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INTRODUCAO

O estudo da patogénese bacteriana, por compreender os efeitos das interagdes
com os hospedeiros animais, pode levar a um diagndstico inovador, tratamento,
prevencdo e erradicagdo de doengas em animais e humanos.’

Pesquisadores em patogénese focam na identificagao da viruléncia do patégeno
e seu arranjo genético, atribuindo fungcdo a genes e proteinas, e tentando
entender sua regulamentagdo.’ A utilizagdo de modelos mamiferos prevalece
como o principal meio para a realizagao destas experimentagdes, sendo 0 mais
comum os modelos de roedores. No entanto, ha uma série de restricbes
envolvendo esse sistema, incluindo barreiras éticas, orgamentarias e logisticas.
Mas a quantidade de individuos necessaria para a obtencao de dados e o longo
tempo de reproducédo dos animais, sao fatores que dificultam o uso desse tipo
de modelo.?

O emprego de insetos como modelos de infecgdes € um caminho promissor,
exibindo potencial em pesquisas que abrangem patégenos humanos. Os insetos
possuem um sistema consideravelmente avancado em se tratando de defesas
antimicrobianas. Equiparados aos mamiferos, possuem um sistema imune inato
complexo e as células da hemolinfa (funcionando de maneira analoga ao sangue
dos mamiferos), tém a capacidade de encapsular ou fagocitar patégenos
microbianos, bem como respostas humorais que compreendem a producao
induzida de lisozimas e diminutos peptideos antimicrobianos.?

Galleria mellonella (tragca do favo de mel) tem sido introduzida como um modelo
alternativo para estudo de infeccdes microbianas. Esse inseto pertence a ordem

Lepidoptera e familia Pyralidae (traga do focinho). Em diferentes experimentos,



sdo as larvas de G. mellonella que sao utilizadas como modelo, e ndo a traga
adulta. Quando equiparado a modelos mamiferos, as larvas de G. mellonella sao
faceis de se manter em laboratério, levando em conta a ndo necessidade de
equipamentos especiais para seus cuidados, produzindo descendentes durante
todo o ano.* Além disso, a utilizagido deste modelo ndo necessita de aprovagao
ética, por se tratar de um invertebrado e sua curta vida favorece estudos de alto
rendimento.?

O ciclo completo do desenvolvimento de G. mellonella, do ovo até as larvas de
ultimo instar, tem um periodo estimado de 5 semanas em temperatura de 25°C.
A partir do ultimo instar atingem o estagio de pupa, sendo necessaria mais uma
ou duas semanas para se conseguir as mariposas adultas. Os machos da
especie medem 10 a 15 mm e apresentam coloragdo bege com marcas claras e
escuras. As fémeas medem aproximadamente 20 mm, com uma coloragao mais
escura que os machos.?

As larvas de G. mellonella possuem amplas vantagens em experimentagdes e
um tamanho, no ultimo instar, relativamente grande (250 mg de peso). A infeccao
bacteriana pode ser realizada nas larvas por via oral, intra-hemocele ou
subcutanea.® Nesse modelo, os experimentos tém a possibilidade de serem
conduzidos em temperaturas que variam de 25 a 37°C, condi¢cbes que simulam
a temperatura natural dos mamiferos, tornando a G. mellonella um modelo muito
atrativo.®

As larvas de G. mellonella vém sendo investigadas, desde 1938, incluindo sua

variabilidade genética, até que anos mais tarde fosse introduzido como modelo



infeccioso.* Cujo interesse, € porque as larvas se mostram passiveis a grande
diversidade de bactérias e fungos patogénicos.®

Este artigo de revisdao se concentrou no uso de G. mellonella como modelo
experimental em patogénese bacteriana, afim de discutir as semelhangas e
diferengas nos parametros de uso deste modelo.

METODOLOGIA

O presente estudo foi uma revisao sistematica realizada entre os meses de
margo € abril de 2021. A busca por artigos cientificos foi realizada
exclusivamente na base de dados PubMed (National Library of Medicine National
Institutes of Health), incluindo como filtro para a selegdao dos estudos, os
trabalhos publicados nos ultimos seis anos.

