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RESUMO 

 

 
A incidência de infecções fúngicas e a crescente resistência aos antifúngicos são 

desafios atuais na área da saúde e justificam a realização de estudos que 

prospectem novas terapias ou terapias adjuvantes. A candidíase sistêmica ocorre, 

especialmente, em ambiente hospitalar, contribuindo com altas taxas de 

mortalidade, entre 58 a 81% dos casos de infecções nosocomiais. O invertebrado 

Galleria mellonella tem recebido cada vez mais destaque como um modelo 

alternativo ao uso de animais, porém existe uma alta variabilidade de parâmetros 

encontrados nos estudos de infecção por espécies de Candida neste modelo 

experimental. Este estudo objetivou Padronizar um modelo experimental para 

prospecção de novas drogas anticandida por meio do modelo animal alternativo de 

larvas de G. mellonella. Realizou-se um estudo experimental in vivo, com 

observação direta em laboratório. Culturas de cepas de C. albicans, sendo duas 

padronizadas (ATCC 90028 e ATCC10231) e duas isoladas da cavidade oral (A1 e 

A2) foram padronizadas em diferentes densidades de inóculo para determinação dos 

níveos de infecção (infecção não-letal; infecção letal e super infecção). Foram 

realizados testes de toxicidade do fluconazol em diferentes dosagens. As larvas 

infectadas foram subemetidas a diferentes modelos de tratamento com fluconazol 

(diferentes dosagens de antifúngico e momentos de administração). Os dados 

obtidos a partir da análise da viabilidade foram plotados em curvas de sobrevivência 

de Kaplan–Meier e analisados pelo teste log-rank, no GraphPad Prism 5.0 (p < 

0,05). Os inóculos fúngicos na densidade 2x104, 2x105 e 2x106 cél/mL foram 

determinados como infecções não-letais; na densidade 2x107 cél/mL apenas o 

isolado clínico A2 foi capaz de provocar infecção letal; a densidade 2x108 cél/mL foi 

determinada como capaz de provocar super infecção. O fluconazol apresentou baixa 

toxicidade para as larvas de G. mellonella. Dentre os modelos de tratamento 

testados, as terapias com aplicação dose única de 20mg/kg e 80mg/kg de fluconazol 

foram as que proporcionaram melhores taxa de sobrevivência de larvas G. 

mellonella com infecção letal e super infecção por C. albicans, respectivamente. Os 

parâmetros metodológicos utilizados neste estudo acerca dos níveis de infecção, 

toxicidade do antifúngico sistêmico fluconazol, bem como dos modelos de 

tratamento com diferentes dosagens de fluconazol, podem ser utilizados como 



 
 

 

parâmetros em estudos para a prospecção de drogas anticandida no modelo 

experimental G. mellonella. 

 
Palavras-Chave: modelos animais; Candida albicans; candidíase; fluconazol. 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

ABSTRACT 

 

 
 

The incidence of fungal infections and the growing resistance to antifungals are 

current challenges in the health area and justify the performance of studies that 

prospect new therapies or adjuvant therapies. Systemic candidiasis occurs, 

especially, in a hospital environment, contributing to high mortality rates, between 58 

to 81% of cases of nosocomial infections. The invertebrate Galleria mellonella has 

received increasing attention as an alternative model to the use of animals, but there 

is a high variability of parameters found in studies of infection by Candida species in 

this experimental model. This study aimed to standardize an experimental model for 

prospecting new anticandida drugs through the alternative animal model of G. 

mellonella larvae. An experimental study was carried out in vivo, with direct 

observation in the laboratory. Cultures of C. albicans strains, two standardized 

(ATCC 90028 and ATCC10231) and two isolated from the oral cavity (A1 and A2) 

were standardized in different inoculum densities to determine the levels of infection 

(non-lethal infection; lethal infection and super infection). Fluconazole toxicity tests 

were performed at different dosages. The infected larvae were submitted to different 

models of fluconazole treatment (different antifungal dosages and administration 

times). The data obtained from the viability analysis were plotted on Kaplan–Meier 

survival curves and analyzed by the log-rank test in GraphPad Prism 5.0 (p < 0.05). 

