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RESUMEN

Se determina la presencia de proteasas exira-
celulares (queratinasas). "in vitro" en cepas de
hongos queratinoliticos y queratinofilicos aislados de
suelos chilenos.

Se cultivaron durante 15 a 30 dias siete cepas de
hongos queratinofllicos, tanto en agitacién como en
forma estdtica y seis cepas de hongos queratinolfticos
sélo en forma estédtica, en medio liquido que contie-
ne pelo humano tratado como sustrato queratinoso.
Las proteasas extracelulares fueron aisladas y
purificadas por cromatografia en columna sobre
Sephadex G- 75. Mediante la electroforesis en gel de
poliacrilamida se detectan bandas de proteina de
peso molecular entre 38000 y 40000 para Scopu-
lariopsis brumptil, Ulecladium atrum, Botryo-
trichum piluliferum, Auxarthron wmbrinum y
Gymanoascus reessil, comparables con la obtenida
para Trichophyton mentagrophytes, hongo utili-
zado como control, lo cual lleva a postular que las
enzimas corresponden a queratingasas.

INTRODUCCION

a queratina presente en la naturaleza prefe-
rentemente en la piel y anexos de los verte-
brados, es una protefna fibrosa, que difiere

de otras por su alto contenido de cistina (sobre un
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study

The production of extracellular proteases
(keratinases) "in vitro" in strains of keratinolytic and
keratinophilic fungi isolated from chilean soils is
evaluated.

The detection of these proteases in seven strains
of kertinophilic fungi is determinated by means of
shaking end static cultures, and six strains of
keratinolytic ones, only by static cultures. These
fungi are inoculated in liquid medium with human
hair treated as keratinous subsirate.

The extracellular proteases are isolated and
purificated by Spehadex G- 75 colum chroma-
tography. The proteins bands are detected by
poliacrilamide-gel  electrophoresis, and  was
compared in their molecular weights (estimations
between 38000 and 40000) with the control strain
used (Trichephyton mentagrophytes) and Scopula-
riopsis brumptii, Ulecladiom atrum, Botryo-
trichum piluliferum, Auxartkron umbrinum and
Gymnoascus reessil, it is concluded that: the
presence of these enzyme would presumably be
considered as keratinases.

18%). Se piensa que los puentes distlfuro pre-
sentes en la cistina serfan los responsables de la
estabilidad de la molécula de queratina haciéndola
mi4s resistente a la digesti6n enzimética. A pesar de
ésto, no se acumula en la naturaleza y ciertos agen-
tes biol6gicos presumiblemente ocasionan su de-
gradacién (Deshmukh y Agrawal 1982; Noval y
Nickerson 1959; Kunert 1975).

En la biodegradacién del material queratinoso
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{Jarticipau una variedad de microorganismos, entre
os cuales algunas especies fiingicas son altamente
especializadas como los Onygenales y taxa relacio-
nados (Currah 1985). Los hongos que colonizan el
tejido queratinizado inicialmente fueron denomi-
nados queratinofilicos (De Vries 1962). Es necesa-
rio hacer una distincién precisa entre aquellos hon-
£0s que son capaces de degradar la queratina y los
que solamente utilizan derivados de su degradacién
parcial o sustancias asociada a ella (cemento inter-
celular y residuos protoplasméticos). A los primeros
se les denomina queratinoliticos y a los segundos
queratinofilicos. Esta distincién es atin dfficil de
aplicar por la carencia de datos especificos sobre la
capacidad degradativa de estas especies (Filipello y
Luppi 1980-81).

Los dermatofitos (Onygenales y anamorfos re-
lacionados) son un grupo de hongos que se carac-
terizan tanto fisiol6gica como ecol6gicamente por
su habilidad para descomponer la queratina y usar
este compuesto como fuente bésica de carbono y
nitrégeno. Mientras las especies saprofiticas degra-
dan los remanentes presentes en el suelo, las espe-
cies pardsitas atacan principalmente al estrato cdr-
neo de la epidermis y anexos de los animales (in-
cluyendo las aves y el hombre) (Kunert 1981,
Wawrzkiewicz y col. 1987).

El mecanismo por medio del cual el dermatofito
ataca y digiere este sustrato tan resistente, es uno
de los problemas centrales de la fisiologia de los
hongos queratinoliticos.

Aunque aigunos autores toman en considera-
cibén la accidén mecénica de la penetracién del mi-
celio en la queratina insoluble (Raubitschek 1961),
la mayorfa han puesto més atencién a los procesos
quimicos y enziméticos (Deshmukh y Agrawal
1982; Yu y col. 1968, 1969 a y b, 1971). Es probable
que en analogia a otros organismos queratinoliti-
cos, los hongos sean capaces de denaturar el sus-
trato antes que ocurra la degracién proteica. El
mecanismo de la denaturacién fue investigado pri-
meramente desde el punto de vista de la reduccién
enzimitica de enlaces distlfuro que forman la base
de la estructura de la queratina (Weary y Canby
1969; Weary y col 1965). Sin embargo, la existencia
de tal reduccién no estd claramente demostrada
en los hongos. Otros autores consideran la deami-
nacién de aminodcidos y péptidos una via de reac-
cién, que lleva a una denaturacién gradual de la
queratina por el medio alcalino producido (Ziegler
1964; Ziegler y Bohme 1969). Una nueva hipétesis
se basa en el descubrimiento que los dermatofitos
oxidan cistina no s6lo a sulfato, sino también a sul-
fito. En un medio neutro y alcalino el sulfito rompe
el enlace disilfuro de la cistina dando cistefna y S-
sulfocisteina de acuerdo a la ecuacién siguiente:
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C}’SSCY + 803 ——épi CYS. + CYSSO.3

