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RESUMO

Os modelos de estudo com animais séo bastante utilizados pela ciéncia em testes
pré-clinicos, para analisar a eficacia e seguranca de um determinado produto ou
farmaco, antes de serem testados em seres humanos. Infec¢cdes fungicas
experimentais, ensaios com substancias de interesse médico, criacdo de vacinas e
de novas terapias, por exemplo, sdo comumente realizados em pequenos mamiferos
como roedores ou coelhos. No entanto, o uso de mamiferos apresenta
desvantagens, uma vez que exige uma infraestrutura mais complexa, custos mais
elevados, periodos de experimentacdo maiores e questdes éticas. Diante disso, uma
opcédo eticamente viavel, em substituicdo ao uso dos modelos animais vertebrados,
consiste no uso de insetos, como a Galleria mellonella, para diferentes testes pré-
clinicos, como, por exemplo, os modelos de infeccao experimental. O objetivo deste
trabalho é apresentar um manual contendo aspectos relacionados a caracterizacao,
viabilizagdo, organizacdo, manutencdo e protocolos de cultivo e experimentacéo
com Galleria mellonella. Foram consultadas as bases de dados eletronicas
PubMed/MEDLINE, Lilacs e Scielo, usando o descritor Galleria mellonella, sem
restricdo de data e idioma. Foram identificados varios trabalhos que utilizaram o
modelo de Galleria mellonella, com destaque para os estudos com analises
antifingicas, antibacterianas, teste de toxicidade sistémica e/ou efetividade de
medicamentos. O modelo de Galleria mellonella, apresenta-se como uma alternativa
viavel, de custo relativamente baixo e de facil implementacéao.

Palavras-chave: Modelos Animais. Bactérias. Viruléncia. Testes de Toxicidade.

ABSTRACT

Animal study models are widely used by science in preclinical tests, to analyze the
effectiveness and safety of a certain product or drug, before being tested in humans.
Experimental fungal infections, tests with substances of medical interest, creation of
vaccines and new therapies, for example, are commonly performed on small
mammals such as rodents or rabbits. However, the use of mammals has
disadvantages, since it requires a more complex infrastructure, higher costs, longer
periods of experimentation and ethical issues. Therefore, an ethically viable option,
replacing the use of vertebrate animal models, is the use of insects, such as Galleria
mellonella, for different pre-clinical tests, such as, for example, experimental infection
models. The objective of this work is to present a manual containing aspects related
to the characterization, feasibility, organization, maintenance and protocols for
cultivation and experimentation with Galleria mellonella. The electronic databases
PubMed / MEDLINE, Lilacs and Scielo were consulted, using the descriptor Galleria
mellonella, without restriction of date and language. Several works were identified
that used the Galleria mellonella model, with emphasis on studies with antifungal,
antibacterial analyzes, systemic toxicity test and / or drug effectiveness. The Galleria
mellonella model presents itself as a viable alternative, with relatively low cost and
easy implementation.Keywords: Models, Animal. Bacteria. Virulence. Toxicity Tests.
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1. Consideracdes iniciais

Os modelos de estudo com animais sdo frequentemente utilizados pela
ciéncia em testes pré-clinicos, para analisar a eficacia e seguranca de um
determinado produto ou farmaco, antes de serem testados em seres humanos, com
0 objetivo de mimetizar ao méximo as condi¢des clinicas e de tratamento no ser
humano. Infecgdes fungicas experimentais, ensaios com substancias de interesse
meédico, criacdo de vacinas e de novas terapias, por exemplo, sdo comumente
realizados em pequenos mamiferos como roedores ou coelhos (HENDRIKSEN,
2009; HOHL, 2014). No entanto, o uso de mamiferos apresenta desvantagens, uma
vez que exigem uma infraestrutura mais complexa, custos mais elevados, periodos

de experimentacdo maiores e envolve questdes éticas (DOKE, DHAWALE, 2015).

Nos ultimos anos, a busca pela reducdo de uso de modelos animais
vertebrados e o desenvolvimento de modelos alternativos tém recebido fortes
incentivos. Esse processo € conhecido como principios dos 3Rs, ou, do inglés,
refinement, reduction e replacement, equivalente em portugués aos termos
Substituicdo, Reducdo e Refinamento. Substituicdo, indica evitar o uso de animais.
Reducéo, busca reduzir a quantidade de animais em pesquisa e, Refinamento, visa
diminuir o desconforto e aumentar o bem-estar dos animais, durante os protocolos
de pesquisa (CHAMILOS et al, 2007; RITSKES-HOITINGA, VAN LUIJK, 2019).

Uma opcéao eticamente viavel, em substituicdo ao uso dos modelos animais
vertebrados, consiste no uso de insetos, como a Galleria mellonella, para diferentes
testes pré-clinicos, como, por exemplo, os modelos de infeccdo experimental. Esses
modelos vém crescendo em pesquisas que envolvem patégenos humanos, pois,
esses insetos contam com um desenvolvido sistema de defesa antimicrobiana, que
se assemelha ao dos humanos, tendo um sistema imune inato complexo e células
na hemolinfa com potencial de fagocitar microrganismos invasores (RAMARAO,
NIELSEN-LEROUX, LERECLUS, 2012; BROWNE, HEELAN, KAVANAGH, 2013).

Aléem da Galleria mellonella, o Drosophila melanogaster e Caenorhabditis
elegans sao alguns dos modelos de insetos que tém sido usados em pesquisas

para desenvolvimento de novos farmacos, vacinas, estudos da fisiopatologia de



fungos e seus respectivos tratamentos (ARVANITIS, GLAVIS-BLOOM,
MYLONAKIS, 2013; CANTERI, et al, 2018; CUTULI, et al, 2019). Destes, em
especial, o modelo de Galleria mellonella mostra-se interessante por ser
relativamente de menor custo, de facil execug¢do e requer infraestrutura simples
(FLEMING, et al, 2017). Adicionalmente, o modelo de Galleria mellonella possui
resisténcia a variacdes de temperatura entre 25 e 37°C, possibilitando condi¢cbes
semelhantes as quais vivem 0s microrganismos em circunstancias naturais, em
seres humanos, viabilizando estudar tracos de viruléncia ligados a temperatura.
Com esse modelo também é possivel controlar a quantidade do produto teste e dos
microrganismos inoculados (FUCHS et al, 2010; MYLONAKIS et al, 2005).

E valido ressaltar que o genoma da Galleria mellonella ainda ndo esta
totalmente sequenciado, e aspectos fundamentais da resposta humoral, como,
coagulacéo, producéo de espécies reativas do oxigénio (ERO) e imunidade primaria
foram pouco explorados, necessitando de estudos para maiores esclarecimentos e,
limitando, por ora, sua aplicacdo a estudos de imunidade inata (PEREIRA, et al,
2018; JEMEL, et al, 2020). Todavia, apesar do modelo de Galleria mellonella
apresentar certa disseminacao e estabilidade no uso para modelos experimentais,
rotinas laboratoriais padronizadas precisam ser melhor estabelecidas, bem como,
ter seu potencial explorado (CUTULI, 2019; ANDREA, KROGFELT, JENSSEN,
2019).

Assim, este manual sobre a criagdo e experimentacdo com Galleria
mellonella, desponta como uma iniciativa do grupo de pesquisa em terapias
complementares, da Universidade Estadual da Paraiba, com o objetivo de abordar
temas centrais envolvidos na caracterizacao, viabilizacdo, organizacdo, manutencao
e protocolos envolvidos no cultivo e experimentacdo com Galleria mellonella,

seguindo parametros existentes na literatura e de observagdes feitas pela equipe.
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2. Galleria mellonella

Com distribuicdo geografica global e vivendo naturalmente como pragas de
colmeias, a Galleria mellonella passou a ser interesse de pesquisas devido aos seus
danos e prejuizos causados na apicultura. A partir dai, inUmeros estudos sobre seu
ciclo de vida, comportamento, fisiologia e controle, passaram a ser feitos, de
maneira que, seu interesse foi extrapolou a industria da apicultora (FUCHS et al,
2010; ELLIS, GRAHAM, MORTENSEN, 2013).

A Galleria mellonella pertence ao grupo de insetos lepidopteros, mais
especificamente das tracas, e, a familia Pyralidae (SCORZONI et al, 2013). Séo
insetos oviparos e holometabolos, ou seja, sofrem total metamorfose durante seu
desenvolvimento, separada em quatro estagios: ovo, larva, pupa e mariposa,
conforme ilustrado na figura 1. Os ovos levam de trés a oito dias, a depender da
temperatura, para chegarem a fase de larva (CARDOSO, FURLONG, PREZOTO,
2007; RAMARAO, NIELSEN-LEROUX, LERECLUS, 2012). As larvas permanecem
de seis a sete semanas nesse estagio. Quando a larva para de se alimentar e
demonstra pouca mobilidade, caracteriza-se a fase de pré-pupa, periodo de
formacao do casulo e, logo em seguida, fase de pupa. As pupas ficam estaticas em
seus casulos e podem levar de uma a oito semanas para transformarem-se em
mariposas. Durante esse periodo o inseto ndo se alimenta (ELLIS, GRAHAM,
MORTENSEN, 2013; BROWNE, HEELAN, KAVANAGH, 2013).