Fungal inocula at 2x104, 2x105 and 2x106 cél/mL density were determined as non-

lethal infections; at 2x107 cél/mL density, only the clinical isolate A2 was able to 

cause lethal infection; the 2x108 cél/mL density was determined to cause super 

infection. Fluconazole showed low toxicity to G. mellonella larvae. Among the 

treatment models tested, therapies with a single dose of 20mg/kg and 80mg/kg of 

fluconazole were the ones that provided the best survival rate of G. mellonella larvae 

with lethal infection and super infection by C. albicans, respectively. The 

methodological parameters used in this study regarding the levels of infection, 

toxicity of the systemic antifungal fluconazole, as well as the treatment models with 

different doses of fluconazole, can be used as parameters in studies for the 

prospection of anticandida drugs in the experimental model G. mellonella. 
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1 INTRODUÇÃO 

 
A prevalência e incidência de infecções fúngicas, bem como a crescente 

resistência aos antifúngicos são, atualmente, graves problemas de saúde pública, e, 

justificam a realização de estudos que prospectem novas terapias ou terapias 

adjuvantes (Vallabhaneni et al, 2016; Łukaszuk; Krajewska-Kułak; Kułak, 2017; 

Chiurlo et al, 2021; Lakoh et al, 2021). Dentre as infecções fúngicas, aquelas 

causadas por espécies de Candida, principalmente pela Candida albicans (C. 

albicans), são as mais comuns e foco da maioria dos estudos (Clarck-Ordóñez et al, 

2017; Di Cosola et al, 2021; Kotey et al, 2021; Rasoulpoor et al, 2021). A candidíase 

mucocutânea superficial é a forma mais frequente e menos grave. Porém pode 

evoluir para uma condição sistêmica, especialmente, em ambiente hospitalar, 

contribuindo com altas taxas de mortalidade, entre 58 a 81% dos casos de infecções 

nosocomiais (Delaloye, Calandra, 2014; Lewis, Williams, 2017; Vaezi et al., 2017; 

Nikou et al, 2019; Bhattacharya et al, 2020). 

O desenvolvimento de novas alternativas para facilitar a realização de ensaios 

pré-clínicos, como os testes in vivo, cujos modelos abrangem diferentes tipos de 

organismos. O modelo invertebrado Galleria mellonella (G. mellonella), 

popularmente conhecido como a larva de cera, vem recebendo cada vez mais 

destaque como um método alternativo satisfatório para experimentações iniciais in 

vivo. Esse modelo alternativo apresenta vantagens, como: não necessita de 

aprovação em comitê de ética, requer infraestrutura simples para o funcionamento e 

demanda um baixo custo de manutenção.  Além disso, proporciona respostas 

rápidas e colabora com os princípios dos 3Rs (redução, refinamento e substituição), 

propostos por Russell e Burch (1959), considerados importantes na orientação da 

utilização de animais para fins de pesquisa de forma mais ética, tendo em vista que 

incentivam o desenvolvimento de abordagens alternativas para testes experimentais, 

bem como a adoção de técnicas que visem melhorar o bem estar animal, quando o 

seu uso for indispensável. 

G. mellonella possui tempo de reprodução relativamente rápido, ciclo de vida 

curto e gera alto número de descendentes. Além disso, suporta variações de 

temperaturas entre 25 e 37°C, condições compatíveis com a do corpo humano. 

Apresenta, também, um sistema imunológico inato, semelhante aos de hospedeiros 
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mamíferos, o que favorece a sua utilização para ensaios de infecção (Fuchs et al., 

2010; Fleming, et al, 2017).  

