando se midieron
alas 24y 120 horas respectivamente (ver cuadro 3y fig. 3). Los
voltajes de los medios T-2, T-3, T-6 y T-7, que poseian [Cu(CN)4J*
y CuYZ y también DOPA, sufrieron una reduccion inicial de sus
voltajes en confrontacién con los medios T-1y T-5. Después de
esta reduccion inicial ocurrié una oxidacion. Por ejemplo el voltaje
del medio T-6 2 29°C y a las 24 horas fue 334 mV, luego se elevéd
a371mV (alas 72 horas) y a 392 mV (a las 120 horas; ver cuadro
3yfig. 3).

Examen macroscopico. En cinco placas inoculadas con
L. loboi se observo el crecimiento de hongos filamentosos, las
siguientes descripciones de sus colonias corresponden a los 48
dias de incubacion. En las demas placas no hubo desarrollo o,
se produjo un crecimiento bacteriano.

T-1% (medio T-1 a 29°C). Colonia algodonosa, de bordes
irregulares, blanca, ciertas areas presentaban diminutos
hundimientos. El reverso era café claro con varios plegamientos.

T-3%, Colonia filamentosa, de bordes irregulares, poseia
una region excéntrica donde confluian varios dobleces, esta era
blanca y el resto de la colonia crema. El reverso era oscuro, con
cinco plegamientos convergentes, semejantes a una estrella.

T-4%°. Colonia que cubria toda la superficie del medio, café
oscuro, algodonosa, la altura de su micelio aéreo era homogénea
como el césped bien recortado, ciertas regiones eran granulosas.
El reverso era marron.

T-6%. Colonia glabra, granulosa, café negruzca, cubria toda
la superficie del medio, poseia varios plegamientos convergentes.
El reverso era café.

T-7%°. Colonia algodonosa, blanquecina, el desarrollo del
micelio aéreo era limitado en algunas regiones y mayor en otras,
sobre las Ultimas existian estructuras amarillentas como gotas de
rocio. El color negro del medio dificultaba la observacion del
reverso.

En las placas donde se inocul6 C. neoformans, se desarrollo
esta levadura.
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Examen microscopico. Del subcultivo sobre portaobjetos
y del cultivo primario en placa.

T-1%, Hifas gruesas y delgadas, hialinas y tabicadas, las
hifas delgadas posefan clamidoconidios esféricos intercalares y
terminales, en ciertas regiones las hifas gruesas y delgadas se
enrollaban adoptando una disposicion en espiral.

T-3%, Largos conidioforos, tabicados y no tabicados, hialinos,
sus extremos libres poseian vesiculas esféricas, sobre toda la
superficie de estas aparecian métulas, que sostenfan a fidlides
rectangulares, de las fidlides surgian fialoconidios no pigmentados
formando cadenas.

T-42°, Hifas aseptadas, hialinas, de donde nacian
esporangidforos Gnicos o en pares, aseptados, hialinos, largos
y cortos, su extremo distal poseia esporangios esféricos, que
contenian esporangiosporas circulares, hialinas. No habian rizoides.

T-6%". Filamentos gruesos, aseptados, hialinos, de ellos
surgian esporangidforos, cuyos extremos libres llevaban
esporangios, con esporangiosporas café oscuro, sus paredes
eran lisas o equinuladas. No habian rizoides.

T-7%, Hifas tabicadas, entrelazadas y ramificadas, en ciertas
regiones su superficie presentaba diminutas estructuras
claviformes. No se hallaron 6rganos asexuales.

Deteccidn de melaninas. En los medios T-2, T-3, T-6 y
T-7, donde se combinaron los complejos [Cu(CN)4J3 y CuY? con
la L-DOPA, se observo algo inesperado. La superficie y la porcion
subyacente a esta de dichos medios se colorearon de negro,

Rommel Gutiérrez

Cuadro 2. Composicion de los medios de cultivo

( TRATAMIENTO )
Ingrediente® ™5 T 15 [ 73 [14] 75 | 76 | 77 |78]
Peptona de caseina (g)] 5 5 5 |5 5 5 5 |5
Peptona de came (q) 5 5 5 5 5 5 5 515
Dextrosa (g o O O O I O O R
Agar (g) 5|55 | 5 [s] 5| 5] 5 |55
Cucl (g) 0,485 [ 01485 | 01485 | - | 01485 | 0.1485 [ 0,148

KON 0L F (m) 60 | 60 [ e [-| e [ 60 | 6
cusos0tF(m) | 068 [ oes | o8 |- | 14 | 141 | 14
eorana201F(m) | o8 | oes | oes |- [ 14 | 14 | 14
coorssmvm) | - | 4 | w0 4] -] 4 [ 0 o

KOH 04N (m) B VI TN VR A VR T

@ os ingredientes de cada tratamiento corresponden a un litro de medio de
cultivo. El disolvente es agua destilada.