Os ovos da Galleria mellonella sdo asperos e apresentam coloracao
perolada, variando da cor branca ao rosa claro. Na maior parte dos casos, as
fémeas fazem a oviposicdo em aglomerados de 50 a 150 ovos. Durante o
desenvolvimento, os ovos vao do branco para o amarelado e, em aproximadamente
guatro dias antes da incubacdo, um anel escuro dentro do ovo pode ser visto. Nas
doze horas que precedem a ecloséo é possivel observar as larvas completamente
formadas através da membrana serosa que reveste o ovo, o cérion (PADDOCK,
1918).

Logo apos a eclosao, as larvas apresentam uma coloracdo esbranquicada
medindo de 1 a 3 mm, e logo iniciam a alimentacao e teagem de teias. A fase larval
da Galleria mellonella passa por cerca de sete instares, ou seja, mudas. Grande

parte do crescimento e ganho de peso acontece nos ultimos dois instares. No ultimo
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instar, prestes a entrar na fase de pupa, as larvas medem aproximadamente 20 mm,
pesam cerca de 200 a 300 mg, e apresentam coloracao cinza com escudo castanho
no protérax, sendo essa a fase ideal para utilizacdo das larvas em andlises
(PADDOCK, 1918).

Alcancado o Ultimo instar, as larvas convertem-se em pupas. Dentro do
casulo, a pupa recém-formada apresenta coloracdo branca e torna-se amarela apés
aproximadamente 24 horas. Logo apés quatro dias a pupa torna-se castanha clara e
vai escurecendo gradualmente até ao final. As pupas de Galleria mellonella variam
entre 5 mm a 7 mm de didmetro, e 12 mm a 20 mm de comprimento. O estagio de
desenvolvimento da pupa varia de acordo com as estacfes do ano a temperatura,
de seis a 55 dias (PADDOCK, 1918).

Na fase adulta, as mariposas do sexo masculino s&0 menores que as
fémeas, tém coloragdo mais clara e asas dianteiras menores e repartidas. As
fémeas tém asas maiores e retilineas. Os adultos movem-se rapidamente de um
lado para outro, em voos curto. As antenas das fémeas sdo cerca de 10-20% mais
longas. As fémeas nessa fase vivem aproximadamente 12 dias, os machos, cerca
de 21 dias. A coloragdo e o tamanho dos adultos, a depender da composicéo e
demanda de alimento, podem variar consideravelmente. Em média, os machos tém
21 mm de comprimento e as fémeas 32 mm. Nessa fase, ndo se alimentam, pois,
seus aparelhos bucais sao atrofiados (PADDOCK, 1918; TUCKER, 1978;
BRIGHENT et al, 2005).

O tamanho da larva da Galleria mellonella € considerado uma vantagem
(SALAMITOU et al, 2000; MICHAUX, et al, 2013), uma vez que facilita o seu
manuseio e permite, em modelos de infec¢céo, por exemplo, inocular o patégeno de
diferentes maneiras, tépica, oral ou injetavel, sendo esta Ultima a mais precisa. Com
uma seringa de Hamilton, com uma agulha de calibre 26, é possivel injetar in6culos
diretamente na hemolinfa (FUCHS et al, 2010; TREVIJANO-CONTADOR,
ZARAGOZA, 2014).

A resposta imune da Galleria mellonella funciona através de um sistema de
cooperacdo entre diferentes componentes celulares e € composta de um sistema
inato, formado pela imunidade celular e humoral. A hemolinfa dos insetos contém

células semelhantes aos fagécitos presentes na corrente sanguinea dos mamiferos,



12

como, plasmacitos, granulocitos, pro-hemocitos, coaguldcitos, esferulécitos e
enocitdides, constituindo a imunidade celular. Quando patdgenos invadem o
organismo, esse sistema atua direcionando estes hemdcitos, que, respondem
encapsulando e fagocitando os invasores. J4 a imunidade humoral, é constituida por
proteinas tipo complemento, especificamente, melanina e peptideos antimicrobianos
(PRICE, RATCLIFFE, 1974; BOMAN, HULTMARK, 1987; KAVANAGH; REEVES,
2004; TSAI et al, 2016). Poucos minutos apés a infeccdo, a larva comeca a
apresentar melanizagdo, tornando-se acinzentada e com mobilidade reduzida.
Quando param de responder aos estimulos motores ao toque, sdo dadas como
mortas (FUCHS et al, 2010). A taxa de mortalidade larval é frequentemente o
parametro mais usado para avaliacdo dos processos infecciosos (MORELO,
TRENTIN 2016).

Figura 1. Diferentes estagios de desenvolvimento de Galleria mellonella. Ovos (1), larva de
aproximadamente 10 dias (2), larva de aproximadamente 20 dias (3), larva de 25 a 35 dias (4 e 5),
larva de aproximadamente 40 dias (Gltimo estagio larval) (6), pré-pupas e pupas (7 e 8), mariposas
adultas (9).

Fonte: Jorjéo et al, 2018.
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3. Cultivo da Galleria mellonella

O cultivo criacdo da Galleria mellonella em laboratério pode ser iniciada a
partir de qualquer fase do ciclo, porém, é mais comum a partir da disposicado de
mariposas adultas em um recipiente de plastico ou vidro com tampa perfurada,
contendo papéis dobrados e sem ragéo, em incubadora BOD (Demanda Bioguimica
de Oxigénio) para que haja a deposicdo dos ovos. O cultivo também pode ser
iniciado a partir dos ovos depositados em papéis dobrados em formato de “sanfona”,
distribuidos em um recipiente de plastico ou vidro com tampa perfurada, contendo

racdo especifica, detalhada mais adiante, em incubadora BOD.

Quando o cultivo é iniciado pelas mariposas, ha necessidade de ambos o0s
sexos no recipiente. As fémeas depositardo 0s ovos nas bordas dos papéis
dobrados, ou, entre as dobras. Apos dois dias, os papéis com os ovos devem ser
retirados e colocados em um recipiente plastico de tampa perfurada contendo racao.
No periodo de trés a oito dias 0os ovos eclodem e as larvas alimentam-se da racao
contida no recipiente. As larvas irdo se alimentar e crescer até o estagio de pupa,
permanecendo nessa fase por uma ou duas semanas e entdo se transformam em
mariposas adultas. Apés isso, todo o ciclo se reinicia (VILLAS, 2006; RAMARAO,
NIELSEN-LEROUX, LERECLUS, 2012; ELLIS et al, 2013).

As mariposas fémeas séo diferentes dos machos na aparéncia. A mariposa
macho mede cerca de 10 a 15 mm quando adulta e apresenta um tom bege com
leves marcas claras e escuras. As mariposas fémeas sao ligeiramente maiores,
medem cerca de 20 mm, e apresentam uma coloragcdo mais escura, variando entre

marrom e cinza. Além disso, sdo mais ativas do que os machos durante a noite.

Considerando que a dieta, as condi¢cdes e protocolos de cultivo podem
influenciar diretamente no ciclo de crescimento e resposta imunoldgica da Galleria
mellonella, é fundamental que haja uma padroniza¢do desses protocolos, tornando
possivel a reproducdo experimental em diferentes laboratérios sem que haja
interferéncias indevidas nos resultados, possibilitando comparagcfes entre eles e
garantindo a implementacdo do modelo de Galleria mellonella em maior escala
(COOK, MCARTHUR 2013; KRAMS et al, 2015; JORJAO 2016; JORJAO et al,
2018). A seguir serdo apresentados alguns protocolos de cultivo para a Galleria

mellonella:



14

Protocolo 1 (JORJAO et al, 2018):
Protocolo de criagdo da Galleria mellonella sugerido por Jorjao et al, (2018),

esquematizado na figura 2:

e Um total de 10 a 30 larvas no ultimo estagio larval, ou pupas devem ser
colocadas em recipiente de plastico ou vidro, medindo cerca de 30 cm de
altura, e com tampa perfurada;

e Deve-se optar por recipientes escuros ou protegidos da luz;

e Para dar suporte a postura dos ovos, uma camada de papel filtro deve ser
colocada no topo do recipiente, seguida por um pedacgo de tecido do tipo
voal, sob a tampa perfurada, para impedir a fuga das larvas sem impedir a
entrada e saida de ar;

e Esses recipientes devem ser incubados a temperatura ambiente por uma a
trés semanas, para deposicado dos ovos, a depender da duracdo do ciclo de
vida, quando a maioria das mariposas envelhece ou morre;

e Embora as pupas e as mariposas ndo precisem ser alimentadas, deve-se
adicionar um pouco de racao no recipiente, pois, alguns ovos podem eclodir e
dar origem as larvas, antes da remocao dos papeis contendo 0s ovos;

e Duas vezes por semana, o papel de filtro com os ovos precisa ser transferido
para um recipiente de plastico com tampa perfurada e substituido por um
novo;

e Uma toalha de papel deve ser colocada sob a tampa perfurada para impedir
gue pequenas larvas escapem (as larvas recém-nascidas medem em torno
de 1 mm). Dentro deste recipiente deve haver racéo e pedacos de cera;

e Os recipientes contendo os ovos devem ser incubados a 28°C por cerca de
20 dias e, monitorados uma vez por semana, a fim de avaliar o crescimento
larval. Os ovos sdo muito frageis e podem estourar facilmente, requerendo
muito cuidado durante o0 manuseio;

e Cerca de 20 dias depois, quando as larvas atingem tamanho suficiente para o
manuseio, o recipiente deve ser higienizado e, as teias e casulos removidos;

e As larvas devem ser separadas entre pequenas, médias e grandes, medindo
cerca de 1,0, 1,5 e 2,0 cm, respectivamente, e transferidas para recipientes
com tampas perfuradas, contendo a racao de escolha;

e As larvas devem ser mantidas a 28°C.
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Observacodes:

» O fornecimento de ragdo a cada dois ou trés dias é suficiente;

> No recipiente contendo ovos e/ou larvas pequenas, colocar em torno de 5g
de racdo e, para larvas médias e grandes, 8 a 10g;

> Para evitar fuga de larvas pequenas em decorréncia da eclosdo dos ovos,
trocar o papel com os ovos com mais frequéncia, transferindo-o para um
recipiente limpo e com racao;

» Nao é necessario remover os ovos do papel, pois estes sdo muito frageis e

podem estourar. Transferir o papel contendo os ovos, conforme ja descrito
anteriormente.