Existe uma alta variabilidade de parâmetros encontrados nos estudos de 

tratamento de larvas infectadas por espécies de Candida em modelo G. mellonella, 

perceptível a partir de uma busca avançada na base de dados Pubmed utilizando os 

termos ‘’Galleria mellonella’’ e ‘’Fluconazol’’ com o operador boleano ‘’AND’’. Na 

última consulta, em 15 de julho de 2022, foram encontrados 80 artigos, entre eles 46 

descreveram o tratamento de larvas infectadas por C. albicans. A infecção nas 

larvas foi realizada com diferentes padrões de inóculo: 8 x 106 células (Wu et al, 

2020), 2 x 104, 2 x 105, 2 x 106  (Vertyporokh e Wojda, 2020), 5 x 108 (Chen et al, 

2021), 1 x 107 células (Li et al, 2022), 5 x 107 células (Sun et al, 2022). Além disso, 

foram utilizadas diferentes doses de fluconazol, entre elas: 16mg/kg (Cruz et al, 

2018), 14mg/kg (Antoran et al, 2020), 20 e 40 mg/kg (Barreto et al, 2020), 10mg/kg 

(Li et al, 2022) e 4mg/kg (Sun et al, 2022). Após revisão da literatura, não foi 

possível identificar metodologias que realizaram testes de modelos de tratamento 

com aplicação do fluconazol após infecção e reaplicação de dosagens do antifúngico 

posteriormente. Os estudos de padronização dessa metodologia ainda são 

incipientes e é necessária a elaboração de protocolos que determinem parâmetros 

de referência mais precisos. 

O objetivo deste estudo consistiu em padronizar um modelo experimental 

para prospecção de novas drogas anticandida por meio do modelo animal alternativo 

de larvas de G. mellonella. A partir deste protocolo, será possível além de 

estandardizar os estudos que compartilham do mesmo tipo de metodologia, facilitar 

a reprodução do método por outros pesquisadores e otimizar  o tempo investido nos 

testes para definição das melhores densidades de inóculo e tratamento. 
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

2.1 Candidíase 

A candidíase oral, uma das infecções fúngicas locais mais comuns, 

manifesta-se clinicamente de diferentes formas, variando de lesões leucoplásicas e 

eritroplásicas. Sintomas comuns são relatados entre os indivíduos acometidos pela 

infecção, principalmente, ardor oral e faríngeo, disfagia, odinofagia, disgeusia 

(Medeiros et al, 2015; Millsop e Fazel, 2016; Uygun-Can, Kadir; Gumru, 2016).  

Quando essa infecção fúngica acomete indivíduos imunocomprometidos, a 

lesão pode se estender para a traqueia e esôfago, desenvolvendo erosões 

sintomáticas. Pela presença de numerosas colônias de Candida na mucosa 

gastrointestinal, a disseminação sistêmica pode acontecer dando origem a um 

quadro de candidemia, condição frequente em pacientes hospitalizados (Maureira et 

al, 2017; Tso, Reales-Calderon, Pavelka, 2018; Bojang et al, 2021). Em casos 

graves, a candidemia pode acontecer por difusão pelo sangue, caracterizando 

fungemia (Patricio et al, 2019). 

C. albicans é o quarto principal patógeno causador de septicemia e terceira 

espécie mais comumente isolada de cateteres médicos. Além disso, é a mais 

prevalente, tanto no desenvolvimento de infecções locais como sistêmicas, e 

associa-se a um maior risco de mortalidade em indivíduos susceptíveis (Harriot et al, 

2011; Santos et al, 2016). Esse patógeno tem a capacidade de formar biofilme, ou 

seja, capacidade de coexistir, através de relações de mutualismo, com várias 

espécies microbianas, na superfície da mucosa humana, bem como de tecidos 

dentários duros e superfície de materiais restauradores/reabilitadores, o que resulta 

em aumento da virulência das espécies, redução da eficácia de drogas antifúngicas 

e do sistema imunológico do hospedeiro (Van Acker ,  Dijck, Coenye, 2014; Nobile e 

Johnson, 2015). 

A incidência de infecções fúngicas acarretou um cenário crítico na esfera da 

saúde pública, tendo em vista que, em comparação com os antibacterianos, o 

arsenal de drogas antifúngicas é consideravelmente menor e efeitos adversos 

provocados são mais expressivos, além disso, ressalta-se o alto impacto 

socioeconômico como consequência da resistência das espécies (Scorzoni et al, 
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2017). Diante disso, existe a atual necessidade de se estudar o desenvolvimento 

dessas infecções e as possibilidades de tratamentos eficazes e seguros. 