A busca por meio dos termos “Galleria mellonella AND inoculation” apresentou
67 artigos, amplamente diversificados. Em seguida, um segundo filtro de
pesquisa foi formulado, “Galleria mellonella AND inoculation AND infection model
AND bacterial pathogen” (Figura 1).

Os critérios de incluséo foram definidos para a selec¢ao e qualificagédo dos artigos.
O critério fundamental estabelecido para a revisao inclui a apresentagdao de um
estudo experimental envolvendo G. mellonella, modelo de infecgao, seguido por
inoculagao de um patdégeno bacteriano. Os estudos que n&o se ajustavam a esse
modelo, ndo apresentando relevancia ao tema ou utilizavam outro tipo de
microrganismo foram excluidos.

RESULTADOS

Dentre os artigos selecionados e apds sua leitura integral, todos se

apresentavam na lingua inglesa e publicados em revistas internacionais. Foram



incluidos 15 estudos relevantes. As pesquisas foram realizadas em diferentes
regides, incluindo América do Norte, Europa e Asia. Cinco estudos (45,5%) foram
realizados nos Estados Unidos, trés (27,3%) na Suica, dois (18,2%) na Inglaterra
e apenas um (9%) no Japao (Tabela 1).

Todos os trabalhos realizaram estudos de analise da patogenicidade bacteriana.
E para confirmar os fatores de viruléncia e/ou a defesa do hospedeiro, cinco
estudos (45,5%) incluiram a genotipagem em suas pesquisas, um (9%) realizou
histopatologia para analise do tecido larval e os demais (45,5%) realizaram
analises fisicas e visuais para estabelecer a evolugao da resposta a infeccao.
Ensaios de protegao foram realizados em dois estudos (18,2%), para investigar
o sistema de defesa das larvas (Tabela 2).

Diferentes cepas bacterianas foram utilizadas. Quatro estudos (36,7) utilizaram
cepas clinicas, outros seis (54,5%) utilizaram cepas padrao, ou seja de centros
de estoque, e somente um (9%) incluiu ambas as cepas para diferenciagdo do
carater viruléncia. Em relacdo ao volume de suspenséo bacteriana, nove estudos
(81,8%) utilizaram 10uL em suas aplicagbes, apenas dois trabalhos (18,2%)
utilizaram um volume inferior (5uL). As doses implementadas sofreram variagdes
entre os estudos, 102 UFC/mL apareceu como a menor delas, ao passo que 108
UFC/mL foi o maior inéculo utilizado. Cinco trabalhos (45,4%) utilizaram doses
de 10° UFC/larva, a mais presente em todas as pesquisas (Tabela 3).

A temperatura de incubacéo foi equivalente para todos os trabalhos, bem como
a realizacdo de analises fisicas e observagdes para avaliagdo da morte das
larvas. O local de administracdo do indculo foi alternado entre os estudos, a

escolha da pré-pata esquerda, sem um detalhamento sobre qual delas, foi



observada em seis estudos (54,5%), quatro deles (36,4%) realizaram inoculacao
na ultima pro-pata esquerda (Tabela 3).

Grupos controle, diversificados, foram empregados em todos os trabalhos. Dois
estudos (18,2%) utilizaram unicamente larvas nao perturbadas e inoculadas com
PBS, para controle do experimento, trés (27,3%) implementaram cepas
mutantes, dois (18,2%) incluiram cepas nao patogénicas e outros quatro (36,3%)
utilizaram cepas bacterianas padrao (“American Type Culture Collection”) como
controle da patogenicidade. E os principais parametros de avaliagao das larvas
infectadas foram anadlises fisicas, visuais e morte, utilizados por todos os
estudos.

DISCUSSAO

As pesquisas voltadas para a patogenicidade enfatizam o reconhecimento da
viruléncia dos microrganismos e sua estrutura genética, destinando fungao a
proteinas e genes, objetivando sua compreensao e determinagao.’