Figura 2. Processo de criagédo da Galleria mellonella sugerido por Jorjéo et al, (2018).

Transferir as lagartas para
outro recipiente com furos na
tampa e comida. Usar
recipientes distintos, para
tamanhos diferentes de
larvas: pequenas, médias e

grandes.

Selecionarlagartas no
ultimo estagio larval
ou pupar e colocarem
um recipiente.

Lagartas no Gltimo
estagio larval em
placas de Petri para
os experimentos

Quando as larvas microbiolégicos. Cobrir a parte
alcangarem um superior do
tamanho que recipiente com
permita seu um cone de papel

manuseio, deve-se
removeracera e os
casulos, separando-
as de acordo com o
tamanho.

de filtro, e tecido
tipo voil, e fechar
com uma tampa

Duas vezes por a @
com orificios.

semana,coletar o
papel de filtro com
0s ovos e
substituir por um

Colocar os ovos em um
novo recipiente com
comida e cera, cobrircom
papel toalha e tampar.

As pupas se
transformardao em
mariposas e colocardo
ovos no papel de filtro.

Fonte: Jorjao et al, 2018.

Protocolo 2 (RAMARAO, NIELSEN-LEROUX, LERECLUS, 2012):
Protocolo sugerido por Ramarao, Nielsen-Leroux, Lereclus (2012), cujo ciclo

do ovo até a larva no ultimo estagio dura cerca de cinco semanas, a 25°C, sendo
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necessarias entre uma e duas semanas adicionais para se obter as mariposas

adultas:

e Colocam-se cerca de 100 pupas ou mariposas adultas de Galleria mellonella
recém-eclodidas e de ambos os sexos, em gaiola de malha de arame, com
capacidade de aproximadamente cinco litros;

e Colocam-se na gaiola, duas folhas de papel, dobradas em quatro camadas
para a postura dos ovos, que provavelmente ocorrera apos dois dias;

e Duas vezes por semana, as folhas de papel com ovos devem ser colocadas
em caixas plasticas com telas nas tampas, que permitam circulacdo de ar,
contendo poélen e cera de abelha;

e Os ovos geralmente eclodem em trés dias e as larvas pequenas comecam a
se desenvolver alimentando-se de cera e pdlen;

e Alternativamente, as larvas podem ser colocadas em um recipiente contendo
dieta artificial composta por uma mistura de 500 g de mel liquido, 400 g de
glicerina, 100 g de levedura de cerveja seca, 250 g de farinha de trigo, 200 g
de leite em pé desnatado e 400 g fuba de milho;

e Para fornecer uma proporcdo apropriada de alimento por larva, separar
regularmente as larvas por tamanho em novas caixas e trocar a racao a cada
dois dias;

e Quando as larvas atingem o ultimo estagio antes da fase de pupa, elas
cessam a alimentacdo e iniciam a construcdo do casulo, restando apenas
esperar que ela conclua seu ciclo;

e Apés a formacdo do casulo, as larvas descansam e transformam-se em
pupas, permanecendo nessa fase por cerca de uma a duas semanas,
guando emergem em mariposas adultas, estas ndo bebem nem comem;

e A partir disso, inicia-se o acasalamento e o ciclo de vida da Galleria

mellonella é reiniciado com a postura dos ovos;

Observacgoes:

Para padronizacdo dos experimentos, selecionar as larvas durante o ultimo

estagio larval. Nesse estagio, elas param de se alimentar e vao em dire¢do a tampa
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do recipiente, dando inicio a producdo de seda. Permanecem nessa fase por cerca

de cinco dias.

No geral, os recipientes para cultivo das larvas podem ser de metal, vidro ou
plastico. Os recipientes de madeira, papel e papeldao devem ser evitados, pois

podem ser mastigados pelas larvas (SINGKUM et al, 2019).

Protocolo 3
A seguir sera apresentado o protocolo de criacdo da Galleria mellonella, no
Laboratorio de Andlises e Diagnostico, do Departamento de Odontologia, da

Universidade Estadual da Paraiba.

De modo geral, os potes podem ser de vidro ou plastico e a tampa deve ser
sempre perfurada para todos os estagios. Os furos ndo precisam ser grandes e 0s
potes devem ser limpos constantemente e bem secos, eliminando a umidade no seu

interior.

e Iniciar o processo de criacdo adicionando larvas em um pote limpo com
tampa perfurada, racao e pedacos de cera;

e Limpar o pote com as larvas de uma a duas vezes por semana. A finalidade
da limpeza é prolongar a fase larval e diminuir a contaminacao;

e A limpeza consiste em retirar todas as larvas do pote, lavar o pote com
esponja e detergente e secar bem sem deixar qualquer umidade;

e Antes de retirar as larvas do pote, devem-se remover os fios de ceda com
muito cuidado;

e Trocar a ragdo antiga por nova, independente de as larvas terem consumido
tudo;

e A troca da racdo velha por racdo nova diminui o risco de contaminagao para
as larvas;

e Ao final da limpeza adicionar as larvas ao pote limpo com nova racao e
guardar na incubadora. Se necessario colocar papel na tampa para néo
fugirem, avaliar o tamanho da larva;

e A medida que as larvas crescem, elas se transformam em pupa e se
envolvem em um casulo, este casulo branco deve ser retirado com auxilio de

pinga e tesoura para facilitar a saida das mariposa;
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e As mariposas devem ser mantidas no recipiente apenas com 0S papeis
sanfonados, ndo sendo necessario adicionar ragao;

e ApOs o surgimento das mariposas, 0s papeis dobrados devem ser trocados
em média duas vezes por semana, e transferidos para novos potes contendo
racdo (os papéis geralmente apresentam manchas amareladas, indicando a
presenca de ovos). Novos papéis devem ser dobrados em forma de sanfona
e colocados no pote com as mariposas. O processo se repete até o fim do

ciclo vital das mariposas, ou até que ndo tenham mais manchas nos papeis.

e ApOs a transferéncia dos papéis manchados para os potes com racgdo,
esperam-se alguns dias e os ovos irdo eclodir em larvas muito pequenas.
Nessa fase é importante colocar a folha de papel na tampa do pote para

evitar que elas fujam. Em algumas semanas elas crescem e o ciclo reinicia.

Observagoes:

Em condicdes ideais, terdo na incubadora, trés classes de potes: um com larvas
viaveis para experimento, um com pupas/mariposas e papeis e um com papeis

CcOm 0vOoS mais racao;

Quando a producédo estiver em uma escala possivel de realizar experimentos é
ideal separar as larvas por pesos. Como o peso de larva para experimento é
entre 200 e 300 mg, é indicado separar as que estdo acima do peso para que
seja o futuro pote de pupas.

Todas as etapas de manipulagéo das larvas devem ser feita com luva e mascara

a fim de evitar contaminacao das mesmas com patégenos humanos.

3.1 Dietas e racdes

Considerando que a Galleria mellonella tem como habitat natural as col6nias
de abelhas e que se alimentam de seus componentes e detritos, as dietas
reproduzidas em laboratérios devem buscar suprir essas caracteristicas naturais e
ser livres de contaminantes. Além disso, devem ter propriedades fisicas e quimicas
gue estimulem um adequado desenvolvimento, fornecendo nutrientes essenciais e
nao essenciais em proporgdes bem definidas, que possibilitem ao inseto realizar seu

ciclo biol6gico sem sofrer prejuizos (PARRA, 2001). Caso as dietas ofertadas ndo
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apresentem uma alta qualidade nutricional, as larvas apresentardao reducdo de
tamanho e perda de peso, além de uma fase precoce de pupacdo (KRAMS et al,
2015).

No estudo de Nomura, Chaud-netto, Gobbi (2006), quando a Galleria
mellonella foi submetida a dieta artificial de Guerra (1973), apresentou viabilidade
larval de 87,33% e, pupar de 96,94%%. Desses, 97% eclodiram para fase adulta,
mariposa. Esses valores, inclusive, foram maiores do que quando comparados a

uma dieta tida como natural, a base de favo e pélen.

Os espécimes de Galleria mellonella alimentam-se apenas em seu estagio
larval. Um dos métodos usados para alimentar suas larvas, € fornecer insumos que
comumente estariam disponiveis em seu habitat, por exemplo, cera. No entanto, a
producdo e uso da cera costuma ser um processo oneroso e insustentavel para
abastecer um grande numero de larvas Por esses motivos, inUmeras variagdes de
dietas artificiais foram e vém sendo desenvolvidas (ELLIS et al, 2013). A seguir
serdo apresentadas algumas dietas artificiais utilizadas no cultivo da Galleria

mellonella.