2.2 Modelos alternativos ao uso de animais maiores em pesquisa 

O ‘’Princípio dos 3Rs,’’amplamente aceito pela comunidade científica até os 

dias atuais, apresenta uma perspectiva pertinente sobre como garantir que os 

animais experimentais sejam utilizados com base em preceitos éticos e de forma 

regulamentada (Kirk, 2017). Russel e Burch (1959) estabeleceram o ‘’Princípio dos 

3Rs’’, do inglês, ‘’reduction’’(redução), ‘’refinement’’(refinamento) e 

‘’replacement’’(substituição), indicando três conceitos relevantes para serem 

implementados no contexto científico, com o intuito de reduzir o sofrimento dos 

animais utilizados para fins de estudo e pesquisa. 

Esse princípio indica a necessidade de redução, ao máximo, do número de 

animais utilizados para experimentos, destaca a importância do desenvolvimento de 

técnicas refinadas que causem o mínimo de sofrimento animal, bem como indica ser 

indispensável à substituição dos animais de pesquisa por modelos alternativos, 

sempre que possível (Russel e Burch, 1959). 

Sabe-se que os testes pré-clinicos para o estudo de infecções microbianas 

são realizados, principalmente, em modelos murinos, porém existem algumas 

questões logísticas, além de exigências éticas e orçamentárias que devem ser 

levadas em consideração pelos pesquisadores, tendo em vista que podem ser 

consideradas como barreiras significativas para a realização de uma pesquisa 

(Borman, 2018). 

Entre as limitações mais importantes relacionadas ao uso de animais, 

destacam-se a necessidade de aprovação em comitê de ética, de instalações 

apropriadas, com tamanho suficiente para o alojamento dos animais, e de técnicos 

especializados na manutenção dos cuidados e do bem-estar animal. Além disso, 

levando em consideração o tempo do ciclo reprodutivo dos mamíferos, as pesquisas 

que utilizam esses modelos animais demandam um maior período para realização 

(Tsai et al 2016, Pereira et al, 2020). 

Nesse contexto, os modelos invertebrados têm sido considerados como uma 

alternativa viável e promissora ao uso de animais. Observa-se que entre 1990 e 

2015 houve um aumento de 909% no número de artigos publicados usando animais 
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alternativos e análise In silico em comparação com 154% de estudos que utilizaram 

mamíferos no mesmo período (p < 0,0001) (Freires et al, 2016). Os animais 

alternativos mais comumente utilizados para o estudo de infecções fúngicas, são: 

Acanthamoeba castellanii, Dictyostelium discoideum, Caenorhabditis elegans, 

Drosophila melanogaster, Tenebrio molitor e G. mellonella (De Souza et al, 2015; 

Koller et al, 2016; Da Silva et al, 2020; Hernando-Ortiz et al, 2021). 

2.3 Galleria mellonella 

G. mellonella, popularmente conhecida como larva da traça-cera, pertencente 

ao grupo dos insetos Lepidópteros e à família Pyralidae. Por comprometer colônias 

de abelhas, provocando prejuízos aos favos de cera nas colmeias, pode ser 

considerada como uma praga.  G. mellonella tem um ciclo de vida que pode variar 

entre 8 a 12 semanas, dependendo das condições favoráveis de temperatura e 

umidade. O início do ciclo é marcado pela eclosão dos ovos do inseto, que se 

transformam em larvas. A fase larval inclui sete instares, seguido, do estado de pupa 

e, posteriormente, a fase final de mariposa, finalizando o ciclo (Kavanagh e Reeves, 

2004). 

Devido aos prejuízos causados na apicultura, G. mellonella passou a ser alvo 

de inúmeros estudos e, ao longo dos anos, seu uso passou a ser associado a uma 

série de vantagens para fins de pesquisa, as quais consolidaram sua utilização 

como um modelo alternativo de infecção versátil e eficaz para a realização de 

estudos microbiológicos In vivo. Entre as suas principais vantagens, destacam-se o 

baixo custo de criação, fácil manipulação, tolerância a uma ampla faixa de 

temperatura, que permite mimetizar as condições fisiológicas de mamíferos, além do 

curto ciclo de vida, o que garante estudos de alto rendimento com forte suporte 

estatístico, bem como sem grandes restrições éticas (Cutuli et al, 2019; Firacative et 

al, 2020). 