Este proceso denominado "sulfitolisis”, tiene lu-
gar con residuos de cistina en péptidos y proteinas.
Dado que los dermatofitos son capaces de producir
sulfito no solamente sobre cistina, sino atin cuando
crecen sobre gueratina, los enlaces distlfuro del
sustrato pueden romperse precisamente por esta
via (Kunert 1972). En una etapa posterior a la sul-
fitolisis, la queratina serfa degradada por accién
enzim4tica (Alvarez v Bracalenti 1984).

Las enzimas degradadoras de sustratos querati-
nizados, descritas como queratinasas, han sido pu-
rificadas y caracterizadas en Trichophyton menta-
grophytes (Yu y col, 196%9a, 1971), Microsporum
canis (Takiuchi y col, 1981,1982,1984), Streptomy-
ces fradiae (Noval y Nickerson 1959; Nickerson y
Durand 1963) y Keratinomyces ajelioi (Ruffin y col
1971). Estas enzimas exocelulares pueden jugar un
rol prominente no sélo en el crecimiento y multi-
plicacién de los hongos (asegurande el abasteci-
miento de nutrientes desde componentes proteicos
de la piel, pelo o uiias), sino qu también en la in-
feccién de los tejidos del hospedero.

En investigaciones acerca del papel de estas
queratinasas en enfermedades de la piel (dermato-
fitosis), se ha encontrado que ellas se producen du-
rante la infeccién y que no sélo estos son impor-
tantes para la penetracién e invasividad, sino que
también en las reacciones de hipersensibilidad aso-
ciadas (Grappel y Blank 1972; Sanyal y col. 1985).

Considerando las experiencias y conclusiones
logradas por diversos autores con cepas de hongos
queratinoliticos, ez la preseate investigacién se rea-
liza un estudio comparativo de las proteinasas ex-
traceluiares en cepas fGngicas queratinoliticas y
queratinofflicas, saprofitas, potencialmente pat6ge-
nas y patdgenas, propias de suelos chilenos o de
origen zoofilico. La presencia de estas enzimas en
una poblacién fangica enfrentada a un sustrato
queratinico diverso, podria permitir su degradacién
en condiciones ambientales favorables y represen-
tar no sélo una ventaja nutricional esencial o adi-
cional para el hongo, sino una fuente de contagio y
por ende, un peligro epidemiolégico de importan-
cia en Salud Pablica,

Por los antecedentes comentados se postula: la
presencia de un complejo de proteasas extracelula-
res en hongos queratinofilicos de suelos chilenos,
capaces de degradar la queratina "in Vitro".
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MATERIALES Y METODOS

L. Se estudiaron trece cepas flingicas aisladas de
suelos chilenos mediante la técnica del anzuelo
queratinico modificada (Orr 1969), de las cuales
seis corresponden a cepas queratinoliticas y
siete a cepas queratinofilicas,

Cepas queratinoliticas: Trichophyton menta-
grophytes Blanchard 1826 var. granulosum;
Aunxarthron umbrinum Orr & Plunkett 1963;
Chrysosporium tropicum Carmichael 1962;
Complex Microsporem gypseum-fulvum Uri-
burn 1909; Microsporum canis Bodin 1902;
Gymnoascus reessii Baran 1872

Cepas queratinofflicas: Ulocladium atrum
Preuss 1852; Scopulariopsis brumptii Salvanet-
Duval 1935; Scopulariopsis candida (Guéguen)
Vuillemin 1911; Phialophora verrucosa Medlar
1915; (= Phialophora americana (Nannf.)
Hughes 1958; Bofryotrichum piluliferum Sacc.
& March 1885;Paecilomyces lilacinus (Thom)
Samson 1974,

2. Activacidon de cepas flingicas:

Se utilizaron como medio de activacién Agar
Corn-Meal y Agar Malta, en tubos extendidos,
tanto para las cepas queratinoliticas como para
las queratinofilicas. Los cultivos se incubaron a
279C durante un tiempo de activacién que varia
de acuerdo a la especie.

Previo a la preparacién del inoculum flingico se
realiz6 en cada cepa una observacién macro y
microscopica para comprobar su morfologia,
pureza y estado de crecimiento.

3. Preparacion del indculum fiingico:

De las cepas activadas se removieron las espo-
ras o los conidios con agua destilada estéril, con
ayuda de un asa y bajo suave agitacién hasta
formar una suspensi6n. El fluido obtenido se
ajustd con aguna destilada estéril 2 un 90% de
transmitancia medida ag30 nm, lo que equivale
aproximadamente a 10" unidades formadoras
de colonias/ml (Mc. Ginnis 1982).

4. Siembra e incubacién de las cepas fingicas:

Al medio de cultivo ligujdo mineral, se aplica-
ron aproximadamente 10~ unidades formadoras
de colonias por cada 100 ml de medio.