Cuadro 3. Mediciones del potencial electroquimico

( Potencial redox (mV) a las )
24 horas 72 horas 120 horas

29°C | 37°ca | 29°C 37°C | 29°C 37°C

T-1 391 364 381 397 392 390

Tratamiento

T-2 330 323 362 366 391 387

T-3 304 301 362 354 388 386

T-5 394 383 384 380 388 384

T-6 334 330 371 369 392 391

T-7 319 313 365 360 388 388

T-t 390 321 356 352 380 384

Estos valores no son un promedio de dos mediciones, porque solo se pudo
cuantificar el potencial de f | de los tratamientos.

Cuadro 4. Solubilidad de los pigmentos

posteriormente las porciones restantes de las placas también se ( - SOLVENTE )
tifieron de negro. El pigmento de los medios T-6 y T-7 y las KOH Hel
soluciones T-7 y T-7i, era soluble en KOH e insoluble en HCI (ver Sobrenadante y sedimento | Sobrenadante casi incoloroy
dro 4). L ba de Thormahlen f iti | di Medio T-6 ; - - .
cuadro 4). La prue a. € Thormdhien ue, post 'Ya en 10s meaios marrén amarillento. sedimento marrn oscuro.
T-2y T-3y las soluciones T-2, T-3, T-3i y T-3ii (ver cuadro 5). Sobrenadante y sedimento Sobrenadante incoloro y
Medio T-7
marron oscuro. sedimento marrén negruzco.

Cuadro 1. Disefio de tratamientos para Lacazia loboi Solucin T-7 Sobrenadante marrdn y Sobrenadante incoloroy
( . a | Nivel de potencial redox Nivel de L.DOPA ) sedimento café negruzco. sedimento café negruzco.

Tratamiento (T) 0 p -

(mV) (% mhv) ,, , Sobrenadante marrén y Sobrenadante incoloro y
Solucion T-7i ' . ,

T-1 150 sedimento negruzco. sedimento café negruzco.

T-2 150 0,02

T3 150 005 Cuadro 5. Desenlace de la reaccion de Thormahlen.

T4 . 0,02 -

T-5 170 . SISTEMA COLOR FINAL DE LA REACCION

T-6 170 0,02 Medio T-2 Verde amarillento.

T-7 170 0,05 Solucion T-2 Verde petréleo con matiz azul.

T-8 - 0,05 Medio T-3 Azul verdoso opaco.

T-t Solucién T-3 Azul opaco.
aCada tratamiento de prueba se repitié dos veces; el tratamiento testigo se Solucion T-3i Azul verdoso opaco.
realizé una vez. Solucion T-3ii Verde ligeramente azulado.
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Figura 1. Examen directo del tejido homogeneizado (400x).
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DISCUSION

El tejido utilizado en este estudio, se recolectd del mismo
enfermo que fue atendido por Recacoechea & Vargas en
198216, La baja viabilidad de los hongos presentes en él
(de 18%), puede relacionarse con la lobomicosis cronica del
enfermo, 0 sea en las lesiones antiguas se encontraria un pequefio
nimero de hongos viables?*. Debido a la necesidad de contar
con un volumen de tejido homogeneizado suficiente para inocular
34 placas, se prepararon 30 mL de una suspension cuya
concentracion de hongos era disminuida. L. loboi no se desarroll
en ninguno de los medios estudiados, atn cuando en todos ellos
se inoculd la suspension con una cantidad de hongos disminuida
y en varios de ellos se implantaron fragmentos de tejido que
poseian una cantidad extraordinaria de levaduras.

Los medios T-1y T-5 experimentaron una pequefia variacion
de su potencial (ver cuadro 3y figuras 2 y 3), en contraste con
los demas tratamientos y con otros medios de cultivo. Cuando se
estudiaron en anaerobiosis los agares Schaedler, con digesto
triptico de soja y Columbia, sus potenciales en un lapso de 1,67
horas se alteraron muy grandemente®. No se procuré modificar
el voltaje de estos medios incorporando alguna substancia en
sus estados oxidado y reducido. Pero a los medios T-1y T-5 si
se afiadié el par Cu*-Cu2* y sus potenciales experimentaron
minimas variaciones durante un periodo de 120 horas. Sin embargo
estos sobrepasaron los valores proyectados de 150 mV (para
T-1) y 170 mV (para T-5). Posiblemente las discrepancias entre
los potenciales experimentales y los potenciales proyectados, se
debieron a las bajas concentraciones de los agentes redox
empleados. T-1y T-5 poseian cantidades bajas de CuCl, CuSQOs,
KCN y EDTANay, porque una cantidad elevada de KCN podria
ser toxica para L. loboi.