Esse invertebrado é considerado apropriado para o desenvolvimento de 

pesquisas com patógenos microbianos por possuir as respostas celulares e 

humorais consideradas homólogas às do sistema imunológico inato dos seres 

humanos, isso se deve, principalmente, ao fato de que o seu sistema circulatório é 

composto por uma hemolinfa que, por sua vez, contém células imunológicas 

denominadas hemócitos, capazes de realizar fagocitose como um mecanismo de 
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proteção do organismo, semelhante aos macrófagos, células da imunidade inata 

humana (Malavia, Gow, Usher, 2020).  

O modelo de G. mellonella tem sido amplamente utilizado na investigação dos 

mecanismos envolvidos na virulência de cepas microbianas e na avaliação da 

eficácia de antimicrobianos, principalmente, em análises de toxicidade de 

substâncias (Garcia-Carnero et al, 2020; Marcos-Zambrano et al, 2020; Li et al, 

2020). 

G. mellonella tem sido amplamente utilizada como modelo experimental em 

estudos In vivo que exploram a virulência de espécies fúngicas, no entanto, para que 

seu uso seja bem-sucedido é indispensável que existam métodos de padronização 

para os insetos, em um ambiente com condições controladas e com dieta regular, a 

fim de que se obtenha uma menor variabilidade genotípica e fenotípica das larvas e, 

dessa forma, insetos de qualidade e experimentos mais seguros (Tsai; Loh; Proft, 

2016; Champion, Titball, Bates, 2020; Firacative et al, 2020). 

Atualmente, existem fatores que dificultam a obtenção de resultados em 

pesquisas desenvolvidas com G. mellonella, bem como a reprodutibilidade das 

metodologias que envolvem esse invertebrado, como: a escassez de fornecedores 

do inseto para fins científicos e a falta de protocolos bem estabelecidos para sua 

criação e testes (Pereira e Rossi, 2020). 
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3 OBJETIVOS 

3.1 Objetivo geral 

 Padronizar um modelo experimental para prospecção de novas drogas 

anticandida por meio do modelo animal alternativo de larvas de G. mellonella. 

3.2 Objetivos específicos 

 Determinar densidades de inóculos de cepas de C. albicans para 

diferentes níveis de infecção: não letal, letal e super infecção; 

 Determinar dosagens viáveis de antifúngico convencional sistêmico 

(fluconazol), considerando os diferentes níveis de infecção das larvas; 

 Analisar diferentes modelos de tratamentodo fluconazol em G. 

mellonella infectadas por C. albicans, considerando diferentes momentos de 

administração do antifúngico após infecção. Padronizar um modelo experimental 

para prospecção de novas drogas anticandida por meio do modelo animal alternativo 

de larvas de G. mellonella. 
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4 METODOLOGIA 

4.1 Delineamento do estudo 

 Estudo experimental In vivo, com observação direta em laboratório (Marconi; 

Lakatos, 2011). 

4.2 Local de realização da pesquisa 

A pesquisa foi realizada no Laboratório de Análises e Diagnóstico (LAD), 

situado no Departamento de Odontologia da Universidade Estadual da Paraíba. 

4.3 Cultivo das larvas G. mellonella 

 As larvas foram cultivadas com base no protocolo sugerido por Jorjão et al 

(2018), esquematizado no Quadro 1 e Figura 1, considerando os requisitos 

necessários para a manutenção das larvas e as etapas de criação. 

 

Quadro 1 - Requisitos de cultivo de G. mellonella sugeridos por Jorjão et al (2018). 

Requisitos de Cultivo 

Pulpas 

1. 10 a 30 unidades devem ser colocadas em recipiente de plástico ou vidro, 

medindo cerca de 30 cm de altura, e com tampa perfurada; 

2. Para dar suporte à postura dos ovos, uma camada de papel filtro deve ser colocada 

no topo do recipiente, seguida por um pedaço de tecido do tipo voal, sob a tampa 
perfurada, para impedir a fuga das larvas e permitir a entrada e saída de ar; 

3. Esses recipientes devem ser incubados à temperatura ambiente por 1 a 3 semanas, 

para deposição dos ovos, a depender da duração do ciclo de vida, quando a maioria 

das mariposas envelhece ou morre;  

4. Duas vezes por semana, o papel de filtro com os ovos precisa ser substituído por 
um novo e, transferido para um recipiente de plástico com tampa perfurada. 

