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Resumen

El género de hongos Sporothrix se reconoce por causar graves enfermedades a hospederos mamiferos
comunmente inmunodeprimidos, hecho que lo convierte en un organismo modelo fungico ideal para el
estudio, andlisis y comprension de factores de virulencia eucariéticos. El uso de modelos invertebrados con
sistema inmune innato representa una ventaja sobre las barreras bioéticas, pues remplaza al modelo murino
y permite obtener una semejanza de datos inmunologicos. Utilizando larvas de Galleria mellonella como
modelo biolégico se determiné un indice de virulencia de cepas Wild Type (WT) y mdltiples aislados clinicos.
En este trabajo se encontr6 que las cepas WT y los aislados clinicos de S. brasiliensis son las cepas con un
mayor indice de mortalidad y por lo tanto de virulencia, seguidas de las especies S. schenckii y S. globosa.
Al analizar la virulencia de las cepas, dentro de una misma especie, se determinaron los valores para P de
0.005, 0.001 y 0.0295 respectivamente. Asi la cepa que presenté una mayor virulencia fue el aislado clinico
UFTMOL1 de S. brasiliensis el cual tuvo un porcentaje de supervivencia del 0%, siendo el mas virulento de
entre las 10 cepas analizadas.
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Introduccién

Sporothrix es un género de hongos saproéfitos del orden Ophistomatales, que actualmente cuenta con 52
especies distintas, en su estado silvestre suele encontrarse en suelo, restos vegetales, madera en
descomposicion e insectos (Carvalho et al., 2022). Algunas especies tienen la caracteristica de ser hongos
dimérficos, donde a temperaturas entre 25°C y 30°C se mantiene su forma micelial con hifas septadas,
mientras que a una temperatura ligeramente mayor de 35°C a 37°C forma levaduras, una caracteristica que
les ayuda a sobrevivir en diferentes condiciones (Sil et al., 2015). Los aislados silvestres de Sporothrix son
normalmente encontrados en asociacion con materia vegetal en el suelo, a temperatura ambiente (rondando
los 25°C) donde se encuentra como micelio, sin embargo rapidamente pasa a su conformaciéon de levadura
al cultivarse en un medio a la temperatura adecuada o bien al inocularse en hospederos mamiferos (Sharma
etal., 2022).

La esporotricosis es una enfermedad cutanea y subcutanea distribuida en todo el mundo, que afecta a
humanos y otros mamiferos, especialmente gatos (Lozoya-Pérez et al., 2020) y cuyo agente etioldgico son
hongos del género Sporothrix. Durante el siglo XX se consideraba que la especie primeramente descrita S.
schenckii (Schenk 1896) era la Unica especie causante de la patologia, sin embargo, al analizar molecular y
fisiolégicamente aislados clinicos caracterizados como S. schenckii, se encontré que éste en realidad suponia
un complejo de varias especies como S. mexicana, S. albicans, S. luriei, S. brasiliensis, S. globosa y S.
schenckii sensu stricto (Marimon et al., 2007). La esporotricosis es comun en jardineros, agricultores o
personas que en general estan relacionadas con trabajo en cultivos vegetales. Esta enfermedad suele tener
diferentes formas de infeccién, donde la forma cutanea es la mas predominante, esta tiende aparecer cuando
hay una interaccién directa de la forma saprofitica del hongo con una lesién de la piel, y esta dada
principalmente por las especies S. globosa y S. schenckii (Barros et al., 2011). Por otro lado, la infeccién
causada por S. brasiliensis es considerada una enfermedad zoonética, ya que suele transmitirse mediante la
interaccion directa de mordedura o rasgufio entre mamiferos, principalmente felinos (Gremiéo et al., 2017;
Echoscopes et al., 2021). En ocasiones menos comunes, el contagio se puede dar fuera del contacto con la
piel, al aspirar esporas que pueden implantarse en los pulmones o bien diseminarse por la via linfatica a tejido
osteoarticular, meningeal (De Carolis et al., 2022). Varios factores pueden afectar en las diferentes formas
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clinicas de la esporotricosis, como la carga del indculo, la virulencia de la cepa inoculada, el estado inmunitario
que presente el hospedero y la profundidad de la inoculacién traumatica. Dado a que la esporotricosis, en la
mayoria de los paises, no es necesario notificarla cuando se presenta, las publicaciones sobre los casos
llegan a ser escasas y hay poca informacion sobre su incidencia (Barros, et al., 2011).

