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SUMMARY

Enzymatic activities were determined in five strains of
distoplasma capsulatum yeasts (EH46, EH50, EH51, EH52, EH53)
by APIZYM microassay. From nineteen tested enzymes, alkaline
phosphatase, esterase lipase Cg, acid phosphatase and
phosphoamidase were found in a?l strains studied, while lip-
aseCi14 and leucine arylamidase were present in only 4 strains.
The last enzymes were absent in a high virulent strain of

distoplasma (EH53).

RESUMEN

Se determinaron actividades enzimdticas en 5 cepas de
distoplasma capsulatum en fase levaduriforme (EH46, EHS50,
EH51, EH52, EH53) por el micrométodo del APIZYM. De las 19
enzimas probadas se encontraron actividades de fosfatasa alca
lina, esterasa lipasa Cg, fosfatasa 4cida y fosfoamidasa en
todas las cepas estudiadas, mientras gue la lipasa Ci4 y 1la
leucina arilamidasa, sblo se determinaron en 4 cepas. Estas
filtimas enzimas no aparecieron en la cepa EH53 de alta viru-
lencia.

INTRODUCCION

El hongo dimdrfico Histoplasma capsulatum Darling, agente
etiolégico de la micosis denominada histoplasmosis, se carac
teriza por ser un pardsito intracelular preferencial del sis
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tema fagocitico mononuclear. Dicha enfermedad se manifiesta
en individuos susceptibles que presentan un estado desfavo-
rable natural o circunstancial,que facilita la implantacibn
del hongo. La relacibn macrbfago/hongo juega un papel cru--
cial en la definicibn del estado infeccioso. El destino del
hongo en la estancia intramacrofigica en huéspedes aptos ca
paces de desarrollar una respuesta inmune celular eficiente,
lleva a la eliminacifn del parésito con subsecuente limita-
cifn y curacibn del foco infeccioso. En ocasiones, la rela-
cifén entre el binomio macr6fago/hongo favorece a este Glti-
mo, dando como consecuencia la progresidn del estado infec-
cioso hasta llegar a la enfermedad que puede cursar desde
una forma leve, severa e incluso fatal. El mecanismo que
define la sobrevivencia del hongo al ataque citocida de los
macr6fagos, no es claro. Entre sus explicaciones, se encuen
tra la que plantea la inhibicifn de la unién fagosoma-lisosoma
en los fagocitos infectados con dosis altas del parésito

( Taylor et al., 1988) y la de quienes demuestran que H.
capsulatum m inhibe el estadillo respiratorio en macr&fagos pe
ritoneales de ratones normales (Wolf et al., 1987).Losmecanis
mos de escape a la muerte intracelular, desarrollados por
Histoplasma, empiezan a elucidarse, sin embargo, poco se co
noce acerca de las enzimas del parisito que intervienen en
el proceso fagocitico y que también pudieran participar en
el mecanismo de dafio al huésped. Considerando estos aspec--
tos, en el presente trabajo se estudif el espectro enz1m5t1
co del hongo a través del micrométodo del APIZYM, que ha sI
do empleado en la diferenciacifn biogufmica de otros hongos
patbgenos (Fromentin, 1982).

MATERIALES Y METODOS

HONGOS. Se utilizaron cinco cepas de Histoplasma capsu-
latum: EH46, EH50, EH51, EH52 y EHS53,aisladas de casos huma-
nos y mantenidas en el cepario del Departamento de Ecologia
Humana en agar micobibético (Biox6n) a temperatura ambiente.
La fase levaduriforme fue obtenida a 37°C en el medio de in
fusibn cerebro corazén (Biox6n) adicionado de 1% de glucosa
(Merck) y 0.1% de hidrocloruro de L-cisteina (Merck).

PREPARACION DE LEVADURAS DE HISTOPLASMA. Las levaduras
crecidas en fase logarfitmica en medio de infusién cerebro
corazdn, fueron cosechadas por centrifugacifn (800 g/10 min)
y lavadas en solucibn balanceada de sales (SBS). Previa su
utilizacibn, se cultivaron por 24 hrs adicionales en medio
sintético de Tewari y Kegel (1971) a 37°C y flnalmente fue-
ron ajustadas en SBS a una concentracién de 5 x 106 lev/3 ml,
para la determinacifn enzimdtica por el micrométodo APIZYM.
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DETERMINACION ENZIMATICA. E1 APIZYM (API System, La Bal
me-les-Grottes, France) permite la deteccifn simultfnea de 19
actividades enzimdticas diferentes. Este método utiliza 19
pozos en tiras preparadas con los sustratos apropiados para
cada enzima: 2-naftil-fosfato para fosfatasa alcalina; 2-naf
til-butirato para esterasa-C4; 2-naftil-caprilato para este=
rasa lipasa-Cg; 2 naftil-miristato para lipasa-Ci14; L-leucil
=2- naftilamida para leucina arilamidasa; L-valil-2-naftilami
da para valina arilamidasa; L-cistil-2-naftilamida para cigf
tina-arilamidasa; N-benzoil-DL-arginina 2-naftilamida para
tripsina; N-glutaril-fenilalanina-2-naftilamida para oa-qui
miotripsina; 2-naftil fosfato para fosfatasa &cida; naftol
AS-Bl fosfodiamida para fosfoamidasa; 6-Br-2naftil-a -D-ga
lactopirandésido para a-galactosidasa; 2-naftil- g-D-galac
topiran6sido para p-galactosidasa; naftol AS-Bl- g -D-glucu
ronato para p-glucuronidasa; 2-naftil- @ -D-glucopiranésido
para «-glucosidasa; 6-Br-2-naftil- g-D-glucopiranésido pa
ra p-glucosidasa; l-naftil-N-acetil- j -D-glucosamina para
N-acetil- B -glucosaminidasa; 6-Br-2-naftil-a -D-manopiranési
do para « -manosidasa; 2-naftil-a -L-fucopiran&sido para a-
fucosidasa.