 Dieta 1 (GUERRA, 1973)

94 g de levedo de cerveja

80,2 g de farinha de soja

192,6 g de fuba

48,2 g de leite em p6 desnatado

236 ml de mel

208 ml de glicerina

20 ml de 4gua destilada

e Dieta 2 (EMBRAPA, por JORJAO 2016; JORJAO et al, 2018)

20g de aclucar mascavo

80g de glicerol

4009 de leite em po6

120g de extrato de levedura

200g de farinha de trigo integral

2009 de farelo de trigo

200g de gérmen de trigo

Blocos de cera de abelha




e Dieta 3 (MEAD, RATCLIFFE, RENWRANT, 1986 - MODIFICADA)

20

300g de flocos de aveia

300g de farinha de trigo integral

60g de fermento seco

120 ml de glicerol

120 ml de mel

Blocos de cera de abelha

e Dieta 4 (BRIGHENTI, CARVALHO, CARVALHO, BRIGHENTI,

MODIFICADA)

2509 de farinha de milho

1509 de extrato de levedura

1009 de farinha de soja

100g de leite em poé

200g de mel

200g de glicerol

Blocos de cera de abelha

e Dieta 5 (FERNANDES et al, 2017)

Simples

Duplo

120g de Mel

120g de Mel + 120g de Melado

120g de Gilicerol

130g de Gilicerol

200g de Leite

4009 de Leite

60g de Levedo ou levedura de cerveja

120g de Levedo de cerveja

100 g de Gérmen de trigo

200g de Gérmen de trigo

100 g de Farinha de trigo

200g de Farinha de Trigo

120 g de Farelo de trigo

200g de Farelo de trigo

e Dieta 6 (Faculdade de Odontologia de Piracicaba, por SILVA et al, 2019)

Meia Receita

100g Cera de abelha

1939 de Fuba

949 de Levedo de cerveja

80g de Farinha de soja

48¢g de Leite em p6 desnatado

207g de Mel

100ml de H20

e Dieta 7 (RAMARAO, NIELSEN-LEROUX, LERECLUS, 2012)
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5009 de mel

4009 de glicerina

100g de levedura de cerveja seca

2509 de farinha de trigo

200g de leite em p6 desnatado

4009 de fub& de milho

No estudo de Jorjdo et al, (2018) foram testadas e comparadas as dietas: 2,
3, 4 e uma dieta a base apenas de podlen e cera. O estudo classificou a dieta 4
(BRIGHENTI et al, 2005 — MODIFICADA) como padrdo, devido a seus Otimos

resultados e baixo custo.

Observacoes:

e O favo de mel, quando usado, deve ser colocado a parte, junto com a racao.

e A cera deve ser derretida em micro-ondas, por cerca de 12 minutos ou até
gue se derreta completamente.

e O mel é adicionado a parte seca da receita, até formar uma massa. Depois
acrescenta a cera derretida e mistura novamente até se tornar uma massa
homogénea e consistente.

¢ Independente da dieta, os ingredientes devem ser sempre bem misturados.

e O recipiente para armazenar a ragao deve ser de vidro, ser limpo com etanol
e mantido na geladeira, por no maximo 15 dias, visto que, passando desse
peiodo, a racéo fica ressecada.
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4. Modelos experimentais com a Galleria mellonella

4.1 Analises de atividade antifungica

A infeccdo pode ser induzida nas larvas por meio de trés métodos diferentes:
aplicacéo tdpica, oral e injecdo (SCULLY, BIDOCHKA, 2005). O método mais usado
€ a injecao, feita por meio de uma agulha especifica, com inoculagcdo de uma dose
exata de células na hemolinfa do inseto (TZOU, DE GREGORIO, LEMAITRE, 2002;
FUCHS et al, 2010; TREVIJANO-CONTADOR, ZARAGOZA, 2014).

A Candida albicans € um dos principais fungos responsaveis por infec¢cdes
locais e sisttmicas em humanos, e, vem sendo bastante explorado no modelo de
infeccdo experimental de Galleria mellonella (BRENNAN, et al, 2002; GARCIA-
CUESTA, SARRION-PEREZ, BAGAN, 2014). Por exemplo, no estudo de Scorzoni
et al, (2013), constatou-se o beneficio desse modelo para avaliacdo de viruléncia e
eficicia de antifungicos contra infec¢cdes por Candida krusei.

No entanto, ressalta-se que o método de injecao do indculo pode desprezar o
curso natural das infeccbes e acarretar respostas imunes diferentes do esperado
(TZOU, DE GREGORIO, LEMAITRE, 2002). Um método mais fisiolégico e préximo
daquele que ocorre naturalmente, refere-se a inducéo dessas infec¢gées por meio da
dieta ou do contato, inserindo 0s insetos sobre superficies com esporos de fungos
frescos. Isso permite que os patdgenos atravessem o exoesqueleto dos espécimes,
gerando uma infeccdo de maneira mais lenta e similar ao natural, mas apresentam a
desvantagem de n&o controlar as doses exatas de infeccdo (VODOVAR, 2004;
KAVANAGH; REEVES, 2004; MYLONAKIS et al, 2005). Nos modelos de infeccao
por Candida albicans, por exemplo, um inéculo de 5 x 10° unidades formadoras de
colénias (UFC) por larva € considerado adequado, a fim de se avaliar a agdo de
agentes antifungicos (LI et al, 2013).

Quando a Infeccdo das larvas de Galleria mellonella se da por fungos nao
patogénicos, uma alta concentracdo de hemdcitos pode ser constatada na
hemolinfa. No entanto, quando essa infec¢cdo ocorre por fungos patogénicos, como,
por exemplo, pela Candida albicans, acontece uma redu¢do notavel no nimero de
hemdcitos. Por isso, a mensuracdo das concentracdes de hemocitos pode atuar
como marcador de patogenicidade dos invasores fungicos no modelo de Galleria
mellonella (HUSAIN, WAGENER, SINGH, 2001). Os pro-hemacitos, coagulécitos,
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esferulocitos, enocitoides, plasmoécitos e granulécitos sdo hemocitos ja bem
caracterizados e que participam ativamente da resposta imune da Galleria
mellonella, através de processos especializados, como, fagocitose, nodulacdo e
melanizacdo (GILLESPIE, KANOST, TRENCZEK, 1997; KAVANAGH; REEVES,
2004), sendo os plasmatdcitos e granulécitos as células predominantes no processo
de fagocitose (HUSAIN, WAGENER, SINGH, 2001).

Diante disso, serdo apresentados a seguir, alguns protocolos encontrados na
literatura, ressaltando que todas as recomendagdes descritas em cada protocolo,

estdo de acordo com o método de cada autor.

4.1.1 Protocolo para avaliacdo da atividade de agentes antifungicos em

infeccdo por Candida albicans, descrito por Li et al, (2013):

a) Preparacédo do in6culo:

Cultivar a Candida albicans em meio liquido YPD a 30°C (1% de extrato de
levedura, 2% de peptona e 2% dextrose), em uma incubadora com agitagcéo, por
24h. ApOs esse periodo, colénias de C. albicans sao utilizadas para preparar

suspensdes em diferentes concentracdes, a depender do experimento.

b) Viabilidade larval:

e Selecionar as larvas de Galleria mellonella, que se encontram no final do
ultimo estagio larval, pesando cerca de 330 mg e sem presenca de marcas
cinzas;

e Compor cada grupo com 16 larvas selecionadas aleatoriamente;

e Antes das inoculacbes, limpar a regido das ultimas pré-patas com algodao
embebido em élcool;

e Injetar a suspensao do inéculo diretamente na Ultima pro-pata esquerda, com
auxilio de uma seringa de Hamilton (MYLONAKIS et al, 2005), respeitando o
volume de 5 pL;

e ApoOs a injecao do in6culo, incubar as larvas a 37°C em recipiente de plastico
e, contar o numero de larvas mortas diariamente, até que todas estejam

mortas;
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Os agentes antifungicos devem ser administrados usando a mesma técnica e
nas seguintes concentracoes: fluconazol (FLC) 1, 4 e 16 mg/kg; anfotericina
B (AMB) a 0,4, 1,6 e 6,4 mg/kg, e flucitosina (5-FC) a 1,25, 5 e 20 mg/kg;

Um grupo controle deve receber 5 pL de solucédo tampéo fosfato-salina (PBS)
em substituicdo ao indculo de Candida albicans, para monitorar mortes por
leséo fisica ou infeccdo por patdgenos contaminantes;

Plotar as curvas de morte e examinar usando o método de Kaplan-Meier
(KAPLAN & MEIER, 1958);

Determinar as diferencas realizando analise estatistica.

4.1.2 Protocolo para avaliacdo da atividade de agentes antifingicos em

infeccdo por Candida albicans, descrito por Fallon, Kelly, Kavanagh, (2012):

a) Preparacédo do in6culo:

Crescer uma cultura de Candida albicans para a fase estacionaria (1-2 x 10%
ml) em caldo YEPD a 30 °C, sob agitacdo em 200 rpm e coletar as células
apos centrifugacdo (2.056 x g por 5 min), lavar em PBS e ressuspender em
PBS em varias densidades celulares, variando de 5 x 10° ,1 x 10°, 2,5 x 10°
a5 x 10° por 20 pL.

b) Viabilidade larval:

Colocar larvas saudaveis em placas de Petri estéreis de 9 cm, forradas com
papel de filtro Whatman; Para cada grupo selecionar 10 larvas.