Las cepas queratinoliticas se mantuvieron en
cultivo estatico por 15 dias-a 262C + 19C y las
queratinofflicas durante 30 dias con agitacién

rotatoria a 175 rpm y 262C+ 1°C (Yu y col.
1968,1969) paralelamente en cultivo estético a
26 C+ 1°C.

La cepa queratinolitica, Trichephyton menta-
grophytes var. granulosum se utilizé como cepa
control en todas las experiencias realizadas.

5. Evaluacién de la actividad queratinolitica en fil-
trados de los cultivos

La evaluacién de la actividad queratinolitica se
realizé en la mitad del perfodo de crecimiento
(7 dias para las cepas queratinoliticas y 15 dias
para las cepas queratinofilicas), en una alicuota
tomada desde el medio de cultivo. Previa filtra-
cion, se efecturon las siguientes determinacio-
nes:

- Concentracién de ion Hidrégeno; determi-
nada con un pH metro Orion Research Modelo
211.

- Concentracién de protefnas totales; medida
espectrofotométrica de acuerdo al Método de
Layne (Layne 1957).

- Concentracién de grupos sulfhidrilos libres;
determinada mediante la metodologfa colori-
métrica de Saville (Saville 1958).

- Daio estructural del pelo; el pelo obtenido
desde el filtrado del medio, se examina bajo
microscopic Optico en una preparacién con
azul de algoddn (English 1965, Deshmukh y
Agrawal 1982).

Las determinaciones de la actividad queratino-
litica se realizaron nuevamente al final del pe-
riodo de crecimiento (15 dias para cepas quera-
tinoliticas y 30 dfas para cepas queratinofilicas).

6. Ensayos y purificacion enzimadticas:

En el liofilizado del filtrado de cultivo se realizd
la medicién de la actividad especifica querati-
nolitica de las enzimas presentes en este ex-
tracto crudo (Yu y col. 1968, Takiuchi y col.
1982), segtin el protocolo detallado a continua-
cién:

TUBOS i 2 3 4
Sustrato’ (mg) - 50 - 50
Material enzimé-

tico (mg) -- - 15 15
Buffer fosfato” (ml) 5 5 5 5

' Camo sustrato se utilizd pelo tratado (Yu y col. 1968,1969).
" Buffer fosfato 0.028 M que contiene MgSO4 0.001 M (pH.

8.0). 49
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El set de tubos se incubd'a 37°C 1 1°C en bafio
de agua durante una hora, al cabo de lo cual se
detiene la reaccién sumergiéndolos en agua
helada por 5 minutos. El sustrato remanente es
removido por filtracién midiéndose la absor-
bancia a 280 nm, utilizando como blanco al tubo
1 (tubos 2 y 3 son controles). Los valores de ab-
sorbancia corregida fueron convertidos en Uni-
dades de Queratinasa (1 KU= 0.1 de absorban-
cia corregida), y la actividad especifica se ex-
presa como KU/mg de proteinas (Takiuchi y
col. 1981). El contenido de protefnas de las so-
luciones fue determinado por espectrofotome-
tro a 280 y 160 nm de acuerdo al método de
Layne (Layne 1957).

Del liofilizado del extracto crudo se pes6 0.5g,
disueltos en 0.5 ml de buffer fosfato salino
0.028M, conteniendo NaCl 0.1 M (pH 7.55). La
solucién obtenida fué purificada a través de una
columna cromatogrifica de Sephadex G-75 (Ta-
kiuchi y col. 1982, Ansari y Stevens 1983). La
columna (6x125 mm) se equilibré y eluyd con
buffer fosfato salino con un flujo de 12 mlh?,
recogiéndose fracciones de 0.5 ml. A cada
fraccién se adicion6 2 ml de buffer, midiéndose
la absorbancia a 280 nm y determindndose las
Unidades de Queratinasa de acuerdo al
siguiente protocolo:

TUBOS 1 2 3 +
Sustrato’ (mg) - 125 - 125
Extracto enzimé-

tico (ml) - - 05 05
Buffer fosfato” (ml) 5 5 45 45

' Como sustrato se utilizé pelo tratado (Yu y col 1968,1969).

" Buffer fosfato 0.028 M que contiene MgSO 4 0.001 M (pH

8.0).

El set de tubos recibid el mismo tratamiento
que fue aplicado a la determinacién de Activi-
dad Especifica.

Las fracciones que contienen la enzima fueron
combinadas, dializadas contra agua destilada
durante 48 horas, con recambio de agua a las 24
horas y liofilizadas.

En el liofilizado del extracto purificado fue de-
terminada la Actividad Especifica Queratinoli-
tica siguiendo el mismo esquema usado en el
extracto crudo.

7. Caracterizacién electroforética del extracto en-
zimatico crudo y purificado

La electroforesis monodimensional se desarro-
116 en gel de poliacrilamida al 10% a pH 8.0 a
SmA por placa durante 18 horas, segin el Mé-
todo de Laemmli (Laemmli 1970).

Alicuotas de 50 ul. de soluciones de extractos
enziméticos crudo y purificado, y de una pro-
teina estdndar se incoporaron al gel laminar el
cual se desarroll6 con buffer Tris 0,025 M que
contenfa glicina 0.348 M y SDS 0.1% (pH 8.3).
La deteccién tué realizada tiiendo el gel com-
pletamente con azul brillante Coomassie R-250.