Un factor de virulencia se define como un elemento del patégeno que contribuye a dafiar al hospedero, cuya
ausencia provoca la reduccién de la virulencia sin afectar el crecimiento o la aptitud del organismo (Garcia-
Carnero et al., 2022). A pesar de que ya se dispone con la secuenciacion del genoma de S. schenckii., S.
brasiliensis y S. globosa, la informacion sobre los factores de virulencia de estos microorganismos es muy
limitada. Sin embargo, diversas investigaciones han dilucidado la presencia de algunos factores de virulencia
en S. schenckii, entre ellos se encuentran adhesinas como la Hsp60 y Papl, genes implicados en la
termotolerancia como Hsp90 y Sscmkl y finalmente, proteasas como proteinasa | y Il (Gomez-Gaviria et al.,
2023).

En todas las especies de hongos, la pared celular es la estructura flngica que interactdia con la inmunidad
del hospedero en primer término. Se ha reportado que S. brasiliensis es mas termotolerante que las otras
especies de Sporothrix. Sin embargo, otros factores de virulencia ya conocidos en S. schenckii son enzimas
extracelulares, adhesinas y melanina (Garcia-Carnero et al., 2023). Por otra parte, S. brasiliensis presenta
adaptaciones al microambiente del hospedero, mostrando caracteristicas fenotipicas alteradas debido a la
presién de seleccion, este proceso es denominado como microevolucion (Correa-Junior et al.,2023). Se ha
demostrado por medio de distintos experimentos que S. brasiliensis es mas virulenta que S. schenckii. Sin
embargo, S. brasiliensis presenta resistencia a los antibiéticos como itraconazol y miltefosina. Su resistencia
a antibioticos esté relacionada, entre otros factores, a su capacidad para formas biopeliculas (Lopes-Bezerra
et al., 2018). Las distintas especies pueden presentar virulencia y formas clinicas diferentes, ya que S.
schenckiiy S. brasiliensis pueden provocar lesiones cutaneas profundas y diseminadas, en cambio S. globosa
se ha descrito principalmente en infecciones linfocutaneas pero de baja virulencia.

G. mellonella es un organismo modelo util para definir agentes causantes de enfermedades, examinar
mecanismos de interacciéon molecular entre patégeno/hospedero y evaluar la eficacia de farmacos (Trevijano-
Contador et al., 2018). El uso de este modelo permite un facil manejo, genera un bajo costo de
produccién/manutencion y mantiene una poblacion consideradamente elevada; con el objetivo de obtener un
andlisis estadistico confiable (Garcia-Carnero et al., 2021). G. mellonella se describe como una especie de
insecto lepidéptero del suborden Glossata y clado Dytrisia. En la fase larvaria mantiene una forma cilindrica
y gruesa, caracterizada por un cuerpo blando dividido en 13 segmentos, en los cuales se encuentran 3 pares
de patas verdaderas (segmentos toracicos) y 4 pares de protuberancias membranosas (segmentos
abdominales). Su morfologia microscopica esta formada por: A) integumento compuesto por cuticula y
epidermis, B) sistema digestivo compuesto por estomodeo, mesotereon y proctodeo, C) sistema excretor
compuesto por tubos de Malpigui y érganos accesorios productores de seda y saliva, D) cuerpo graso
compuesto por fosfoproteinas, y E) sistema inmune innato dividido en respuesta celular y humoral. Su ciclo
de vida incluye las etapas de larva y pupa antes de la transformacion final a polilla, la cual ocurre
aproximadamente en un mes (Garzén et al., 2022). Esta respuesta es similar a la de los mamiferos, es posible
comparar la respuesta inmune efectuada por el organismo con el de los humanos en caso de una infeccion,
en este caso fungica. Esta homologia se debe en parte en la similitud de los hemocitos presentes en la
hemolinfa, con los neutréfilos humanos (Browne et al., 2013), ambos al ser parte de la respuesta inmunitaria
de estos organismos nos permiten comparar de forma estadistica los factores de virulencia de las cepas de
Sporothrix. Esta respuesta es llevada a cabo por los sistemas celular y humoral, encontrados en la hemolinfa
como diferentes componentes moleculares transcritos tras el contacto con elementos patogénicos. El sistema
celular se conforma por 6 tipos de hemocitos diferenciados (prohemocitos, plasmatocitos, células granulares,
coagulocitos, esferulocitos, y enocitoides) con diferente capacidad fagocitica y de produccion de compuestos
antimicrobianos. Por otra parte, el sistema humoral se compone de péptidos antimicrobianos anionicos (AP1,
AP2) y catidnicos (con residuos de glicina o prolina y puentes de disulfuro), enzimas liticas (proteasas y
lisozimas) y opsoninas (lipopolisacaridos, peptidoglicanos y apolipoproteinas) que actian directamente en
presencia de agentes patogénicos (Trevijiano-Contador et al., 2018). El objetivo de este trabajo fue analizar
la diferencia de la virulencia entre especies de Sporothrix.
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Materiales y métodos
Crecimiento y seleccién de levaduras de cepas de Sporothrix

Se realizaron cultivos de 15 cepas distintas del género Sporothrix (S. schenckii, S. globosa, S. brasiliensis).
Algunas cepas provenian de cepas WT mientras otras cepas provenian de aislados clinicos (Tabla 1). Las
levaduras fueron crecidas en tubos Falcon de 50 mL en un medio YPD (7.8 pH) (1% [p/v] de extracto de
levadura, 2% [p/v] peptona, 3% [p/v] Dextrosa), incubandose en agitacién a una temperatura de 37°C durante
un periodo de 3 dias. Con base en el crecimiento positivo de levaduras en algunas cepas se seleccionaron
10 de ellas para realizar los tratamientos (Tabla 1).