Injetar 20 pL da suspensdo do inéculo na ultima pro-pata esquerda da larva,
usando uma seringa Myjector;

Incubar as larvas a 30°C, no escuro, por até 96h;

Incluir na analise dois grupos para controle, um com larvas intocadas e outro
com larvas injetadas com 20 L de agua ou PBS;

Avaliar as larvas em intervalos regulares (a cada 24 horas) quanto a

viabilidade e progresséo da doenca, até o fim dos experimentos;
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Para avaliacao da viabilidade, sondar as larvas suavemente com uma agulha
e, quando nenhuma resposta for observada, considerar as larvas como

mortas. Além disso, considerar as altera¢des na cuticula e melanizacéao.

c) Determinacédo da densidade de hemaocitos da Galleria mellonella

Escolher trés larvas aleatoriamente e perfurar seu dorso na extremidade
anterior (cabeca) com uma agulha estéril;

Coletar a hemolinfa amarela (sangue);

Reunir em um unico tubo eppendorf pré-resfriado contendo uma pequena
guantidade de 1-fenil-3- (2-tiazolil) -2-tioureia, para evitar a melanizacéo da
hemolinfa;

Diluir a hemolinfa na proporgdo 1:10 em solugcdo PBS resfriada, contendo
0,37% (v/v) 2-mercaptoetanol, para reduzir a coagulagcéo e melanizagao;
Homogeneizar suavemente pipetando;

Usar um hemocitdmetro para contar os hemadcitos e calcular a densidade

original nas larvas.

d) Determinacdo da carga fungica de Galleria mellonella inoculada com

Candida albicans

Inocular 10 larvas de Galleria mellonella com indculos de Candida albicans (5
x 10° células / 20 pL) e as incubar por 24 h a 30°C;

Selecionar trés larvas aleatorias e triturd-las em um pildao estéril com 3 mL de
PBS até formar uma pasta;

Diluir o contetdo em PBS e homogeneizar;

Plaguear 100uL das amostras em placas de YEPD-eritromicina;

Incubar as placas a 30°C por 24 h para contagem das UFC;

Calcular a carga fungica larval multiplicando o nimero de UFC pelo fator de

diluicao;

e) Avaliagcdo da atividade in vivo de caspofungina em Galleria mellonella

infectada com Candida albicans

Infectar trés grupos de 10 larvas de Galleria mellonella, com Candida

albicans, e separar cada grupo em uma placa de Petri;
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e Uma hora apos a infecgdo, inocular as larvas com um volume de 20 pL de
caspofungina (por exemplo, 0,2, 0,1, ou 0,05 ug/ml) ou PBS (como controle)
e as manter a 30°C por até 96 h;

e Avaliar a viabilidade larval em intervalos de 24 horas, até o fim do
experimento;

e Os medicamentos antimicrobianos podem induzir uma resposta imune nas
larvas da Galleria mellonella, e, por isso, grupos controle devem ser incluidos
para avaliar atividade antimicrobiana do agente de teste;

e Como alternativa para avaliar a eficacia da caspofungina frente a infeccéo,
por Candida albicans, pode-se injetar a caspofungina nos grupos de larvas,

no periodo de 1 ou 4 h antes da infec¢éo por C. albicans.

f) Extracdo de RNA da Galleria mellonella e analise da expressdo génica
antimicrobiana
Para extragbes de RNA, materiais livres de RNase devem ser usados e as

precaucdes tomadas para minimizar a contaminacao.

e Colocar trés larvas de Galleria mellonella em um pildo, cobri-las com
nitrogénio liquido (cerca de 5 ml) e moendo-as até que se assemelhem a um
po fino;

e Adicionar 3 mL de reagente TRI ® e misturar;

e Deixar subir ligeiramente a temperatura até que o liquido se torne menos
ViSCOSO0;

e Transferir o liquido para tubos de 1,5 mL (1 mL em cada) e centrifugar a
12.000 x g por 10 min a 4°C;

e Transferir cada sobrenadante para um novo tubo, sem junta-los;

e Para cada tubo, adicionar 200 uL de cloroférmio e agitar no vortex por 15 s;

e Deixar repousar a temperatura ambiente durante 10 min;

e Centrifugar os tubos como antes e transferir a camada superior para um tubo
novo adicionado de 500 pL de isopropanol;

e Agitar os tubos véarias vezes e deixar repousar a temperatura ambiente

durante 10 minutos;
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Centrifugar os tubos como antes, descartar o sobrenadante e lavar o pelet
em 100 pL de etanol a 75% no vortex;

Centrifugar os tubos novamente para remover o etanol completamente;
Deixar os tubos secar naturalmente na camara de fluxo laminar;

Suspender novamente o sedimento em 80 pL de 4gua tratada com DEPC;
Remover o DNA contaminado usando a desoxirribonuclease | (AMP-D1), de
acordo com as instru¢cdes do fabricante, para tratar as amostras de DNase;
Determinar a concentracdo de RNA usando o espectrofotometro Nanodrop
1000;

Armazenar as aliguotas de RNA a -80°C;

Antes do uso, deve-se lavar as plataformas de gel e o tanque, com SDS a
0,5% (p/v), enxaguar com agua tratada com DEPC, seguida de etanol e
deixar secar ao ar;

Para visualizar o RNA, deve-se preparar 100 mL de agarose a 1% (p/v) em
solugcéo tampao de corrida FA 1x;

Aquecer a mistura até dissolver e deixar esfriar naturalmente;

Adicionar 1,8 mL de formaldeido a 37% (v/v) mais 1 yL de 10 mg/ml de
brometo de etidio imediatamente antes de colocar na cuba para formar o gel;
Antes da corrida, equilibrar o gel em tampéao de corrida FA 1x por pelo menos
30 min;

Adicionar 4 uL de RNA a 4 pL de corante de carregamento de gel 5 x RNA;
Deixar aquecer a 65°C por 5 min e posteriormente resfriar no gelo;

Distribuir as amostras nos pocos do gel e programar a corrida a 50 V em
tampédo FA 1x, por aproximadamente 40 min;

Visualizar as bandas usando um transiluminador UV;

Sintetizar o0 cDNA usando 1 ug de RNA e o Superscript Illl First-Strand
Synthesis System para kit RT-PCR, de acordo com as instru¢cdes do
fabricante;

Armazenar o cDNA a -20°C,;

Analisar a expressao dos genes antimicrobianos de Galleria mellonella por
gRT-PCR usando iniciadores e condi¢des de ciclo de PCR;

Usar o gene de limpeza da actina como controle;
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Cada reacao de PCR (volume de 20 pL) deve conter 1 ug/uL cDNA, 2 uL de
tampéo 10 x LA, 0,4 yL de DMSO, 1 yL 10 mM mistura dNTP, 14,6 pL de
agua, 0,4 pL 10 uM de iniciador direto, 0,4 uL de 10 uM de iniciador reverso e
0,2 yL de DNA AccuTag™ LA polimerase;

Misturar as solucdes por pipetagem e colocar imediatamente no
termociclador;

Misturar 4 pL de produto do PCR com 4 pL de carga de tintura azul/laranja 6
X,

Visualizar os produtos de PCR correndo as amostras em gel de agarose a
1% (p/v) (1g de agarose em 100ml de TAE x1) com a adi¢éo de 2 pL de 10
mg/ml de brometo de etidio;

Correr o0 gel a 50 V por 30 min e visualizar usando um transiluminador UV.

g) Analise de alteracdes protebmicas em larvas infectadas por meio de
Eletroforese 2D em Gel e LC/MS

Coletar a hemolinfa amarela (sangue) de dez larvas de Galleria mellonella
infectadas por fungos e, colocar em um tubo de 1,5 mL pré-resfriado e
centrifugar a 800xg por 2 min, a 4°C, para granulacdo dos hemdcitos;
Transferir o sobrenadante celular para um tubo novo;

Fazer uma diluicdo de 1:50 da hemolinfa livre de células brutas em agua
deionizada e, quantificar o conteddo de proteinas usando o método de
Bradford;

Calcular a concentracéo proteica da hemolinfa pura e livre de células;

Diluir 350 ug de proteina em 100 uL de tampao de_Focalizacdo Isoelétrica
(IEF), e manter durante cerca de 15 minutos a temperatura ambiente;
Adicionar 2 pL de anfélitos, pipetando de quatro a cinco vezes para
homogeneizar e deixar repousar a temperatura ambiente durante 15 min;
Adicionar mais 150 pL de tampéo IEF e alguns graos de azul de mofenol na
solucgéo, e pipetar para misturar;

Pipetar 250 pL da amostra IEF em um caixado/bandeja, inclinando para
garantir uma distribuicdo uniforme e, em seguida, colocar uma tira IEF de 13

cm dentro e cobrir a tira com o fluido de cobertura de fita, PlusOne;
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Colocar os caixfes na com as tiras na maquina IEF, aplicando o seguinte
método de focagem de tira por tira: 12 h a 50 V, 15 min a 250 V, aumentar
para 8.000 V com aumento de gradiente ao longo de 5 h, e entdo manter as
8h a 8.000 V;

Quando a focagem for concluida, armazenar a -70°C com o lado do gel da
tira IEF voltado para cima;

Fazer uma aliquota de 10 mL de tampao de equilibrio em dois tubos de
ensaio separados;