8. Protocolo de trabajo
(ver Pégina 51).

9, Andlisis estadfsticos

La actividad fisiolégica de los hongos querati-
nofflicos y queratinoliticos fué analizada me-
diante técnicas de (ANVA) de Varianza a uno y
dos criterios de clasificacién para cada una de
las variables que miden la actividad considera-
das como respuesta: pH, protefnas y grupos
sulfhidrilos. Estas variables fueron medidas en
dos tiempos: a los 15 y 30 dias de crecimiento
en los hongos queratinofilicos y a los 7y 15 dfas
en los queratinoliticos. Los modelos de ANVA
utilizados se postularon para la diferencia de
esas variables respuestas entre los dos tiempos
considerados.

La actividad de los hongos queratinofilicos fué
comparada con la de un hongo queratinolitico,
(T. mentagrophytes) considerado como control
y fué estudiado bajo dos condiciones: con o sin
agitacién. La actividad de los queratinoliticos,
en cambio fué comparada sélo entre ellos y se
estudid en cultivo estético.

RESULTADOS

1. Cepas Queratinoliticas

Para todas las cepas en el periodo de estudio el
pH se mantuvo sin variaciones apreciables, las
protefnas mostraron un incremento mientras
que la concentracién de los grupos sulfhidrilos
decrecieron (Fig. 1, Tabla 1). Ch. tropicum fue
la especie que més difiere en pH respecto al
control (T. mentagrophytes) (p < 0.001). Las
otras, en menor medida fueron A. umbrinum,
M. gypseum, y M. canis (0.01< p <0.05) G. re-
essil, no difiere significativamente (Tabla 1).

En cuanto al incremento de protefnas entre los
7y 15 dias, este resultd en general significativo
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8. Protocolo de trabajo

Activacion de cepas

Inoculum fﬁnglco

Medio de cultivo liquido mineral

Estenlizacién

Inoculamén de las cepas al medio de cultivo

Queratinofilicos

/

Cultivo estdtico y con
agitacion rotatoria

Alicuota 15 - 30 dias

N

Queratinoliticos

Cultivo estético

Alicuota 7 - 15 dias

e

Evaluacién de Actividad Queratinolitica

R

Determinacién de pH

Determinacién de proteinas totales
Determinacién de grupos sulfhidrilos libres
Daiio estructural del pelo

Liofilizacién de extracto crudo

Actividad Especifica Queratinolitica

Electroforesis

Purificacién enzimética

Determinacién de Unidades
de Queratinasa KU/ml

Dislisis y Liofilizacién

Actividad Especifica Queratinolitica

Electroforesis
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(0.01 <p <0.05), siendo mayor en los hongos sa-
proéfitos que en los patdgenos (Tabla 1).

De las cinco cepas queratinoliticas cuya activi-
dad se compar6 con el control, s6lo presentaron
diferencias estadisticamente significativas Ch.
tropicum (p<0.001 para pHyp = 0.004 para
proteinas), M. gypseum (p = 0.011 para pH y p
= (.003 para proteinas) y A. umbrinun (p =
0.021 para pH). Para los grupos sulfhidrilos no
se observaron diferencias significativas.

1.1. Actividad Especifica
En las seis cepas queratinoliticas se ob-

servd un incremento de la actividad espe-
cifica desde el extracto crudo al purificado,

siendo la cepa control la que presento un
mayor incremento (Tabla 2). La diferencia
de la actividad especifica entre los 7 y 15
dias fué significativa en general (p<0.001).
Tanto los incrementos de actividad especi-
fica como los promedios de KU/mg para
el extracto purificado fueron, en general
estadisticamente significativos (p <0.001).
Por otra parte s6lo M. gypseum no pre-
sent6 diferencias significativas de incre-
mento (entre crudo y purificado) respecto
al control. Las demds cepas obtuvieron
significaciones de p<0.001. Sélo A. um-
brium no present6 diferencias significati-
vas de KU/mg en promedio de KU/mg
para el extracto purificado, respecto al
control. Las demés cepas obtuvieron sig-
nificaciones de p<0.002.

Valores promedios de pH (a), proteinas (b),
grupos sulfhidriles (c), registrades a los 7 y 15

FIGURA 1

dias de cultivo (T. mentagrephytes como control).
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lic

1.2, Daiio estructural del pelo
Grusos Suftednios
(g osisnaml c
© ' Entre los 7y 15 dfas todas las cepas se ad-

hirieron al pelo. Sélo evidencias de mar-
cada erosién se observaron en la cepa
control y de moderada erosién en A. um-
brium, Ch. tropicum y M. gypseum,

0

1.3. Electroforesis en gel

La cepa control present6 una fuerte banda
ubicada en la zona de peso molecular
34700 - 45000, estimdndose su peso entre
38000 y 40000. Para A. umbrinum se ob-
ot servd una banda con caracteristicas simila-
res, en tanto que Ch.tropicum la presentd

10

L7

» entre 40000 y 45000 y G.reessii (muy dé-
bil) en posicién similar a la del control
(Fig. 2).
\0
Mg :
Mz Abrewiaturas:

~a

1

(]