Tabla 1. Cepas de Sporothrix utilizadas en este estudio

CEPAS ETIQUETA ORGANISMO CRECIMIENTO
LEVADURIFORME

CEPAS WT DE Sporothrix

ATCC MYA4821 341* S. schenckii Positivo

ATCC MYA4823 342* S. brasiliensis Positivo

ATCC MYA4824 343* S. brasiliensis Positivo

AISLADOS CLINICOS

SS-399 415* S. schenckii Positivo

114500 419* S. brasiliensis Positivo

14158 420* S. brasiliensis Positivo

UFTMO1 421* S. brasiliensis Positivo

212 589* S. globosa Positivo

224 590* S. globosa Positivo

ATCC MYA4820 340a* S. schenckii Positivo
(con conidios y micelio)

Aislamiento y células mononucleares humanas

Se tom6 una muestra sanguinea de 40 mL de un donador sano voluntario, por medio de puncién venosa en
tubos con EDTA. La sangre contenida se transfirié a tubos Falcon de 50 mL nuevos y estériles, hasta llegar
a un volumen de 35 mL completando hasta la marca con PBS estéril a temperatura ambiente. Seguidamente,
en otro tubo Falcon de 50 mL se agregaron 15 mL de Ficoll — Histopaque a temperatura ambiente, la muestra
sanguinea se adiciond lentamente en el tubo que contenia Ficoll para obtener dos fases, obteniendo en la
parte inferior el Ficoll y en la superior la sangre. Posteriormente, se centrifugé a temperatura ambiente a 874
x g durante 20 minutos. Finalizada la centrifugacion se recuperaron los monocitos inmediatamente, para evitar
que el Ficoll fuera téxico para las células. Las células recuperadas se colocaron en tubos Falcon y se adiciond
PBS estéril y frio a 4°C, hasta obtener un volumen final de 50 mL, a continuacion, se llevo a centrifugar a 4°C
a 874 x g durante 10 min. Se elimin6 el sobrenadante y se resuspendid la pastilla en 5 mL de RPMI DM, se
tomaron 20 pL de cada suspensién celular. Las células obtenidas se cuantificaron en la camara de Neubauer.
Estas células mononucleares fueron aisladas con el fin de “retar” a las levaduras de las cepas utilizadas en
el experimento, para recuperar su virulencia previo al comienzo del tratamiento en el modelo animal utilizado.

Interaccion de monocitos con células de Sporothrix

Las interacciones monocitos - levadura se llevaron a cabo en placas de microtitulacién de 96 pozos, donde
se adicionaron 400 pL del patégeno y 100 uL de monocitos. Posteriormente las placas se enrollaron en papel
adherente y se incubaron por 24 horas a 37°C en incubador de CO2 al 5%.

Observacion de levaduras de las cepas de Sporothrix

Previo a la observacion de las células, se realiz6 la preparaciéon de los montajes. Se realizé un montaje por
cada una de las 10 cepas estudiadas en el experimento, el cual se preparé colocando 10 uL de una dilucion
1:100 de PBS vy cultivo de la cepa sobre un portaobjetos, luego colocando un cubreobjetos y finalmente
utilizando aceite de inmersién para proceder a la observacion en el microscopio.
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La visualizacion de las levaduras de las cepas de cada una de las 3 especies de Sporothrix se realizd con
ayuda de microscopia de campo claro a 63 X utilizando el microscopio Zeiss Axioscope-40 y una camara
Axiocam MRc para poder capturar las fotos de las cepas. Este procedimiento se realizé con la finalidad de
identificar la morfologia microscopica de las levaduras y verificar que los cultivos no estuvieran contaminados.

Seleccién, tratamiento e inoculacién de las larvas de G. mellonella

El procedimiento fue realizado con larvas de G. mellonella de tamafio mediano obtenidas del distribuidor
PETMMAL® las cuales fueron alimentadas con comida preparada estéril para G. mellonella con una
formulacion de 500 g de salvado de trigo, 250 g de harina de arroz, 200 mL de glicerol y 200 mL de miel.