 
Ovos 

1.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.  

 

Larvas 

1.Uma toalha de papel deve ser colocada sob a tampa perfurada para impedir que 
pequenas lagartas escapem (as larvas recém-nascidas medem em torno de 1 mm). 

Dentro deste recipiente deve haver ração e pedaços de cera;  

2.Cerca de 20 dias depois, quando as lagartas atingem tamanho suficiente para o 

manuseio, o recipiente deve ser higienizado e, as teias e casulos removidos; 

3.As lagartas 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 ração de escolha; 

4.As lagartas devem ser mantidas a 28°C. 

Fonte: Jorjão et al, 2018. 
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Figura 1 - Processos de criação de G. mellonella.  Adaptado de Jorjão et al (2018). 

 

Fonte: Jorjão et al, 2018. 

 

 As larvas foram alimentadas com dieta artificial (Silva et al,2019), contendo 

100g cera de abelha, 193g de fubá,  94g de levedo de cerveja, 80g de farinha de 

soja, 48g de leite em pó desnatado, 207g de mel e 100ml de água. 

4.4 Amostra 

 A amostra foi composta por larvas de G. mellonella, de aparência saudável, 

com peso médio de 0,25 g, distribuídas em diferentes grupos, de acordo com o nível 

de infecção e tratamento, cada grupo contendo 10 larvas. As larvas foram mantidas 

em incubadora B.O.D. (Demanda Bioquímica de Oxigênio), a 30° C, durante o 

experimento, sendo removidas exclusivamente para a aplicação de inóculo e 

antifúngico, bem como para os registros da análise. 

Para facilitar a injeção do inóculo fúngico e do tratamento com fluconazol, as 

placas de vidro contendo os grupos de larvas de G. mellonella eram deixados sobre 

uma placa térmica de gelo artificial durante cinco minutos, dessa forma, a redução 

no nível de movimentação das larvas proporcionada por esta técnica, permitiu um 

melhor manuseio durante as aplicações com a seringa de Hamilton (10µL; Hamilton 

Company®, Reno, Nevada, USA). 
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4.5 Preparo do inóculo de C. albicans 

Culturas de cepas de C. albicans, sendo duas padronizadas (ATCC 90028 e 

ATCC 10231) e duas isoladas de lesões da cavidade oral (A1 E A2), disponíveis em 

estoque no LAD, foram ativadas em meio de cultura Ágar Sabouraud Dextrose 

(ASD) por 24h. A suspensão microbiana de cada cepa foi preparada em meio de 

cultura Caldo Sabouraud Dextrose (CSD) e padronizada em espectrofotômetro, a 

partir das densidades estabelecidas por Vertyporokh e Wojda (2020): 2 x 104, 2 x 

105, 2 x 106, 2 x 107 e 2 x 108 células. Após a padronização no espectrofotômetro, as 

densidades das suspensões foram confirmadas em câmara de Neubauer. 

4.6 Preparo de antifúngico 

 O fluconazol (Fagron®) foi o antifúngico sistêmico selecionado para a 

realização do tratamento da infecção fúngica. A partir das doses de referência 

apresentadas no estudo de Barreto et al, 2020, foram estabelecidas as dosagens de 

fluconazol de 20, 40, 50, 70 e 80 mg/kg de peso corporal. Para o preparo das 

soluções, a quantidade de antifúngico correspondente à dosagem desejada foi 

diluída em 1 mL de água destilada estéril.   

4.7 Análise da viabilidade de G. mellonella 

 Para verificar a viabilidade da G. mellonella nas diferentes análises do estudo 

foram considerando os seguintes parâmetros: 1) grau de melanização e 2) 

capacidade de movimentação das larvas. As larvas com alto grau de melanização e 

falta de movimento ao toque foram consideradas mortas (Silva et al, 2019). 