Dissolver 0,2 g de ditiotreitol (DTT) no primeiro tubo de equilibrio, e 0,4 g
iodoacetamida no segundo tubo de equilibrio, adicionando alguns graos de
azul de bromofenol para o segundo tubo de equilibrio (usar tubos de ensaio
com tamanho minimo de 13 cm);

Transferir a tira IEF para a primeira solucéo de equilibrio, selar com filme de
parafina e incubar horizontalmente em uma mesa de balanco por 15 min;
Transferir para a segunda solucédo de equilibrio e deixar equilibrar como na
etapa anterior;

Quando o equilibrio for completado, lavar brevemente com agua deionizada e
colocar sobre o gel de separacéo;

Preparar um gel para eletroforese 2D;

Colocar um pedaco de papel de filtro embebido em SDS-PAGE ladder no
canto do gel e selar com uma solucéo de agarose a 1%, feita com tampé&o de
execucao 1x SDS-PAGE;

Correr o gel a 80 V durante a noite e corar com Coomassie;

Cortar pedacos de gel a partir de géis 2D e transferir para tubos siliconados
individuais, certificando-se que o0s pedacos ndo possuem mais de 2mm de
espessura, facilitando a descoloracéo e a absorcéo de tripsina;

Lavar o gel usando tampéao descolorante (200 uL) a temperatura ambiente e
agitar no vortex, ocasionalmente;

Repetir esta etapa, quando necessario, para remover todo excesso de
corante;

Remover o tampdo descolorante e ressuspender o gel em 100% de
acetonitrila, suficiente para cobrir o pedaco de gel;

Remover a acetonitrila;
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Armazenar os pedacos de gel a -20°C;

Adicionar 60 pL de tampdao de digestdo com tripsina a cada tubo que contiver
pecas de gel e, manter todos os tubos no gelo por 30 min, induzindo a
penetracdo do tampéo de digestdo da tripsina nas fatias de gel e evitando
autodigestao da tripsina;

Adicionar tampé&o de tripsina suficiente para cobrir os pedacos de gel e
manter em gelo por aproximadamente 60 min;

Inspecionar todos os tubos para garantir que todos os pedacos de gel
permanecam cobertos;

Adicionar 10 mM de AmBic: 10% v/v de tampdo, garantindo que o gel
permaneca hidratado durante a clivagem enzimatica;

Incubar o gel a 37°C por 4-24 h, permitindo a digestao triptica da proteina;
Centrifugar as digestdes tripticas a 5.000 x g por 5 min e transferir o
sobrenadante para um tubo limpo;

Adicionar aproximadamente 100 yL de tamp&o de extragdo ao gel restante,
mantendo-os incubados a 37 °C por 15 min para extracdo dos peptideos;
Centrifugar o sobrenadante e transferir para a digestdo triptica do
sobrenadante da etapa anterior;

Secar os sobrenadantes a vacuo e reuni-los até a concluséo;

Armazenar a -20°C até a analise por LC/MS;

Antes da andlise por LC/MS, ressuspender sobrenadantes secos em 15 pL
de &cido férmico a 0,1%, removendo quaisquer detritos por meio de um filtro
de acetato de celulose de 0,22 um, centrifugando o tubo em 20.000 x g por 3
min;

Transferir 10 uL de cada amostra para um frasco de LC/MS para analise.

h) Extracéo e analise de peptideos das larvas de Galleria mellonella

Sangrar 10 larvas por meio de uma incisao entre as duas ultimas propatas e
colocar em um tubo de 1,5 mL pré-resfriado e, centrifugar a 800 x g por 2 min
a 4°C para granulagéo dos hemdcitos;

Transferir o sobrenadante sem células para um tubo novo;
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Fazer uma diluicdo 1:10 da hemolinfa livre de células no peptideo tampéao de
extragcdo e deixar repousar no gelo por 30 minutos para capitacdo de
proteinas de alto peso molecular;

Centrifugar a 20.000 x g por 30 minutos a 4°C;

Transferir o0 sobrenadante para um tubo fresco e liofilizar em um
congelamento mais seco, até secar;

Ressuspender o material liofilizado em 200 pL de acido trifluoroacético (TFA)
a 0,1%;

Adicionar um volume igual de n-hexano e misturar bem para remover lipidios;
Centrifugar a 20.000 x g por 10 min;

Remover a fracdo superior contendo lipidios, adicionando um volume de
acetato de etila para a fracdo de 4gua mais baixa;

Centrifugar a 20.000 x g por 10 min;

Remover a camada aquosa inferior para um tubo limpo de 1,5 mL;

Quantificar o conteudo de proteinas pelo teste de Bradford;

Equalizar a concentracéo de proteina em um volume de 100 pL para permitir
as analises comparativas entre diferentes tratamentos;

Analisar as amostras em Cromatografia Liquida de Alto Desempenho (HPLC)
usando 220 nm como comprimento de onda de referéncia para deteccao de
ligagBes peptidicas, onde analise de mdltiplos comprimentos de ondas é
possivel,

Usar comprimentos de onda de 254 e 280 nm para deteccdo de ligacbes
dissulfeto e aromas residuos organicos, respectivamente.

Usar os gradientes de HPLC detalhados abaixo:

Tempo (min) Solvente

0-5 5% acetonitrile Step and hold
5-40 5-100% acetonitrile Gradient
40-42 100% acetonitrile Step and hold
42-44 100-5% acetonitrile Gradient



http://www.airproducts.com.br/Industries/Analytical-Laboratories/analytical-lab-applications/product-list/high-performance-liquid-chromatography-hplc-analytical-laboratories.aspx?itemId=5C5233E1630347DF9163B6FBE9CF3F2D
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e Caso seja possivel, fracionar picos individuais de HPLC, de acordo com as
diretrizes do fabricante;
e Liofilizar picos individuais durante a noite, armazenando a -20°C até a

digestéo triptica e a caracterizacdo por MALDI-TOF ou andlise de LC / MS.

5. Analise de toxicidade

Em Puppin (2018) foi utilizado o protocolo de Scorzoni et al, (2013), com
modificagbes, para avaliar a toxicidade do Oleo essencial de Elionurus muticus

(capim-lim&o brasileiro) em larvas de Galleria mellonella

e Usar 10 larvas para cada concentracdo testada do 6leo essencial e para o
controle;

e Selecionar larvas que pesem entre 0,3 e 0,5 g;

e Alocar as larvas em placas de Petri incubar a 37°C, no escuro;

e Descartar as larvas com alteragdes de cor, como manchas escuras ou com
melanizacao aparente;

e Monitorar a morte larval por inspecéo visual da cor (marrom - marrom escuro)
e pela auséncia de movimento ao toque;

e Antes de qualquer procedimento, lavar a pré-pata com etanol 70%;

e Aplicar 10 pL da suspensao de varias concentracdes do 6leo essencial (125 —
12500 pg/ml) na hemocoele, na Ultima pro-pata esquerda das larvas usando
a seringa de Hamilton de 1 mL;

e Apés a inoculacao, incubar as larvas a 37°C e monitorar a morte por 72

horas.
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6. Analise histologica

6.1 Protocolo apresentado por Scorzoni (2013)

O objetivo desse estudo foi caracterizar a interacao entre Galeria mellonella e
Candida krusei para obter insights sobre tracos de viruléncia desta levedura
patogénica e, investigar se a eficacia antifungica in vivo se correlaciona com o perfil

de suscetibilidade mostrado por C. krusei in vitro.

e Coletar trés larvas em diferentes dias de infeccdo para compor os diferentes
grupos (nédo infectados, infectados e/ou tratados com antifungicos);

e Preservar as larvas em etanol a 70% e fazer incisées longitudinais com bisturi
na parte dorsal;

e Fixar as amostras com formalina tamponada a 10% por 24 horas;

e Em seguida, desidratar as amostras com concentragbes crescentes de
etanol, lavar com xilol e incorporar em parafina;

e Corar as secoes de tecido (5 microns) com solucéo de acido periodico Schiff

(PAS) e observar com um microscopio optico.

6.2 Protocolo apresentado por Vilela (2015)
No estudo de Vilela (2015) analisaram-se histologicamente os efeitos do
Lactobacillus acidophilus na filamentacdo de Candida albicans tecido adiposo da

larva usando o seguinte protocolo:

e Formacéo dos grupos: grupo controle com PBS, grupo controle com caldo De
Man, Rogosa e Sharpe (MRS), grupo celular Candida albicans +
Lactobacillus acidophilus, grupo filtrado da cultura C. albicans + L.
acidophilus, e grupo controle n&o inoculado com nenhum dos
microrganismos, utilizando cinco larvas por grupo;

e Dezoito horas apés a infeccdo, fazer uma incisdo na linha média da parte
ventral do animal, descartar a hemolinfa e remover o corpo gordo;

e Colocar o corpo gordo em formalina a 10% e armazenar por 24 horas a 4°C;

e Imergir o tecido em diferentes concentracdes de alcool (50, 70 e 90% por 1h,
100% por 3h), incubar em xilol por 3h e montar em blocos de parafina;
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e Cortar os blocos e corar com hematoxilina-eosina (HE) e &cido periédico
Schiff (PAS);

e Visualizar as hifas e leveduras sob um microscépio de luz.

e Para analise da filamentacao, fotografar todas as areas da secéo histolégica
gue contem hifas e levedura com uma ampliacéo original de 1.000x;

e Determinar a area ocupada por células de hifas e leveduras (em pm) para
cada imagem usando o programa ImageJ;

e Somar todas as areas de células de hifas e leveduras.