Los ejemplares de G. mellonella se agruparon en cajas Petri en grupos de 10 por cada cepa a inyectar, junto
con una porcion del alimento correspondiente y se mantuvieron en condiciones de temperatura ambiente y
con luz escasa durante la realizacion del experimento.

Las larvas de G. mellonella se inocularon con volimenes ajustados de PBS y de las 10 cepas retadas. La
inoculacion se realiz6 por ejemplar, donde primeramente cada uno fue desinfectado con una torunda con
etanol al 70%. Posteriormente, a cada larva se le inyectaron 10 pL de cada preparacion realizada, con ayuda
de una jeringa Hamilton, especificamente en la propata izquierda del pendltimo par, depositandolas en la caja
Petri para su incubacion (Figura 1). Cabe destacar que, el grupo de las larvas correspondiente al control fue
inyectado con la misma técnica, pero Unicamente con PBS. Los 10 grupos de larvas de G. mellonella y el
control se limpiaron diariamente para evitar la formacién de la fase puparia. Finalmente, se monitorearon
cuantos organismos seguian vivos y muertos durante 15 dias, realizando cada tratamiento por duplicado.

Figura 1. (A) Se muestran las condiciones de vida de los ejemplares de G. mellonella del experimento. (B)
Con una flecha azul, se encuentra sefialada la zona donde se realiz6 la puncion para la inoculacion de los
organismos.

Conteo y calibracién de células de cepas de S. schenckii, S. globosa y S. brasiliensis
La estimacion de la concentracion de levaduras se llevéd a cabo con un hemocitometro (Camara de Neubauer).

Tomando en cuenta el factor de dilucién 1x10%, se realizaron ajustes a la concentracion con diluciones 1:1000
y 1:100 de caldo nutritivo y PBS con cada cepa de Sporothrix (Tabla 2).
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Tabla 2. Cepas utilizadas de las especies de Sporothrix (S. schenckii, S. globosa y S. brasiliensis) con conteo
de células en camara de Neubauer para posterior ajuste del preinéculo.

CEPAS CANTIDAD DE CELULAS DILUCION
ATCC MYA4820 43 1:100
ATCC MYA4821 50 1:100
ATCC MYA4823 102 1:100
ATCC MYA4824 14 1:100
SS-399 14 1:100
114500 64 Sin dilucién
14158 76 1:100
UFTMO1 12 Sin dilucion
212 45 1:100
224 49 1:100

Anadlisis estadistico - Gréaficas de supervivencia

Se realizaron 3 gréficas de supervivencia de los grupos de G. mellonella, realizando una grafica por cada
especie de Sporothrix utilizada (S. schenckii, S. globosa y S. brasiliensis), graficando la respuesta al
tratamiento. Estas graficas se realizaron con ayuda del programa Prism 10, de GraphPad ® utilizando una de
sus funciones llamada “graficas de supervivencia”, que utiliza un modelo de curva Kaplan-Meier que evalia
el porcentaje de supervivencia en funcion del tiempo. Se tabul6 el nUmero de individuos que perecieron en
cada medicion (eje y) en relacion con el dia en la que esta medicién se realizd (eje x). El analisis no
paramétrico fue realizado utilizando el andlisis Log-rank de (Mantel-Cox), contando como valores
significativos los resultantes de P>0.05, y para chi cuadrada valor y*>df.

Resultados

Cambios relacionados a la respuesta inmune de G. mellonella hacia la infeccion por Sporothrix

Primeramente, se observaron los cambios fisicos que sufrieron los ejemplares de G. mellonella en respuesta
a la inoculacién con las distintas especies de Sporothrix. La virulencia en el invertebrado por parte de la
levadura pudo ser facilmente observada por la melanizacién que ocurria en el cuerpo de las larvas infectadas.
Por una parte, las larvas sanas fueron identificadas por un color crema uniforme en su cuerpo, sin marcas
oscuras correspondientes a la melanizacién (Figura 2A). Mientras que en las larvas infectadas con las
distintas especies de Sporothrix, se observaron indicios de melanizacion, por lo general a partir del segundo
dia del tratamiento. Ademas, se pudo observar que la melanizacién aumentaba dia con dia llegando incluso
a provocar que todo el cuerpo de la larva se tornara de color oscuro (Figura 2C), a diferencia de las larvas
control que se inocularon Unicamente con PBS (Figura 2B). También se encontraron larvas con indicios de
melanizacion que seguian vivas durante varios dias del experimento. Sin embargo, cuando la melanizacién
se observaba en todo el cuerpo de la larva, estas ya no tenian vida. Asimismo, también es importante destacar
que las larvas de G. mellonella en condiciones sanas suelen ser bastante activas y se observa en ellas un
constante movimiento. No obstante, se pudo visualizar que los ejemplares melanizados infectados con
Sporothrix tenian una movilidad minima.
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Figura 2. (A) Se observa una larva de G. mellonella sin inocular. En este punto, la larva no se observa
melanizada debido a que no ha sido sometida a estrés, ni infeccién. (B) Se presentan dos ejemplares de G.
mellonella correspondientes al control, con 8 dias de haber sido inoculados con 10 yL de PBS cada una; el
de la izquierda se observa desde vista dorsal y el de la derecha desde vista ventral. No se visualizan cambios
significativos de melanizacion en los ejemplares. (C) Se visualizan dos ejemplares de G. mellonella
correspondientes a la cepa ATCC MYA4820 de S. schenckii, con 8 dias de haber sido inoculados con 10 pL
de la preparacion de la levadura con PBS; el de la izquierda se observa desde vista dorsal y el de la derecha
desde vista ventral. En ambas larvas se observa una melanizacion significativa, la cual nos indica una
respuesta a la infeccion por Sporothrix.
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Comparacién de la virulencia entre S. schenckii, S. globosa y S. brasiliensis de acuerdo a la mortalidad de G.
mellonella