Dia

T.m, Trichophyton  mentagrophytes; A.u.
Auxarthron umbrinum; Ch.t. Chrysosporium
tropicum; M.g. Microsporum gypseum; M.c.
Microsporum canis; G.re Gymnoascus reessii;
B.p. Botryotrichum piluliferum; G.ro. Gliocladium
roseum; Pl Paecilomyces lilacinus; P.v.
Phialophora verrucosa; S.c. Scopulariopsis
candida; S.b. Scopulariopsis brumptii; U.a.
Ulecladium atrum

TABLA N? 1

Promedios de pH, Protefnas (mg/ml) y grupos Sulfhidrilos (ug. cisteina/ml)
a los 7 y 15 dias de cultivo para las cepas de hongos gueratincliticos

Cepade NOde pH Proteinas Grupos sulfhidrilos

Hongos muestra 7dias  15dias  Variac. 7 dias 15 dias  Variac. 7 dias 15dfas  Variac.
sk 3 7,553 7,710 0,157 116,033 301,567 185.533 6.679 4,652 -2.027
A.u 3 7,537 7,637 0,100 209,033 509,467 300,433 6,964 4,832 -2,132
Ch.t. 3 7,550 7497  =0,053 128300 553,800 425,500 5,932 2,831 -3,101
M.g. 2 7,540 7,625 0.085 49,800 514,250 464,450 3,346 0,510 -2,836
*M.c. 2 7,465 7,575 0,110 172,800 443,500 270,700 1,143 0,319 -0,823
G.re 3 7,550 7,693 0,143 232,467 544,800 312,333 4,566 3,290 -1,276

* hongos patégenos
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2. Cepas queratinofilicas

54

Para todas las cepas el pH se mantuvo mds o
menos constante; las proteinas presentaron un
incremento y los grupos sulfhidrilos lo contrario
en el periodo de 15 a 30 dias. Al comparar la
condicién (sin y con agitacién) en las variables
en estudio, se observé un incremento notorio en
el caso de las proteinas. (Tabla 3).

La interacciébn entre cepa y agitacién resulté
significativa (pH 0.01 < p < 0.05; proteinas 0.01
< p < 0.05; grupos sulfhidrilos p < 0.01).

Las diferencias entre las combinaciones de cepa
y agitacién resultaron también altamente signi-
ficativas: para pH (p < 0.001); protefnas (p <
0.001); grupos sulfhidrilos (p < 0.01).

De la comparacién entre las diferencias de
las variables a los 30 y 15 dias para cepas culti-
vadas en forma estética y en agitacién, B. piluli-
ferum, P. lilacinus, S. candida y 8. brumptii se
comportaron estadisticamente iguales para pH,
en tanto que G. roseum es la que més difiri6 (p
< 0,01); las restantes presentaron un compor-
tamiento intermedio, detectdndose diferencias
significativas en T. mentagrophytes y P. verru-
cosa (0.01 < p < 0.05) y U. atrum (0.05 < p <
0.10). Para T. mentagrophytes y P. lilacinus las
protefnas difieren entre una u otra condicién (p
< 0.001), mientras que el resto no presenta di-
ferencias significativas excepto para S. candida
(0.005 < p < 0.10).

En los grupos sulfhidrilos se observan discre-
pancias significativas del comportamiento en
agitacién y estdtico, sélo para G. roseum y S.
candida (p < 0.01).

La variacién de pH para todas las cepas en
agitacién, excepto 8. brumptii fué estadistica-
mente igual al control. Para las cepas cultivadas
en forma estdtica sélo S. brumptii (p < 0.001),
B. piluliferum (p < 0.01) y P. iilacinus (p <
0.05) presentaron diferencias significativas res-
pecto al control. En cuanto a las proteinas para
el (cultivo estético), todas las cepas se compor-
taron estadisticamente igual al control, en cam-
bio, en agitacién sélo P. lilacinus no tuvé dife-
rencia significativa. En el comportamiento de
los grupos sulfhidrilos en cultivo estdtico fué
estadisticamente igual al control s6lo B. piluli-
ferum, S. candida y U. atrum. En agitacién to-
das las cepas fueron estadisticamente igual al
control, excepto G. reseum (0.05 < p < 0.10) y
S.candida (0.01 < p < 0.05). (ver Tabla 3).

2.]. Actividad especifica

En todas las cepas estudiadas tanto en la condi-
ciébn de estdtico como agitacién, la actividad es-

pecifica aumenta desde el extracto crudo al pu-
rificado (Tabla 4). Las cepas incubadas bajo
agitacién presentaron en general una mayor ac-
tividad que las de cultivo estdtico; en ambas
condiciones T. mentagrophytes present6 la ma-
yor actividad tanto para el extracto crudo como
para el purificado, mientras que en P. verrucosa
y G. roseum no se present6 en ninguna condi-
cién, para ambos extractos.

La interaccién entre hongo y condicién resultd
altamente significativa (p < -0.001) tanto para
la diferencia de Actividad Especifica, como para
la actividad especifica en el extracto purificado.
Para la diferencia de actividad especifica. sélo
G. roseum, P, verrucosa y S. candida, se com-
portan estadisticament iguales. Un comporta-
miento similar se observa en la comparacién de
la actividad especifica del extracto purificado
para las cepas en estudio, Al contrastar cada
cepa para ambas variables (diferencia y activi-
dad especifica en el extracto purificado) con el
control, todas tuvieron un comportamiento es-
tadisticamente diferente (p < 0.001), en ambas
condiciones (sin y con agitacién).