4.8 Etapas da pesquisa 

4.8.1 Estudo piloto 

 

O estudo piloto foi realizado com a C. albicans (ATCC 10231), considerando 

para infecção das larvas os níveis de infecção estabelecidos por Vertyporokh e 

Wojda (2020): não letal (2x104 células), letal (2x105 células) e super infecção 

(2x106 células). As larvas foram injetadas com 5 μl de inóculo na última pró-pata 
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esquerda, através de uma seringa de Hamilton (25 μl). As larvas foram observadas 

quanto à sua sobrevivência periodicamente, a cada 24h, por 48 h.  

A classificação dos níveis de infecção por C. albicans definidos por 

Vertyporokh e Wojda (2020) baseou-se nos seguintes critérios:  

 

 Infecção não letal: Infecção capaz de matar 5% do número total de larvas que 

compõem o grupo experimental, após o tempo total de análise.  

 Infecção letal: Infecção capaz de matar 50% do número total de larvas que 

compõem o grupo experimental, após o tempo total de análise.  

 Super infecção: Infecção capaz de matar 100% das larvas em 24 h.  

 

Após a análise da sobrevivência, realizou-se o plaqueamento da hemolinfa 

das larvas infectadas de cada grupo experimental em meio de cultura Caldo 

Saboureaud Dextrose (CSD), a fim de confirmar ou descartar a infecção fúngica 

através da identificação visual de unidades formadoras de colônia (UFC). As larvas 

foram selecionadas de forma aleatória e os testes para detecção da infecção foram 

realizados em triplicata. 

 

4.8.2 Determinação dos níveis de infecção por C. albicans 

 

 Para determinar os diferentes níveis de infecção fúngica no modelo G. 

mellonella, as larvas foram separadas em 20 grupos. Foram injetados 5 μl de 

diferentes densidades de inóculos (2 x 104, 2 x 105, 2 x 106, 2 x 107 e 2 x 108 células) 

de quatro cepas de C. albicans (ATCC 10231, ATCC 90028 e dois isolados clínicos 

da cavidade oral), na última pró-pata esquerda de cada larva, utilizando uma seringa 

de Hamilton (25 μl). Os grupos foram observados por 48 horas, considerando os 

critérios estabelecidos por por Vertyporokh e Wojda (2020). 

 

4.8.3 Toxicidade sistêmica aguda do fluconazol 

 

 A toxicidade do fluconazol em G. mellonella foi analisada considerando as 

seguintes dosagens: 20, 40, 60, 70 e 80mg/kg de peso corporal. Para manter a 
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proporção no preparo das soluções de cada dosagem, considerou-se o peso médio 

das larvas de 0,25g, sendo assim, foram dissolvidos, respectivamente, 0,0012g, 

0,0024g, 0,0036g, 0,0042g e 0,0048g de fluconazol em 1 mL de água destilada 

estéril. A aplicação foi realizada através da seringa de Hamilton, na última pró-pata 

direita de cada larva, na quantidade de 5 μL. A sobrevivência foi avaliada a cada 24 

horas, até o tempo máximo de 72 horas. 

Considera-se o tratamento tóxico quando este é capaz de provocar a morte 

de 50-100% das larvas que compõem o grupo experimental, após o tempo total de 

análise (Silva et al, 2019). 

 

4.8.4 Tratamento da infecção 

 

 Para analisar o tratamento da infecção por C. albicans utilizando o fluconazol 

foram considerados os níveis de infecção letal (2 x 107) e a super infecção (2 x 108), 

determinados no item 4.8.1. 

Foram estabelecidos diferentes modelos de tratamento, nos quais foram 

realizadas associações entre dosagens de fluconazol (20, 40 e 80mg/k) e momentos 

de administração (1- Dose única aplicada 1 h após infecção; 2- Dose inicial aplicada 

1 h após infecção + reaplicação em 8 h) (Quadro 2).  

A sobrevivência foi avaliada a cada 24 horas, até o tempo máximo de 72 

horas, utilizando os critérios descritos no item 4.7. 