A analise da patogenicidade bacteriana presente nos estudos esta vinculada ao
conhecimento da capacidade desses microrganismos em causar infec¢des, bem
como uma maior abrangéncia quanto a seu potencial patogénico. Os trabalhos
de Wagley®, Guerrieri” e Norris® utilizaram a genotipagem para examinar a
presenga de genes de viruléncia, possibilitando a avaliacdo de seu papel na
evolucéo das infecgdes bacterianas, bem como a analise dos mecanismos que
garantem sua patogenicidade para as larvas. Considerando outra perspectiva,
Bojanic® recorreu a histopatologia em suas pesquisas, avaliando as alteragdes
do tecido larval apds infecgéo, como a exibicdo de pigmentagado dos hemocitos,

formacéao de ndédulos e variagbes da hemolinfa.



Adicionalmente, a avaliagao das larvas também foi importante na investigagao
da patogénese em todos os artigos analisados. E consideravam as modificagoes
apresentadas através da deposig¢ao de pigmento e a concentragao de hemacitos.
Ambos estdo vinculados a resposta no combate a infecgdo, favorecendo as
investigacdes de patogenicidade. A sobrevivéncia larval também foi observada
para avaliar a influéncia da atividade bacteriana no organismo de G. mellonella.
E valido ressaltar que Upadhyay'® e Barros'" também utilizaram a genotipagem
em suas observagdes, porém, com um objetivo diferente, examinando os genes
que protegiam as larvas de G. mellonella das infec¢gdes subsequentes. O
primeiro avaliou a eficacia de uma pré-inoculagao de trans-cinamaldeido (TC),
carvacrol (CR) e timol (TY) em atenuar a infecgdo provocada por Listeria
monocytogenes, por meio do aumento da expressao dos genes de peptideos
antimicrobianos.

Da mesma forma, Barros'! utilizou B. subtilis e B. atrophaeus com o intuito de
avaliar seus impactos na imunidade contra Candida albicans, seguindo a base
de pré-inoculacao para o desenvolvimento de uma resposta imune eficaz. Um
ensaio de protecdo envolvendo Lactobacillus rhamnosus e Clostridium foi
apresentado no estudo de Scalfaro’, com o objetivo de protegdo contra
patdgenos gastrointestinais.

Partindo de um principio semelhante Mil-Homens'? investigou o uso de cloridrato
de oligoetilenoimina linear (L-OEI-h) como um possivel agente antimicrobiano e
sua atividade biocida no combate a Klebsiella pneumoniae KPC e OXA-48

positiva, no modelo G. mellonella.



Considerando a abrangéncia dos estudos, diferentes cepas bacterianas foram
utilizadas. Os estudos de Wagley®, Mil-Homens'?, Rakic Martinez'® e Rakic
Martinez' utilizaram cepas clinicas em suas analises. Levando em consideragao
as escolhas dos estudos Upadhyay'%, Barros'! e Scalfaro’® introduziram cepas
padrdao ATCC, talvez pelo fato de se tratarem de estudos de protegcao, com niveis
de viruléncia pouco acentuados. Outro trabalho comparou a viruléncia
apresentada por cepas padrao e clinicas utilizando Escherichia coli
Enteroagregativa tipicas e atipicas em suas analises.”

O volume utilizado para as inoculagdes foi muito consistente entre os estudos,
se mantendo em 10uL na maioria dos ensaios. O estudo de Upadhyay'° realizou
analises com um volume inferior (5uL) de suspenséao bacteriana. Isso pode ser
explicado pelo tipo de ensaio apresentado, que consistia na pré-inoculagcao de
compostos antimicrobianos (5uL) para protecao das larvas, que totalizavam
10uL.

Seguindo o cenario das inoculagdes, um ponto interessante a ser comentado
sao as variacdes de doses que ocorreram entre os estudos. Foram apresentados
pelos trabalhos doses que variaram de 102 UFC/mL a 108 UFC/mL. Essa
oscilagdo esta fortemente relacionada ao tipo de microrganismo aplicado e da
melhor resposta apresentada pelo modelo G. mellonella, que garante resultados
satisfatorios durante os experimentos.