Se presenta el perfil cromatogréfico de filtra-
cién en gel sobre Sephadex G-75 para U. atrum
y la cepa control en la Fig. 3 determindndose la
absorcién en cada volumen eluido.

TABLA N2 2

Promedios de actividad especifica (Ku/mg) en el
extracto crudo - purificado y diferencias entre
ellos para las 6 cepas de hongos queratinoliticos.

Cepade N9de
Hongo  Muestra Crudo Purificado Diferencia

T.m. 3 1,813 3,197 1,383
(Control)

A 3 0,837 3,127 2,290
Ch.t 3 2,460 3,063 0,603
M.g. 2 1,525 2,920 1,395
M.c 2 2,095 3,010 0,915
G.re 3 1,207 3,053 1,846

2.2. Daiio estructural del pelo

Las cepas en cultivo estatico tienden a al-
terar menos el pelo que el control, lo mismo ocurre
en agitacién. Para el pardmetro erosién P. verru-
cosa y G. roseum discreparon totalmente del con-
trol (ya sea en agitacién como estético) y P. lilaci-
nus, S. brumptii y U. atrum bajo agitacién son
similares al control. (Tabla 5).
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FIGURA 2

Electroforesis en Gel de poliacrilamida, para las cepas: T. mentagrophytes (control). A. umbrinum, Ch.

tropicum y G. reessii.

Y

(control)

T.m, A.u,

TABLA N2 3

SBA  66.000

45.000

34.700

24,000

(Abreviaturas en pégina 53)

Promedios de pH, Protefnas (mg/ml) y grupos sulfhidrilos (ug. cisteina/ ml)a los 15 y 30 dfas de cultivo y
su variacion para las 7 cepas de hongos queratinofilicos y el control sin y con agitacién.

Cepa de Ne de pH Proteinas Grupos
Sufhidrilos
Hongo muestra 15 ds. 30ds. variac. 15 ds. 30ds. variac, 15 ds. 30 ds. variac
T.m. sin 3 7,553 7,710 0,017 111,033 301567 14,867 6,679 4,652 -0,714
con 2 7,565 7,720 0,155 213,800 474,650 260,850 5,642 5,086 -0,555
(Control)
B.p. sin 2 7555 7,725 0,170 239400 244,150 4,750 3977 3431 0546
con 7 7,560 7,673 0,113 246,186 326,286 80,100 4,332 3,799 -0,533
G.ro sin 2 7,715 7,740 0,025 180,650 214,150 33,500 3,555 3443 0112
con 5 7,494 7,704 0,210 192,900 232,240 39,340 3,577 2,507 -1,070
Pl sin 2 7,560 7,725 0,165 162,700 244,150 81,450 2,683 2,664 -0,019
con 5 7,688 7876 0,188 369,940 696,120 326,180 4,202 3,618 -0,585
P.v. sin 2 7,600 7575 0,025 97,600 118,550 20,950 3,296 3,181  -0,115
con 3 7,520 7,617 0,097 259433 361567 102,133 3,609 3,107  -0,502
S.c sin "2 7,600 7,685 0,085 213,150 244,750 31,600 3,826 3565 0,260
con 4 7,533 7,642 0,110 234950 373875 138,925 4,528 3,201 -1,328
Sbo sin 2 7,580 7,845 0,265 243,250 274,800 31,550 3,622 2,301 -1,321
con 5 7530 7,782 0252 211800 269,100 57,300 3,646 2868  -0,778
Ua. sin 2 7,670 7,705 0,035 145550 184,000 38450 4,195 3,642 -0,553
con 3 7,613 7,753 0,140 460,133 570,367 110,233 4,399 3,489 -0,910
55
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FIGURA 3

Perfil cromatogrifico de filtracién en Gel, seglin condicién (sin y con agitacién) para la cepa
queratinofilica U.atrum y para el control (T. mentagrophytes).
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FIGURA 4

Electroforesis en Gel de policrilamida, para las cepas queratinofilicas B. piluliferum, U. atrum, S.
brumptii y P. lilacinus, y para el control (T. mentagrophytes).

SBA 66.000

45.000

34,700
24.000

U.a. S.b. P.1

T s
(control) Seroalbtimina de bovino
Ovoalbiimina
] . Pepsina
5
(Abreviaturas en pégina 53) Tripsin égeno
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TABLA N¢ 4

Promedio de actividad especifica en extracto crudo
y purificado para las 7 cepas de hongos queratino-
filicos y el control, sin y con agitacién

Condicién Cepa de N9 de Extracto

Agitacién. Hongo Muestras Crudo  Purificado
Sin T.m. 3 1,887 3,213

(Control)
Con 2 2,030 3,275
(Control)

Sin B.P. 2 0,420 0,965
Con 7 0,443 1,029
Sin G.ro 2 0,000 0,000
Con 5 0,000 0,000
Sin Pl 2 0,385 0,925
Con 5 0,754 1,374
Sin Pv. 2 0,000 0,000
Con 3 0,000 0,000
Sin S.c. 2 0,080 0,250
Con ! 0,100 0,272
Sin S.b. 2 0,235 1,065
Con 5 0,280 1,330
Sin Ua. 2 0,600 1,255
Con 3 1,303 2,787