Las pruebas se realizaron por duplicado y al mismo tiem
po se procesaron controles sin sustrato. Se agregd 65 ul de™
cada suspensidn de levaduras preparadas (5 x 106 lev/3 ml SBS)
a los pozos de cada tira y se incubd a 37°C durante 4 horas.
Despué€s, se anhadibd a cada pozo 37 jul del reactivo ZYM A (TRIS
250 g, HCL 37% 110 ml, laurilsulfato 100 g, agua destilada
cbp 1000 ml ) y 37 ul del reactivo ZYM B (Fast Blue BB 3.5 g,
2-metoxi-etancl cbp 1000 ml ). Se llevd a cabo la reaccibn,
se observd el resultado por medio de la aparicibn de color
(5 min) y se procedid a la lectura. Esta se realizé de acuer
do a la escala de colores del sistema APIZYM.

RESULTADOS Y DISCUSION

La determinacidn enzimitica en las 5 cepas de H.capsula-
tum mostr6 la presencia de fosfatasa alcalina, esterasa lipa-
sa-Cg, fosfatasa 8cida y fosfoamidasa en todas ellas (Tabla 1).
La lipasa-Ci14 y la leucina arilamidasa fueron determinadas
s6lo en 4 cepas EH46,EH50, EH51 y EH52 ya que no aparecieron
en la cepa EH53 qgue corresponde a la cepa mis virulenta de
Histoplasma, la cual fue aislada de una histoplasmosis fulmi-
nante. Otras dos enzimas, la pB-gluccsidasa y la N-acetil-g
glucosaminidasa se observaron solamente en 3 cepas, EH46,EH50
y EH52, respectivamente (Tabla 1).

Entre los escascs trabajos donde se relacionan enzimas y
patogenicidad en H. capsulatum, se encuentra el de Watson y
Lee (1978), quienés aislaron dos aminopeptidasas citopl&smi-
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TABLA 1

ACTIVIDADES ENZIMATICAS EN CELULAS LEVADURIFORMES DE
DIFERENTES CEPAS DE HISTOPLASMA CAPSULATUM

CEPAS DE H. capsulatum

ENZIMAS

EH 46 EH S50 EH 51 EH 52 BEH 53

Fosfatasa alcalina + +
Esterasa-C4 % =
Esterasa lipasa-Cg + .
Lipasa-C14 + +
Leucina arilamidasa + +
Valina arilamidasa - -
Cistina arilamidasa - -
Tripsina - -
a =quimiotripsina - -
Fosfatasa &cida + +
Fosfoamidasa + +
a -galactosidasa = =
p -galactosidasa - -
B =glucuronidasa - =
a -glucosidasa - -
B -glucosidasa + +
N-acetil-p-glucosaminidasa + +
a -manosidasa - -

a -fucosidasa

+ + -
+ + -
+ + -
+ 4 -
+ + +
- - -
- + -
- + -

La determinacidn de las actividades
por el sistema APIZYM.

+ indica color caracteristico de la

- ausencia de reaccibn.

enzimdticas se realizé

reaccibn enzima/sustrato.
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cas del hongo, las cuales pudieran actuar sobre el hu&sped
causando destruccién tisular, despufs de la lisis o degrada-
cidn de la cé€lula ffingica. Howard (1975, 1981) estableci8
una relacibn entre virulencia y presencia de catalasa, sin
embargo, debido a los contradictorios niveles de catalasa
encontrados en cepas de Histoplasma con diferentes grados de
virulencia (Howard y Dabrowa, 1982), este parimetro no se
considera @itil para definir su patogenicidad. En los resulta
dos con el m&todo APIZYM no se pudo comprobar la presencia
de catalasa y aminopeptidasas, ya que los sustratos respecti
vos para estas enzimas no estaban contenidos en las tiras del
sistema utilizado.

Debido a la importancia de la fagocitosis en la histo-
plasmosis, se realizd un ensayo preliminar para determinar
las mismas actividades enzimiticas descritas en materiales y
métodos. Este ensayo se llev6 a cabo en levaduras recupera-
das despué€s de la fagocitosis en macrffagos peritoneales de
ratén (datos no presentados). Los resultados mostraron que
la p--galactosidasa y la p-glucuronidasa, gque no aparecieron
en ls levaduras solas previo a la fagocitosis, fueron eviden-
tes en levaduras recuperadas de macr6fagos y mantenidas por
24 hrs adicionales en medio de Tewari y Kegel (1971). Dicha
observacifn sugiere que estas enzimas pudieran ser inducidas
en el hongo durante la estancia intramacrofégica, o bien, son
de origen macroffgico y aparecen como remanentes recuperadas
despu€s de la fagocitosis, aunque esto iltimo parece poco
probable, pues la prueba enzimidtica se realizd con levaduras
mantenidas en cultivo por 24 hrs adicionales.

Hasta la fecha no existen estudios relacionados a la des

cripcién del espectro enzimltico de H. capsulatum en sus dos
formas morfol8gicas, aunque se han investigado aisladamente
algunas enzimas importantes en su metabolismo y en particular
aquéllas asociadas al dimorfismo de este hongo, como son la
cistina reductasa (Maresca et al., 1978) y la sulfito reduc-
tasa (Bogulawski et al., 1976). Sin embargo, la obtencién de
datos sobre las enzimas presentes en Hlstoglasma, particular
mente las de la fase parasitaria y en especia as que se ma
nifiestan en la interaccién macrbfago/hongo, abriria la posi
bilidad de investigar nuevos caminos en los estudios de la
relacién huésped/pardsito en la histoplasmosis.
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