Dentre todos os fatores observados para os trabalhos, a temperatura de
incubacao das larvas foi o Unico que se manteve equivalente para todos eles,

sendo mantida a 37 °C. Essa conservagao da temperatura assegura uma das



principais vantagens da utilizacdo de G. mellonella como modelo experimental e
sua semelhanga com a temperatura do corpo humano.

Pontuando o local escolhido para administracdo do inoculo, uma parte
consideravel dos estudos recorreu a inoculagdo na pro-pata esquerda.
10.11,12,13,14.15 Qutros estudos trabalharam com inoculagdes na ultima pro-pata
esquerda.'- 131415 Mesmo sem uma padronizagdo exata, todos escolheram a
inoculacédo via subcutanea.

A utilizagao de grupos controle foi verificada em todos os estudos. No entanto,
Bojani¢® e Fleming'® utilizaram larvas ndo perturbadas e inoculadas com PBS
como controle negativo. Outras vezes cepas mutantes foram implementadas
expressando fatores de viruléncia, para uma avaliagdo dos genes causadores
de infecgdo.5'3 Da mesma forma, Norris® inclui uma cepa mutante no estudo,
porém, significativamente mais patogénica.

Guerrieri” e Rakic Martinez'* utilizaram cepas clinicas e padrao para suas
comparagdes. Os estudos que buscavam a protecao das larvas e atenuacgao da
infeccdo por meio de inoculagcdo de microrganismos e compostos
antimicrobianos, analisaram grupos controle com cepas bacterianas presentes
no estudo, averiguando a eficacia dos ensaios de protecdo na defesa das
|ar-vas_10,11,12,15

Observa-se que nao houve heterogeneidade relevante entre as estimativas dos
estudos, que foram vantajosos para a investigagao das infec¢des por bactérias
empregado em todos os trabalhos. Tais critérios sdo apropriados para avaliar a
patogenicidade bacteriana, pois levam em conta a mortalidade larval, sua

melanizagao, que esta diretamente ligado ao seu sistema imune, motilidade e



concentracdo de hemdocitos, ambos gerando resposta para a viruléncia e a
capacidade de G. mellonella em combater a infec¢gdo. E embora nao se tenha
encontrado referéncia ao estudo do sequenciamento genético de G. mellonella,
ou mesmo de um centro para estoque das criagcdes, este modelo é capaz de
diferenciar niveis de viruléncia, e seu curto tempo de desenvolvimento, mostra-
se valido também para os testes com antimicrobianos. Além disso, as pesquisas
envolvendo sua hemolinfa e genoma podem garantir sua aplicagdo como um
conveniente modelo alternativo.

CONCLUSAO

Galleria mellonella € um modelo muito viavel para estudar a infeccdo de
patégenos microbianos, a traga do favo de mel apresenta inUmeras vantagens,
reduzindo os custos de pesquisa e apresentando um sistema imunoldgico que
garante uma abrangéncia em diversos estudos.
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Figura 1 - Fluxograma de selegdo e inclusao de artigos.

Tabela 1 - Caracteristicas dos estudos incluidos, envolvendo Galleria mellonella
como modelo experimental para patogenicidade bacteriana.

Trabalho (autor,

Pais Objetivo
ano)

Utilizar larvas de G. mellonella como
modelo de infec¢cado para comparagao do
Suica potencial patogénico entre espécies de
Campylobacter (C. upsaliensis e C.
helveticus e C. jejuni).

Avaliar, no modelo G. mellonella, as
diferengas da viruléncia de cepas padrao e
clinicas de EAEC tipicas (fator de
agregacao) e atipicas (sem fator).

Bojani¢ K, et al,
2020

Guerrieri CG, et al,

2019 Suica
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Wagley S, et al,
2018

Upadhyay A;
Venkitanarayanan
K, 2016

Mil-Homens D, et
al, 2021

Scalfaro C, et al.
2017

Barros PP, et al,
2019

Rakic Martinez M,
et al, 2017

Rakic Martinez M,
et al, 2020

Fleming ID, et al,
2017

Norris MH, et al,
2020

Estados
Unidos

Japao

Suica

Inglaterra

Inglaterra

Estados
Unidos

Estados
Unidos

Estados
Unidos

Estados
Unidos

Utilizar G. mellonella para analisar
mecanismos de viruléncia de Vibrio
parahaemolyticus, para isto utilizou cepas
virulentas e n&o virulentas.
Investigar a eficacia in vivo de TC, CR e
TY na redugao da viruléncia de L.
monocytogenes no modelo de infecgao de
G. mellonella.