(Abreviaturas en pdgina 53)

Al comparar en la Fig 4-1a migracién elec-
troforética de las cepas queratinofilicas
con el control observamos que S. brumptii
muestra una banda similar a la de éste, es-
timdndose su.PM entre 38000 y 40000, en
cambio para U. atrum y B. piluliferum se
observé un conjunto de bandas entre
35000 y 40000, las cuales son més intensas
para U. atrum. En P. lilacinus pudo apre-
ciarse una banda muy nitida entre 40000 y
45000 y ademds una mucho més leve entre
38000 y 40000,

DISCUSION

Al estudiar las cepas queratinoliticas y querati-
nofilicas no observamos una alcalinizacién del me-
dio como postula Ziegler (1964) y Ziegler y Bohme
(1969) lo cual nos induce a pensar que la degrada-
cién de queratina no ocurrirfa por este mecanismo.
Todas las cepas queratinoliticas tuvieron un com-
portamiento diferente al del control (T. menta-
grophytes), salvo G. reessii, llama la atencién en

este hecho que un hongo zoo-antropofilico tenga
un comportamiento similar a un geofilico. En cam-
bio para las queratinofilicas el comportamiento es
similar tanto en los cultivos en agitacién como es-
taticos. Las discrepancias posiblemente se deben a
los patrones de crecimiento individuales de cada
cepa (que influye en la variacién de pH). Las simi-
litudes para nosotros no tienen una clara interpre-
tacién por la metodologfa aplicada en este caso.

El incremento en la concentracién de protefnas
para las cepas queratinoliticas y queratinofilicas se
atribuye a la liberacién de proteasas por parte del
hongo y a la accién de éstas sobre el pelo.

En las cepas queratinoliticas se muestran las
diferencias en la concentracién de proteinas entre
las cepas pardsitas (menor) y las saprofiticas (ma-.
yor), debido quizds a una restriccién enzimética
por la dependencia hacia el hospedero de las pri-
meras. En cambio a las cepas saprofiticas su ma-
yor dotacién enzimdtica les permite enfrentar en
mejor forma cambios nutricionales.

Al comparar la cepa T. mentagrophytes con las
cepas queratinofilicas se observé una mayor con-
centracién de protefnas en el control, ésto se debe
presumiblemente a su capacidad dcmostrada de
queratinolisis (Yuy col. 1968, 1969, 1971).
Pensamos que la mayor concentracién de proteinas
que alcanzan U, atrum y P. lilacinus se debe a la
activacién de sistemas enziméticos, con el fin de
aprovechar el dinico sustrato que se encuentra en el
medio como fuente de carbono y nitrégeno, lo que
se explicaria por su ubicuidad y presencia constante
en variados sustratos en la naturaleza que les con-
fiere una alta capacidad de competencia, casi como
las cepas especializadas para la degradacién de este
sustrato (queratina).

En la comparacién de los cultivos en agitacién y
estaticos en cuanto a proteinas, la condicién pri-
merd es significativa para T. mentagrophytes y P.
lilacinus, lo que demostrarfa que para estas cepas
en particular, la agitacién es un factor que influye
en la liberacién de ellas, ademds P. lilacinus es
comparable en cuanto a su incremento de protei-
nas a T. mentagrophytes (cepa clasilicada como
queratinolitica).

Sin embargo, en los grupos sulfhidrilos se ob-
serva una disminucién de su concentracién entre la
primera y segunda alicuota (correspondiente a los 7
y 15 dias para las queratinoliticas y a los 15 y 30
dfas para las queratinofilicas), atribuible a la oxi-
dacién de estos grupos tanto a sulfato como a sul-
fito, ademas de la oxidacion de cisteina a cistina.

Lo anterior se comprueba al comparar las va-
riaciones experimentadas por estos grupos para las
cepas queratinoliticas y queratinofilicas respecti-
vamente. Esta variable se ve influenciada por el
proceso de agitacién debido a que éste facilita la
oxigenaci6n en el medio de cultivo. Este hecho
avala la_hipétesis formulada por Kunert (1972) de
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TABLA N2 5

Dafio estructural del pelo observado a microscopfa 6ptica (100X) a los 15 y 30 dfas de cultivo
en hongos queratinofilicos sin y con agitacién, segiin accién del hongo*

Accién del Hongo

Condicién Cepa de N9 de Intacto Adeherido Erosionado
Agitacién Hongo  Muestra 15 ds. 30 ds. 15 ds. 30 ds. 15 ds. 30 ds.
Sin T.m. 3 - = - - + +
Con 2 - - - + - +
Sin B.p. 2 - - - + - *
Con 7 - & + + A %
Sin G.ro. 2 - - - + - -
Con o) - - - + - -
Sin Pl 2 - - * + - £
Con 5 = = + + - #
Sin Pv 2 + = & + -

Con 3 - + * -

Sin S.c. 2 - + ¥ +
Con 4 - + + . +
Sin Sb. 2 . % 4 . *
con 5 8 o i % i *
Sin U.a. 2 - - + + & +
Con 3 - - + * + +
(-): negativo (+): positivo (): leve

" Se consideran los términos Intacto (no hay accién del hongo), Adherido (el hongo se observa rodeando ¢l pelo o
sobre él) y Erosién (evidencia de ruptura en la continuidad de la corteza).

que la sulfitolisis es un proceso previo a la acci6n
enzimética, lo que ha sido demostrado ademés por
otros autores (Alvarez Y Bracalenti 1984; Ruffin y
col 1971 y Ragot 1969).