Después de 24 horas de haber inoculado a las larvas con las diferentes especies de Sporothrix, se
comenzaron a registrar los ejemplares vivos y muertos en cada grupo de 10 larvas de las 10 cepas de
Sporothrix estudiadas. Las larvas en su mayoria fueron registradas como muertas cuando presentaron las
siguientes caracteristicas: a) ausencia de signos vitales, b) melanizaciéon completa en el cuerpo de la larva,
¢) nula respuesta al tacto y d) cese del ciclo de vida del organismo.
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Figura 3.- Gréficas de supervivencia modeladas a partir de la curva Keplen-Meier, que ejemplifica la
supervivencia de los ejemplares de G. mellonella en funcion del tiempo, tabulando los ejemplares que
perecieron en cada punto de medicion, realizando una medicién en cada dia del experimento, del dia 1 al dia
15. (A) Gréfica de supervivencia de las cepas de S. schenckii: ATCC MYA4820, ATTCC MYA4821, SS-399.
(B) Gréfica de supervivencia de las cepas de S. globosa: 212 y 224. (C) Grafica de supervivencia de las cepas
de S. brasiliensis: ATCC MYA4823, ATCC MYA4824, 114500, UGTMO01 y 14158.

En la Figura 3 se presentan los resultados obtenidos en forma de gréficas de supervivencia de las larvas
infectadas con las diferentes especies de Sporothrix. En primer lugar, se ilustra la mortalidad de S. schenckii
(Figura 3A), en la cual se comparan los resultados de las 3 cepas de dicha especie entre si, y el control. Se
puede observar que la cepa ATCC MYA4821 presentd el menor porcentaje de probabilidad de supervivencia,
la cual corresponde a una cepa Wild Type que comenzé a ocasionar la muerte de los organismos desde el
dia 5, en las cepas restantes, la infeccién comenz6 a provocar muertes hasta el dia 6 del experimento, por lo
gue en la gréafica (Figura 3A) se puede visualizar que la cepa ATCC MYA4821 tuvo una probabilidad de
supervivencia de 10% el dia final del experimento. Mientras que ATCC MYA4820 tuvo una probabilidad de
supervivencia de 70%, y la cepa SS-399 tuvo una probabilidad de 80%, siendo el valor mas alto de
supervivencia en la comparacion de estas 3 cepas de S. schenckii. En esta especie si se encuentra una
diferencia significativa entre las cepas del experimento debido a que el valor de P calculado es 0.0001, que
es menor al valor de P=0.05.

En la grafica de supervivencia de S. globosa (Figura 3B) se muestra la estimacién de supervivencia de 2
cepas de S. globosa (212, 224) en comparacién con el control inoculado sélo con PBS, este control al igual
gue los controles de las demas especies de Sporothrix no presentd ningin individuo que haya perecido. Los
grupos inoculados con las levaduras de la cepa 212 fue la primera en registrar decesos (omitiendo un dato
anémalo en el dia 1 de la cepa 224, causado por una variable externa a la medida en el presente
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experimento), al registrar 2 en el dia 5, a partir del dia 6, los grupos de ambas cepas comenzaron a mostrar
decesos, la cepa 212 tuvo un avance mas paulatino en la tasa de mortalidad, presentando 1 deceso por dia
a partir del dia 6, manteniendo ese progreso hasta el dia 14, mientras que la cepa 224, presentd6 mayor
porcentaje de supervivencia en los primeros 8 dias que 212. Cambiando radicalmente este porcentaje a partir
del dia 9, donde existié una baja del 75% al 50% debido al deceso de 4 individuos en el mismo dia, mismo
porcentaje que fue igualado por la cepa 212 hasta el dia 14 del experimento, manteniendo este porcentaje
de supervivencia del 50% hasta el término del experimento. Segun el andlisis estadistico de las gréaficas los
tratamientos entre ambas cepas presentan una diferencia significativa con base a diferentes valores
numéricos ya que tanto el valor P de Mantel-Cox (P<0.05: valor P experimento=0.0295), como el valor de chi-
cuadrada (x*>>df: donde valor x?=4.148: valor df=1) confirman la diferencia significativa entre los porcentajes
de supervivencia de ambos tratamientos.