7. Analises com bactérias

O modelo de Galleria mellonella foi muito usado ao longo dos anos em
estudos sobre a resposta imune dos insetos. Pesquisas mais recente revelaram a
presenca de uma grande variedade de peptideos antimicrobianos com diferentes
propriedades bioquimicas e antimicrobianas na hemolinfa de suas larvas, quando
desafiadas por bactérias. Grande parte dessa variedade de peptidios
antimicrobianos (AMPs) esta relacionada a resposta humoral, como as cecropinas,
gue, sdo ativas contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas e, outros
membros dos peptideos lineares-helicoidais, como, peptideos do tipo moricina,
defensinas, peptideos ricos em prolina, peptideos ricos em glicina, e a lisozima,
essencialmente presente na hemolinfa (HULTMARK, 1996; CYTRYNSKA et al,
2001; CYTRYNSKA et al, 2007; LEE et al, 2004; WOJDA, 2017).

7.1 Patogenicidade de bactérias periodontais
O protocolo de Santos et al, (2020) utilizou 0 modelo de Galeria mellonella
para avaliar a patogenicidade de bactérias periodontais, mais especificamente;
Porphyromonas  gingivalis, Fusobacterium nucleatum e  Aggregatibacter
actinomycetemcomitans:
e Cultivar as bactérias em agar Brucella, suplementado com 5% de sangue de
ovelha desfibrinado e 1% de solucédo de hemina e menadiona;
e Incubar por cinco dias em uma camara anaerébica a 37°C;
e Preparar as suspensdes para 0s ensaios, nas concentracdes de 10°, 10% e

10° células/mL, com um espectrofotdmetro a 660 nm, 550 nm e 600 nm
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para Porphyromonas gingivalis, Fusobacterium nucleatum e Aggregatibacter.
actinomycetemcomitans, respectivamente;

Selecionar larvas de cor clara (Figura 3.b), sem manchas e com peso entre
190-230 mg;

Obter as curvas de sobrevivéncia inoculando 10 pL da suspensao bacteriana
na Gltima propata esquerda das larvas, nas concentraces de 10, 10%e
10° células/mL (FIGURA 3. a);

Usar solucdo salina tamponada com fosfato para inoculacdo de um grupo
controle, com micro seringas;

Usar doze larvas para cada avaliacdo de cada concentracdo de
periodontopatégeno;

ApGs a inoculacgéo, incubar as larvas a 37°C no escuro, sem alimentos;
Avaliar a sobrevivéncia diariamente, por sete dias, observando o processo de
melanizacao (Figura 3. c) e morte (Figura 3.d);

Usar as seguintes concentracoes subletais:
P. gingivalis (10’ células/mL), F. nucleatum (10°células/mL), e A. actinomycet
emcomitans (10® células/mL) para avaliar a concentracdo de hemdcitos e
UFCs da hemolinfa;

Apbs a infecgdo, incubar as larvas a 37°C por 3 h;

Para determinar a concentracdo de hemdcitos, coletar uma amostra de
hemolinfa de trés larvas e diluir com uma solucdo anticoagulante (NaCl 2%,
glicose 0,1 M, citrato de sédio 30 mM, acido citrico 26 mM e EDTA 10 mM);
Estimar a concentracdo por meio de uma camara de Neubauer;

Para cada tratamento, analisar quatro grupos de trés larvas cada, totalizando
12 larvas por tratamento;

Para determinar as UFCs de periodontopatdgenos recuperadas das larvas,
coletar a hemolinfa e diluir em PBS, semear em agar sangue Brucella
suplementado com hemina 1% e menadiona e incubar em condicbes

anaerobias (37°C por cinco dias).
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Figura 3. Modelo experimental da Galleria mellonella; (a) Inoculagdo das bactérias
periodontopatégenas na ultima propata esquerda das larvas; (b) Larvas vivas ap6s 1h da inoculacao
com PBS; (c) Larvas vivas e melanizadas apés 1h dd infeccdo com Aggregatibacter
actinomycetemcomitans; (d) Larvas melanizadas e mortas ap6s 24h da infec¢éo.

Fonte: Santos et al, 2020.

7.2 Extracado e analises com a hemolinfa da Galeria mellonella

Segue o protocolo utilizado por Harding et al, (2013) para extracdo e analises
com a hemolinfa da Galeria mellonella, com detalhamento das técnicas
experimentais utilizadas para infectar larvas, analise da mortalidade larval, extracdo
de hemdcitos para contagem e imunofluorescéncia e determinagéo da replicacao

por contagens viaveis de UFC de larvas infectadas.

a) Extracdo da hemolinfa
e Selecionar aleatoriamente trés larvas e coloca-las em um tubo Falcon de 14
ml nos momentos selecionados, como, 5 e 18 horas pos infecgéo;
e Manter este tubo no gelo por 5 a 10 minutos, até que néo se observe nenhum
movimento das larvas;
o Colocar as larvas anestesiadas em uma placa de Petri e, usando um bisturi,
fazer uma incisdo entre os dois segmentos proximos a cauda das larvas (Figura
4.a);
o Espremer as larvas em um tubo de centrifuga estéril de 1,5 ml para coleta da
hemolinfa (Figura 4.b);
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o Coletar e juntar a hemolinfa de pelo menos trés larvas, por tubo (Figura 4.c);

e Uma larva fornece entre 15-50 pl de hemolinfa, dependendo do tamanho;

« Durante a extragdo da hemolinfa, € muito facil romper o intestino e resultar na
contaminacao das amostras;

o Para reduzir a contaminacéo, deve-se cortar as larvas perto da cauda (longe
do intestino);

« No entanto, a sele¢céo de antibidticos sempre serd necesséria ao plaquear as
bactérias;

o Para evitar que a hemolinfa figue marrom e coagule, deve-se processar a
hemolinfa em até 10 minutos apos a coleta;

e Descartar o corpo larval em um novo tubo Falcon de 14 ml, selado e

colocado a 20 °C durante a noite, garantindo que as larvas estejam mortas;

As larvas mortas devem ser autoclavadas e descartas de acordo com as regras

locais.

Figura 4 - Imagem da retirada de hemolinfa de G. mellonella. A) Seta representa a sequéncia de incisdes para
retirada da hemolinfa; B) Hemolinfa sendo retirada ap6s a incisdo; C) Tubo Eppendorf com a quantidade de
hemolinfa referente ao pool de 3 larvas

Fonte: Barbosa, 2014.

b) Determinacéo da viabilidade do hemaocito

e Misturar 20 yLde hemolinfa extraida com 20 pyL de 0,02% (v/v) de azul de
tripano em PBS, em um poc¢o de uma placa de 96 pocos;

e Incubar por 5 minutos em temperatura ambiente;

e Carregar 10 yL de hemolinfa em um hemocitémetro, contando as células
viaveis (ndo azuis);

o Contar cada amostra em triplicata para reduzir o erro.
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c) Processamento de hemocitos extraidos para microscopia de

imunofluorescéncia

e Misturar a hemolinfa extraida de pelo menos trés larvas, pipetando em
laminulas de vidro medindo de 10 a 15 mm e, separando-as nos poc¢os de uma
placa de 24 pocos;

e As laminulas ndo necessitam de tratamento, pois 0s hemdcitos aderem
facilmente ao vidro;

e Adicionar 0,5 mL de D-PBS e misturar bem pipetando para cima e para
baixo;

o Centrifugar a placa por 10 min a 500 x g em temperatura ambiente (RT)
usando um suporte de placa de centrifugacdo a prova de aerossol,

« Examinar cada poco usando um microscopio invertido para verificar se os
hemacitos estdo aderidos as laminulas;

« Remover o sobrenadante e lavar as células cuidadosamente por trés vezes
adicionando 0,5 mL de D-PBS a parede do poco, agitando a placa 2 a 3 vezes e
remover o D-PBS com uma pipeta;

o Fixar as células adicionando 0,5 mL de paraformaldeido a 4% (v/v) (PFA) em
PBS;

e Incubar as células durante 20 a 30 minutos a temperatura ambiente;

e Lavar as células novamente, durante trés vezes com D-PBS;

e Adicionar 0,5 mL de NH4CI 15 mM em PBS para extinguir o PFA residual e
incubar a temperatura ambiente por 15 min;

e Lavar as células trés vezes com D-PBS;

« Nesta fase, armazenar as laminulas durante a noite a 4 °C;

e Adicionar 0,5 mL de Triton X-100 a 0,1% em PBS, e incubar por 5 minutos
em temperatura ambiente para permeabilizar as células;

e Manter bloqueado por 1 hora com solucéao de bloqueio (2% (p/v) de BSA em
PBS.

e Incubar por 1h a temperatura ambiente no escuro com o anticorpo primario
diluido em solucao de bloqueio, na diluicdo especificada pelo fabricante;

e Lavar trés vezes com PBS;
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e Incubar por 1 hora com o anticorpo secundario e DAPI (4, 6-diamidino-2-
phenylindole) para visualizacao de bactérias;

e Lavar 3 vezes com PBS;

e Montar as laminas usando uma gota de reagente de montagem nas laminas
de vidro;

e Manter incubado durante a noite no escuro a temperatura ambiente para
secagem completa da solugcdo de montagem;

« Visualizar a Imagem das laminas em um microscoépio de fluorescéncia.

d) Quantificacdo de UFC bacteriana

e Antes da extracdo da hemolinfa, pesar os tubos de centrifuga de 1,5 mL;

o Fazer a extracdo da hemolinfa como descrito anteriormente e colocar em
tubos pesados, adicionados de 1 pyL de 5 mg /ml de digitonina, misturados bem e
incubados por 5 min em temperatura ambiente;

e Lisar os hemdocitos;

e Pesar os tubos novamente com a hemolinfa, determinando o peso da
hemolinfa extraida;

« Realizar diluicbes em série de dez vezes a hemolinfa em caldo de extrato de
levedura ACES (AYE) estéril;

e Usar uma caneta para demarcar a base de uma placa CYE em seis setores
iguais e identificados;

o Colocar trés gotas de 25 pL de cada diluicdo (comecando com a mais diluida)
em cada secao da placa;

e Incubar as placas com as tampas viradas para cima durante a noite a 37°C;

« Depois que as gotas secaram completamente, virar as placas e incubar a
37°C por pelo menos mais dois dias;

« Quantificar as bactérias extraidas pela contagem das colénias a cada diluicdo

e normalizadas com o peso da hemolinfa extraida.
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7.3 Modelo de infeccdo por Porphyromonas gingivalis do tipo selvagem e

mutante cas 3

Protocolo apresentado por Solbiati et al, (2020) para avaliar a viruléncia

da Porphyromonas gingivalis.