La observacién microscdpica del pelo, pardme-
tro un tanto subjetivo, arrojo resultados que deben
interpretarse con cautela. En los tiempos en que se
efectuaron las observaciones, no se detectaron 6r-
ganos perforadores (English 1965) seguramente
debido a la agitacion y a las caracteristicas del me-
dio de cultivo. Ante ésto y sobre la base de los re-
sultados anteriormente mencionados pensamos que
la degradacién de sustratos queratinicos no se basa
s6lo en la accién mecénica de penetracién del mi-
celio, sino que debe existir una accidén conjunta con
procesos proteoliticos y quimicos,

Respecto a la actividad especifica de las protei-
nasas cabe hacer notar que se utilizd como sustrato
pelo humano por su alto contenido en queratina.
Analizando las cepas queratinoliticas se observd
que todas presentan una actividad enzimética com-
parable a la del control, para el extracto purificado,
pero ellas difieren estadisticamente. Sus valores
[luctdan alrededor de 3.0 KU/mg. lo cual no es
comparable con lo descrito en la literatura para las
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cepas que han sido previamente estudiadas, (M.
canis 7.7 KU/mg y T. mentagrophytes 4.02
KU/mg), realizados bajo la condicién de agitacién
(Yu col. 1969,1971; Takiuchi y col.
1981,1982,1984).

En las especies queratinofilicas en ambas con-
diciones de cultivo, se observa que la actividad es-
pecifica es mucho menor que el control; en P. ve-
rrucosa ¥ G. roseum no se detectd actividad enzi-
mitica lo que estaria indicando que bajo estas con-
diciones no producirian un complejo de proteasas
capaz de degradar la queratina "in vitro".

Es importante destacar que las cepas querati-
nofilicas estudiadas en el presente trabajo no han
sido analizadas desde este punto de vista por otros
investigadores, de ahi que los valores de actividad
especifica no pueden ser comparados con una cepa
queratinofilica como control.

Del electroforetograma para T. mentagrophy-
tes, se deduce que la banda observada podria asig-
narse al complejo de enzimas extracelulares, que-
ratinasas, descritas por Yu y col. (1969) ya que se
encuentra en un rango de peso molecular seme-
jante al definido por este autor. Este complejo en-
zim4tico fue utilizado como patrén electroforético,
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ya que uno de queratinasa pura fue para nosotros
imposible de obtener. La comparacién con la cepa
control indicé que A. umbrinum y S, brumptii pre-
sentan una banda que es préicticamnete igual a la
de éste; una levemente diferente (P.M. algo supe-
rior) se observ6 para P.lilacinus, ademés de bandas
difusas para Ch. tropicum, G. reessii, B. pilulife-
rum y U. atrum. En general, todas estas bandas
por sus caracteristicas electroforéticas y por lo des-
crito en la literatura, corresponden a una similar a
la queratinasa aislada para T. mentagropytes. Las
diferencias obtenidas pueden deberse al proceso
de purificacién o las caracteristicas intrinsicas de la
cepa analizada,

Debido al nimero de cepas analizadas, no fue
posible trabajar con cantidades mayores de medio
de cultivo como se describe en la literatura. Esto
fue una gran limitante, en la mejor caracterizacién
de la enzima.

Las cepas queratinofilicas se cultivaron bajo dos
condiciones; estdtica, que emula la condicién sa-
profitica, y en agitacién, que semeja la condicién
parasitica (Raubitschek 1962). Est4 tltima, favore-
ci6 la produccién enzimética tanto para el control
como para las cepas estudiadas.

CONCLUSIONES

Para la degradacién de sustratos queratinosos,

en los hongos, parece ser necesaria la accién con-
junta del efecto mecénico de penetracién, un efecto
quimico ("sulfitolisis"), y uno enzimético por la ac-
cién de proteasas extracelulares.

Todas las bandas de migracién electroforética
analizadas pueden corresponder a queratinasas ex-
tracelulares, comparable al obtenido para T. men-
tagrophytes.

Las cepas queratinoliticas analizadas mostraron
una actividad enzimatica comparable (3.0 KU/mg),
en cambio cinco de las siete queratinoflicas lo hi-
cieron en menor grado.

La presencia de queratinasas en A. umbrinum y
G. reessii, dos miembros de las Onygenales con un
marcado habitat copréfilo y por lo tanto con capa-
cidades celuloliticas francas, confirmaria su activi-
dad queratinolitica no descrita con anterioridad,
aunque es conocida su filia por este sustrato.

Al parecer la competencia por la queratina no
es exclusiva de las Onygenales y especies relacio-
nadas, sino compartida por otros taxa como es el
caso de U. atrum y P, lilacinus, especies de amplia
difusién en diversos habitat geofilicos. La presen-
cia de hongos queratinofilicos en una gran variedad
de suelos nos permite catalogar a algunos, como
seguramente a muchos otros atin no estudiados en-
ziméticamente, como buenos competidores con es-
pecies mas especializadas en varios sustratos pro-
teicos semejantes o diferentes a la queratina.
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