Estudar o uso de cloridrato de
oligoetilenoimina linear (L-OEI-h) como
agente antimicrobiano para o tratamento
de K. pneumonia KPC (+) e OXA-48 (+).
Avaliar G. mellonella como um modelo in
vivo para analisar uma protec¢ao conferida
por microrganismos probidticos contra
patdgenos gastrointestinais.
Avaliar os efeitos de Bacillus subtilis e
Bacillus atrophaeus, nas formas vegetativa
e esporulante, sobre a imunidade de G.
mellonella contra Candida albicans
Avaliar o risco de isolados clinicos de
Listeria monocytogenes e L.
monocytogenes associados aos principais
surtos de origem alimentar usando o
modelo de G. mellonella.
Analisar a viruléncia de 15 cepas de L.
monocytogenes pertencentes aos trés
principais sorotipos causadores de
doencgas (1/2A, 1/ 2b e 4b), apos
crescimento em fatias de macga e melao
(relacionadas a surtos anteriores) e
isolados ambientais, usando o modelo de
infeccdo G. mellonella.
Estabelecer um modelo murino
reproduzivel de infeccao de ferida por A.
baumannii.

Analisar a diferenca entre Bacillus
anthracis que produziam antrose e uma
cepa mutante deficiente em antrose.
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Tabela 2 - Caracterizagdo dos mecanismos de comparacgao dos fatores de
viruléncia dos microrganismos estudados.

Comparacgao

Trabalho (autor com outro EREEIRE
’  Patogenicidade Genotipagem de
ano) modelo ~
: protecao
experimental
Bojani¢ K, et al, X
2020
Guerrieri CG, et
al, 2019 s 2
Wagley S, et al,
2018 X X
Upadhyay A;
Venkitanarayanan X X
K, 2016
Mil-Homens D, et
al, 2021 X
Scalfaro C, et al,
2017 4 X
Barros PP, et al,
2019 X X X
Rakic Martinez M, X
et al, 2017
Rakic Martinez M, X
et al, 2020
Fleming ID, et al,
2017 A X
Norris MH, et al, X X X

2020
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Tabela 3 - Parametros estabelecidos nos ensaios utilizando a Galleria mellonella como modelo experimental de patogenicidade

bacteriana.

Trabalho (autor, ano) pulcdee Dose Ter_nperatu[a el Ar)a!hse Morte L'oc’:al etg Controle
(volume) incubacao fisica indculo
Bojanic¢ K, et al, 2020 10ul 108 UFC/mL 37 °C X X Ultima pro-pata X
G“e"'ez”ofg’ sl 104l 105 UFC/mL 37 °C X X Hemocele X
Wagley S, et al, 2018 100l 102 UEC/mL 37 °C X X Pro-pa_ta.mals a X
direita
Upadhyay A; . .
Venkitanarayanan K, o 10°% UFC/larvas 37 °C X X PIBfEIE X
esquerda
2016
Mil-Homens D, et al, 5ul 105 UEC/mL 37 oC X X Pro-pata mais a X
2021 esquerda
Scalfaro C, et al. 2017 10l Variavel 37°C X g MIEIPIEEpEIE
esquerda
Ultima pré-pata
Barros PP, et al, 2019 10uL 10% células/larva 37°C X X esquerda/ X
direita
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Rakic Martinez M, et al,

6
2017 10ul 10° UFCllarva

Rakic Martinez M, et al, 10uL Variavel (10° e
2020 H 108 UFC/larva)

Fleming ID, et al, 2017 10uL NA

Norris MH, et al, 2020 10ul 107 enddsporo/mL

37 °C

37 °C

37 °C

37 °C

Ultima pré-pata
esquerda

Ultima pré-pata
esquerda

Hemocele

Secao
abdominal

*:Considerando apenas o indculo bacteriano; NA: Nao informado.
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