La gréfica correspondiente a S. brasiliensis (Figura 3C) presenta los resultados de cinco tipos de cepas,
donde se muestra el porcentaje de supervivencia por dia que se comparan con el control, este al no presentar
decesos, la probabilidad de supervivencia se ve constante en 100%, el grupo infectado con la cepa UFTMO1
registrd la muerte de un individuo desde el primer dia de monitoreo, finalmente al dia 15 se tuvo una
probabilidad de supervivencia de 0%, siendo esta cepa la Unica que presento dicho valor. Las cepas ATCC
MYA4823, 114500 Y 14158 mostraron decesos al dia 5,6 y 7 respectivamente, sin embargo, la cepa 114500
al dia 14 se obtuvo un valor de 10% de probabilidad de supervivencia. La cepa ATCC MYA4824 mantuvo
hasta el final del experimento un valor constante de 80% de probabilidad de supervivencia. Las curvas
observadas correspondientes a los clones ATCCMYA4823, 114500, UFTMO1 y 14158 demuestran un valor
P=0.005 comparado con un valor P de Mantel-Cox de P<0.05, lo cual indica una tasa de supervivencia
significativamente diferente.

Finalmente, se observaron mediante microscopia las células de las especies de Sporothrix: S. schenckii
(Figura 4), S. globosa (Figura 5) y S. brasiliensis (Figura 6) de todas las cepas inoculadas en el modelo
bioldégico para observar su morfologia en forma de levadura, la cual es un indicativo de que la cepa es
infecciosa.

10

Figura 4. Microscopia de campo claro, aumento 63X, barra de escala 10 um. (A) Forma infecciosa de S.
schenckii, cepa ATCC MYA4820. (B) Forma infecciosa de S. schenckii, cepa ATCC MYA4821. (C) Forma
infecciosa de S. schenckii, cepa SS-3999. Se observan levaduras elipticas de 3 cepas distintas de S.
schenckii, en las cuales algunas células se encuentran en gemacion.

Figura 5. Microscopia de campo claro, aumento 63 X, barra de escala 10 um. (A) Forma infecciosa de S.
globosa, cepa 212. Se observan células con morfologia apiculada y elongada. (B) Forma infecciosa de S.
globosa, cepa 224. Se observan caracteristicas morfolégicas globosas/ovoides y apiculadas. Internamente
se visualizan grandes vacuolas para la mayoria de las células.
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Figura 6. Microscopia de campo claro, aumento 63X, barra de escala 10 pm. (A) Forma infecciosa de S.
brasiliensis, cepa ATCC MYA4823. (B) Forma infecciosa de S. brasiliensis, cepa ATCC MYA4824. Se observa
la presencia de una hifa. (C) Forma infecciosa de S. brasiliensis, cepa 114500. (D) Forma infecciosa de S.
brasiliensis cepa UFTMOL. (E) Forma infecciosa de S. brasiliensis cepa 14158. Se observan levaduras de
forma eliptica y algunas en proceso de gemacion, en la cepa ATCC MYA4824 y en la cepa 14158, no
completaron en su totalidad el dimorfismo a su forma levaduriforme.

Discusion de resultados
Comparacion de virulencia entre cepas Wild Type y aislados clinicos.

Con base en los resultados obtenidos por el tratamiento a los modelos de G. mellonella inoculadas con
levaduras retadas provenientes de diferentes cepas de Sporothrix, al separar los tratamientos por especie,
existe una diferencia significativa entre las curvas de supervivencia, dentro de cada una de las 3 especies
segun el valor P (P<0.05): S. schenckii= 0.0001, S. globosa= 0.0295, S. brasiliensis =0.005. Esto indica que
cada cepa de Sporothrix cuenta con variaciones en la virulencia. Ademas de las diferencias entre las cepas,
se resalta que dentro de los grupos de S. schenckii y S. brasiliensis a parte de los aislados clinicos se contaba
con cepas Wild Type siendo estas: ATCC MYA4821, ATCC MYA4823 y ATCC MYA4824. En el caso de S.
schenckii que muestra una diferencia significativa entre las cepas (P=0.0001) se observa una clara diferencia
entre la cepa Wild Type ATCC MYA4821, en relacién con las dos cepas de los aislados clinicos, ATCC
MYA4820 y SS-399, (Figura 3A) debido a que la cepa WT tiene un bajo porcentaje de supervivencia del 10%
mientras que las cepas provenientes de aislados clinicos cuentan con un porcentaje de 70% y 80 %
respectivamente, a pesar de ser una cepa naturalmente menos virulenta (Nascimento et al., 2008), indicando
gue en el caso a estas 3 cepas de S. schenckii, la cepa correspondiente a WT es significantemente mas
virulenta, lo cual corresponde con lo reportado en la bibliografia (Mesa-Arango et al., 2002).