De inicio, separar as larvas mortas das larvas saudaveis;

Pesar as larvas e formar grupos aleatorios;

Manter as larvas em temperatura ambiente até 0 momento da infeccéo;
Formar 7 grupos de 15 larvas, escolhidas aleatoriamente, com peso entre
200 a 300 mg, e sem sinais de melanizacgéo;

Usar seringa de Hamilton de 25 pl para injetar aliquotas de 5 ul de in6culo
bacteriano na hemocele de cada larva, na Ultima pro-perna esquerda;
Selecionar trés grupos para receber P. gingivalis do tipo selvagem (3,85 x
108 7,7 x 10" e 3,85 x 10 °CFU por larva), e trés grupos para receber
o mutante cas 3 (2,15x 108, 4,3 x 10 " e 2,15 x 10 ® CFU por larva);

Incluir trés grupos de controle com meio THSB sozinho, caldo de soja triptica
(TSB) (BD, Becton, Dickinson and Co.) mais P. gingivalis de tipo selvagem
morta por calor (10 min a 75°C) e THSB mais A cas3 mutante morta por calor
(10 min a 75°C);

ApoOs a injecao, incubar as larvas a 37°C, no escuro;

Registrar o aparecimento de melanizagcéo e sobrevivéncia em: 0,5, 1, 1,5, 2,
3, 3,75, 4,25, 6,25, 22, 24, 28 e 42h;

Classificar as larvas como mortas quando nédo realizarem nenhum movimento
em resposta ao toque;

Tracar as curvas de morte de Kaplan-Meier e estimar as diferencas na
sobrevivéncia usando um teste de log-rank;

Um valor de P <0,05 é considerado significativo;

Analisar os dados com o0s pacotes de 'sobrevivéncia' e 'sobrevivente' no
software R;

Repetir os experimentos trés vezes;
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7.4 Interacao entre Candida albicans e Streptococcus mutans em modelo
experimental de Galleria mellonella.
No estudo de Barbosa (2014), foi utilizada a metodologia descrita por Mylonakis

et al, (2005) e Fuchs et al, (2010), para avaliar essa interacao.

a) Grupos experimentais
A Figura 5 apresenta 0s grupos experimentais e numero de larvas utilizadas para

cada experimento no estudo de Barbosa (2014).

FIGURA 5. Testes, grupos experimentais e numero de lagartas utilizadas por experimento

Grupos Curva de Contagem de UFC/mL Analise
Experimentais | sobrevivéncia | o, | 4n | 8n | 121 | histolégica
Infeccdo por
S. mutans 64 ] ) ] ] ]
Controle PBS 16 9 9 9 9 3
Controle BHI 16 - - - - 3
Interacdo Célula 16 9 9 9 9 3
Interagéo
Sobrenadante 16 9 9 g 9 3
PBS apenas 16 - - - - 3
Sem injecdo 16 - - - - -
TOTAL 160 108 15

FONTE: Barbosa, 2014

b) Selecéo das larvas
e Utilizar larvas de Galleria mellonella em estagio final da fase larval e
pesando aproximadamente 25 mg;

e N&o é necessario fornecer alimentos as larvas.
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c) Verificacdo da susceptibilidade de Galleria mellonella a infeccdo por

Streptococcus mutans

Antes da analise da interacdo entre Candida albicans e Streptococcus
mutans, realizar analise da suscetibilidade de Galleria mellonella a
infeccdo por S. mutans para determinar a concentracdo sub-letal para
este microrganismo nesses animais;

Para efetuar essa andlise, inocular nas larvas, suspensdes de
Streptococcus mutans padronizadas em diferentes concentraces (104 a
107 células/mL);

Cada grupo deve ser composto por 16 larvas, e cada uma deve receber
um inéculo de 5 yL de cada suspensao padronizada, para determinacao

da curva de sobrevivéncia;

d) Preparo da suspensao padronizada de Candida albicans e Streptococcus

mutans

Cultivar a Candida albicans a 37°C por 24h em caldo YNB (Difco, Detroit,
USA) suplementado com glicose na concentragéo de 100 mM;

Cultivar a Streptococcus mutans em caldo Brain Heart Infusion (BHI)
(Himedia, Mumbai, india) a 37°C, e incubar em microaerofilia (5% de
CO2) por 4h;

Em seguida, centrifugar as células microbianas (1300 xg por 10 min);
Descartar o sobrenadante e ressuspender o sobrenante em 6 mL de
solucéo fisiolégica tamponada com fosfato (PBS);

Repetir essa etapa novamente;

Contar o numero de células da suspensao através de espectrofotdmetro
(B582, Micronal, S&o Paulo, Brasil) na concentragdo de 107
microrganismos/mL e com valores de comprimento de onda de 0,530 nm
para Candida albicans e 0,398 nm para Streptococcus mutans;

A densidade éptica deve ser de 0,381 para Candida albicans e 0,560 para

S. mutans.

e) Preparo do sobrenadante da cultura de Streptococcus mutans
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Incubar a cepa em caldo Brain Heart Infusion (BHI) a 37°C por 24h em
microaerofilia;

Apés isso, realizar a suspensdo padronizada de 107 células/mL, como
descrito anteriormente;

Transferir 1 mL da suspenséo padronizada para tubo Falcon contendo 6
mL de caldo BHI suplementado com 5% de sacarose e incubar a 37°C por
4h em microaerofilia;

Apés o periodo de incubacao, centrifugar o caldo (1300 xg por 10 min) e
filtrar em membrana com poros de 0,22 ym de diametro (MFS, Dublin,
EUA).

f) Injec&o dos microrganismos em Galleria mellonella

Injetar um in6culo de 5 uyL da suspensdo padronizada de Candida
albicans na hemolinfa de cada larva, por meio da dultima propata
esquerda, com uma seringa Hamilton de 10 pL;

Inocular também 5 pL da suspenséo de Streptococcus mutans ou 5 L do
seu sobrenadante na propata direita;

Nos grupos com infecgdo por um unico microrganismo, inocular 5 yL da
suspensao na proleg esquerda, e 5 uL de PBS na propata direita;

Inocular um grupo apenas com PBS, para comprovar que o trauma
causado pela agulha ndo acarreta na morte das larvas;

Um grupo de larvas integras, sem qualquer intervencao, deve ser usado
para acompanhar o estado de saude das larvas de Galleria mellonella
durante todo o experimento;

Antes das inoculagdes, esterilizar as seringas (Hamilton Inc, EUA), com
acido peracético (Henkel - Ecolab GmbH, Dusseldorf, Alemanha) como
manda as instrucdes do fabricante;

Realizar a limpeza da agulha e do interior da seringa a cada cinco
injecoes;

Realizar a limpeza da seringa, lavando em uma sequéncia de quatro
tubos Falcon com, respectivamente: 1°) 20 mL de hipoclorito de sodio, 2°)
20 mL de &lcool absoluto, 3°) 20 mL de agua destilada estéril e 4°) 20 mL
de PBS estéril;
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e Deve-se mergulhar a agulha e realizar 5 movimentos no émbolo para

cima e para baixo, em toda sequéncia dos tubos Falcon.

g) Determinacdo da curva de sobrevivéncia de Galleria mellonella

e Finalizadas as inocula¢gdes, armazenar as larvas em placas de Petri e
incubar a 37°C em estufa bacteriolégica;

e Anotar o numero de larvas mortas, 18h apl6s a inoculagcdo das
suspensdes, e, apos isso, a cada 24h, por sete dias apos o inicio do
experimento;

e Considerar as larvas como mortas quando estas nao realizarem
movimento ao toque.

e A morte de todas as larvas ou a transicdo para a forma de pupa

determinara o término do experimento.

Consideracgbes Finais

O modelo animal de Galleria mellonella é considerado uma alternativa viavel
ao modelo animal para realizacdo e reprodutibilidade de inUmeros experimentos
com bactérias e fungos, teste de toxicidade sistémica e efetividade de
medicamentos. Além disso, exige protocolos de cultivo e dietas de custo

relativamente baixo e de facil implementacéao.
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