Se observaron dos alteraciones en el voltaje de los medios
T-2, T-3, T-6 y T-7 (que poseian [Cu(CN)4J* y CuY? y también
L-DOPA), inicialmente su voltaje se redujo en confrontacion con
T-1y T-5 (que no contenian L-DOPA). Después ocurrié una
oxidacion (ver cuadro 3y figuras 2 y 3). Estas alteraciones podrian
entenderse asi: la .-DOPA es capaz de disminuir el voltaje de un
sistema y en presencia de [Cu(CN)4J* y CuY? sufre una oxidacion,
que se manifiesta en la elevacion del potencial del medio de
cultivo. Se ha indicado que los amortiguadores acido-base mas
eficaces poseen concentraciones elevadas de un acido y su base
conjugada®, considerando las similitudes entre estos y los
amortiguadores redox, es posible que las bajas concentraciones
de Cu*y Cu?* fuesen insuficientes para imposibilitar que la
L-DOPA disminuya el potencial. El aumento de voltaje a las 72
y 120 horas sugiere que la L-DOPA se oxidd por accion de
[CU(CN)4]* y CuY? y posiblemente oxidaciones espontaneas
posteriores también contribuyeron a este aumento.
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En las placas T-129 rl y T-729 rl se cultivaron hongos
contaminantes no identificados, en la placa T-32° rl creci6
Aspergillus versicolor y en las placas T-42° rll y T-6%7 rl se desarrollé
Mucor sp. La morfologia de estos microorganismos, la ausencia
de cultivos primarios repetidos de ellos y su crecimiento en agar
Sabouraud cuando fueron subcultivados, indican que no son
L. loboi. En el pasado también se intent6 cultivar la levadura pero
se cultivaron contaminantes como A. penicillioides,
Sterigmatomyces halophilus entre otros®. Sobre la base
de los resultados del presente estudio y de estudios previos, se
considera que L. loboi es un parasito obligatorio que no se
desarrolla en medios de cultivo inertes.

El pigmento negruzco que se desarroll inesperadamente
en los medios T-2, T-3, T-6 y T-7, era soluble en KOH e insoluble
en HCI. La prueba de Thorméhlen empleada en dos de estos
medios fue positiva. Tales evidencia sugieren que el pigmento
era eumelanina. En los seres vivos la formacion de eumelanina
requiere que la L-DOPA —por accion de un catalizador- se oxide
a dopaquinonal2, A medida que la concentracién de L-DOPA
disminuye la concentracion de dopaquinona se eleva, lo que
ocasiona un incremento del potencial elctroquimico. Ademas es
posible que otras oxidaciones espontaneas, de leucodopacromo
a dopacromo y de acido-5,6-dihidroxiindol-2-carboxilico a acido
indol-5,6-quinona-2-carboxilico, también contribuyeron a la
elevacion del potencial.

Los catalizadores implicados en la modificacion de
monofenoles y/o difenoles hasta compuestos pigmentados, son
metaloenzimas que contienen cobre. Tal es el caso de la tirosinasa
de mamiferos que hidroxila tirosina y oxida L-DOPA, su sitio activo
posee dos iones cobre que se reducen a Cu* y oxidan a
Cu2+ 1214 | a difenoloxidasa (o lacasa) de los hongos Polyporous
versicolor y C. neoformans, oxida difenoles pero no monofenoles,
ademas posee Cu"y Cuz 42, Las metaloenzimas con cobre son
moléculas complejas, sin embargo compuestos de cobre méas
sencillos también catalizan la oxidacion de fenoles, como ser
CuCl disuelto en piridina o en 2-ona-N-metilpirrolidina?, se puede
preparar melanina con estos catalizadores y el precursor adecuado.
En otra sintesis se oxida una solucion de 5,6-dihidroxiindol, donde
esta sumergido un electrodo en cuya superficie se deposita
melanina’ 9.,

Por los datos de la prueba de Thormahlen, solubilidad y
potencial electroquimico, es posible que los complejos [Cu(CN),J*
y CuY* catalicen la oxidacion de la L-DOPA y posibiliten la
formacion de eumelanina. De acuerdo a nuestra revision de la
literatura, esta actividad catalitica es conocimiento nuevo.
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