En S. brasiliensis se encontrd un resultado diferente con respecto a las dos cepas WT (ATCC MYA4823 y
ATCC MYA4824) utilizadas, mostrando incongruencias en la virulencia entre este par, debido a que la cepa
ATCC MYA4824 presentd la menor virulencia en comparacion con el resto de cepas de S. brasiliensis al tener
un porcentaje de supervivencia de 90% transcurridos los 15 dias del experimento, por otro lado, la cepa Wild
Type ATCC MYA4823 presentd un alto nivel de virulencia al obtener un bajo porcentaje de supervivencia de
tan solo el 10%, lo cual demuestra una diferencia significativa entre ambas cepas (P=0.005). La menor
virulencia otorgada por ATCC MYA4824 con respecto a ATCC MYA4823, puede deberse a 2 factores, la
primera siendo a que es naturalmente una cepa menos virulenta (Castro et al., 2013), o bien, la diferencia
morfoldgica encontrada en el cultivo de esta cepa observable en la figura 6B donde se observa la presencia
de hifas indicando que el pre-indculo no se encontraba en su totalidad en su forma levaduriforme (fase
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infectiva), este es un factor determinante en la virulencia de las cepas (Sanchez-Aleman et al., 2004), y de
acuerdo con Arena Lépez (1986) se demostré que los antigenos miceliales provocan una mejor respuesta
inmunoldgica con respecto a los levaduriformes, lo que explicaria porque a pesar de que ambas cepas sean
Wild Type, la cepa ATCC MYA4823 presenta una mayor tasa de mortalidad en comparacién con ATCC
MYA4824. Otro factor que podria explicar el alza en la virulencia de la cepa ATCC MYA4823, es el origen de
dicha cepa, de acuerdo con el cepario ATCC MYA4823 fue aislado de una muestra subcutanea de un modelo
felino, donde de acuerdo con Brito et al. (2007), los aislados subcutaneos presentan mayor virulencia a
diferencia de otros tipos de aislados de la misma cepa al ser inoculados en modelos murinos.

Comparacion de virulencia entre especies de Sporothrix (S. schenckii, S. globosa, S. brasiliensis)

Habiendo una diferencia significativa dentro de las cepas de cada uno de los grupos, se compararon los datos
de virulencia entre el total de las 3 especies de Sporothrix. De acuerdo con lo obtenido con las 2 cepas (212
y 224) se puede caracterizar a esta especie como la menos virulenta de las 3 utilizadas, si bien se encontré
una diferencia significativa entre los tratamientos de ambas cepas con un valor P=0.0295 (P<0.05), los
tratamientos con ambas cepas alcanzaron un plateau en el porcentaje de supervivencia en un valor de 50%.
Los resultados en S. globosa, contrastan con lo encontrado en S. schenckii y S. brasiliensis que contaban
con por lo menos una cepa que con valores inferiores al umbral del 20% en cuanto al porcentaje de
supervivencia, probablemente debido a diferencias en la pared de S.globosa con respecto a S. schenckiiy S.
brasiliensis, ya que esta primera presenta mayor exposicion de 3-1,3-glucanos en su pared, a la vez que se
han detectado niveles mas bajos de rhamnosa, manosa asi como menos N- y O-glicanos (Nava-Pérez et al.,
2022). De la misma forma, la alta virulencia de S. brasiliensis, que ronda entre el 10% y el 0% de
supervivencia, en comparacion con los mayores porcentajes de supervivencia de S. globosa, los cuales no
sobrepasan por debajo del umbral del 50% reportado en este estudio, son similares a los reportados en un
estudio similar realizado con un modelo animal diferente Tenebrio molitor (Lozoya-Pérez et al., 2021),
teniendo en cuenta que se utilizaron las mismas especies y concentracion de levaduras de 1x10° células.

S. brasiliensis y S. schenckii son considerados como cepas mas virulentas que S. globosa segun lo reportado
en modelos murinos (Arrillaga-Moncrieff et al.,2009). Dentro de los resultados encontrados en este
experimento, se observa que en la Figura 3C, 3 de las cepas ATCC MYA4823, 114500 y UFTMO1 arrojaron
la mayor virulencia, siendo que la tltima presentd una letalidad total al término del experimento, mientras que
las otras 2 cepas mencionadas obtuvieron una virulencia similar al ambas presentar un porcentaje de
supervivencia del 10% en el tiempo del mismo registro, indicando que las 3 cepas gozan de una virulencia
similar, lo cual no coincide con reportes anteriores donde las cepas UFTMO1 y 114500 presentaban una
virulencia inferior al compararlas con ATCC MYA4823, asimismo, la tasa de supervivencia obtenida por ATCC
MYA4821 de S. schenckii es similar la obtenida en ATCC MYA 4823 de S. brasiliensis, lo cual no es
equiparable a lo reportado por Castro et al., 2013, al comparar estas mismas 2 cepas, dénde claramente
destaca la mayor virulencia general de ATCC MYA4823. A pesar de las anteriores incongruencias revisadas,
los datos entre S. schenckii y S. brasiliensis, muestran una mayor virulencia general en las cepas de S.
brasiliensis con respecto a S. schenckii, habiendo varias especies de S. brasiliensis que se acercaron a una
tasa de supervivencia nula, al tiempo que sélo una cepa de S. schenckii (ATCC MYA4821) presenté valores
de letalidad similares. El mayor nimero de cepas altamente virulentas de S. brasiliensis con respecto a S.
schenckii, si corresponde con la bibliografia, ya que S. brasiliensis contiene una considerable menor cantidad
de B-glucanos en su pared, lo cual se correlaciona con una menor deteccién por parte del sistema inmune
del hospedero con respecto a S. schenckii (Villalobos-Duno et al., 2021). Adicional a esta ventaja de la pared
que contiene S. brasiliensis, también se ha encontrado una adhesina, la cual se denomina antigeno Gp70,
dicho antigeno acuta como mediador de unién de las levaduras a la matriz dérmica y fibronectina del
hospedero. Una alta cantidad de Gp70 corresponde a un bajo perfil de virulencia. Se reconoce que brasiliensis
expresa una menor cantidad de Gp70, a comparacion de S. schenckii que tendra una mayor expresion de
Gp70 (Castro et al., 2013).

En los resultados obtenidos en las graficas (Figura 3) se pudo observar que S. brasiliensis resulté ser mas
virulenta que S. schenckii, ya que provocé mas muertes en los modelos de G. mellonella y por lo tanto un
menor porcentaje de probabilidad de supervivencia, la diferencia de porcentaje es debido a los diversos
factores de virulencia, en los cuales se incluyen las melaninas, que son generadas por polimerizacion
oxidativa (Garcia-Carnero et al.,2022). De acuerdo con el analisis de Garcia-Carnero et al., (2022) se
menciona que la melanina que es producida por la ruta DHN es de mayor cantidad y producciéon mas rapida
en S. brasiliensis en comparacion con S. schenckii, y a su vez la produccion de este pigmento protege a
Sporothrix contra ciertos compuestos antimicrobianos oxidativos y contra el ataque de los macréfagos
(Romero-Martinez et al., 2000). También analizando las graficas se pudo observar que la especie con menor
virulencia fue S. globosa, debido a que su porcentaje de supervivencia fue menor en comparacion con las
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otras especies. Sin embargo, a pesar de que S. globosa tiene una menor produccion de melanina, esta ayuda
a prevenir la fagocitosis por los macréfagos THP-1 (Garcia-Carnero et al., 2022), por lo que también resulta
ser de importancia para estudios clinicos. La menor virulencia de S. globosa frente a las otras especies de
Sporothrix es debida a la menor produccion de melanina, la cual esta directamente involucrada con la baja
expresion génica de los factores proteicos TLR2 y TLR4 (Toll-like receptor) que aumentan la respuesta
inflamatoria e incrementa el rango de mortalidad en el hospedero y reducen el efecto de macréfagos THP-1
(Guan et al., 2021).

Conclusiones

Se encontré una diferencia significativa entre los valores estadisticos P correspondientes a las curvas de
supervivencia con respecto a las tres especies de Sporothrix analizadas, evidenciando que existe una
diferencia en la tasa de mortalidad entre éstas, y presentando a S. brasiliensis como la més virulenta, seguida
de S. schenckii y S. globosa como la de menor virulencia. De igual forma, el andlisis comparativo entre cepas
WT y cepas de especies especificas de Sporothrix, demostr6 una tasa de mortalidad elevada para cepas WT,
hecho que comprendié una incidencia de virulencia elevada para esas cepas. Finalmente se relaciond el
porcentaje de virulencia entre especies, encabezados por algunos factores de defensa molecular como
melanizacion, glicoproteinas de la pared celular y expresion de proteinas Gp70 y TLR2 - TLR4.
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