 

 

Quadro 2 - Grupos de pesquisa considerando a aplicação de diferentes modelos de 

tratamento com fluconazol em larvas de G. mellonella infectadas por C. albicans. 
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2019. 
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4.8.5 Controle da pesquisa 

 

 Com o propósito de identificar ou descartar alterações provenientes da 

contaminação do meio de cultura ou do trauma da injeção, foram incluídos grupos 

de larvas para controle do experimento: 1) Grupo Controle 1 (larvas injetadas com 5 

μl do meio de cultura que foi utilizado para o cultivo dos inóculos: Caldo Saboureaud 

Dextrose - CSD) e 2) Grupo Controle 2  (larvas submetidas à aplicação da agulha 

sem qualquer solução). Os grupos experimentais para os testes de controle da 

pesquisa foram realizados em triplicata.  

4.9 Análise estatística 

 Os dados obtidos a partir da análise da viabilidade nas diferentes análises 

foram plotados em curvas de sobrevivência de Kaplan–Meier e analisados pelo teste 

log-rank, no GraphPad Prism 5.0. Para obtenção do nível de significância foi 

considerado como parâmetro o valor de p < 0,05 . Todos os testes foram realizados 

em triplicata. 
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5 RESULTADOS 

5.1 Estudo Piloto 

As infecções com a C. albicans (ATCC 10231), nas densidades de 2 x 104, 2 x 

105 e 2 x 106 células, em larvas de G. mellonella, não foram capazes de causar a 

morte das larvas. Todas as larvas permaneceram viáveis, ativas e sem sinais de 

melanização, durante o tempo de observação (48h) (Figura 2). Essas densidades de 

inóculo foram consideradas não letais para G. mellonella.  

A partir da análise visual das placas contendo hemolinfa das larvas 

infectadas, foi possível identificar a presença de Unidades Formadoras de Colônias 

(UFC) para todas as densidades de inóculo testadas (2 x 104, 2 x 105 e 2 x 106 

células), sendo assim, infere-se que mesmo mantendo-se vivas, as larvas 

apresentavam a infecção fúngica.  

 

Figura 2 - Curva de sobrevivência de Kaplan-Maier de larvas de G. mellonella 

infectadas por C. albicans ATCC 10231 (p > 0.05, log-rank test). 

 

 

5.2 Determinação dos níveis de infecção por C. albicans  

Todas as quatro cepas de C. albicans, nas densidades 2 x 104, 2 x 105 e 2 x 

106 células induziram infecções não letais em G. mellonella..  

Na densidade 2 x 107 células, todas as larvas de G. mellonella permaneceram 

viáveis após a infecção com a C. albicans ATCC 10231, C. albicans ATCC 90028 e 



29 
 

com o isolado clínico A1, classificadas infecções não letais. O isolado clínico A2 

induziu infecção letal (Figura 3).  

A infecção com a densidade de 2 x 108 células produziu super infecção em 

todos os grupos (Figura 3).  

 

Figura 3 - Curva de sobrevivência de Kaplan-Maier de larvas de G. mellonella 

infectadas por C. albicans (p < 0.05, log-rank test). 

 

 

 

5.3 Toxicidade sistêmica aguda do fluconazol 

 

 Foi observada baixa toxicidade sistêmica aguda do Fluconazol, cujas doses 

terapêuticas (20, 40, 60, 70 e 80mg/kg) não afetaram a sobrevivência das larvas até 

o período de 72h. 

5.4 Tratamento de infecção por C. albicans com fluconazol 

As larvas de G. mellonella super infectadas (2 x 108 células) com a C. 

albicans ATCC 10231,  C. albicans - isolado clínico A1 e C. albicans - isolado clínico 

A2 responderam melhor ao tratamento realizado com a aplicação de dose única de 

80mg/kg de fluconazol (figura 4, figura 5, figura 6). As larvas super infectadas pela 

C. albicans ATCC 90028 apresentaram 80% e 100% de taxa de sobrevivência, 

quando tratadas com dose única de 80mg/kg de fluconazol e com duas doses 

(FCZ20/20 ou FCZ40/40), respectivamente (figura 7). 
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As larvas de G. mellonella infectadas (2 x 107 células) com as diferentes 

cepas de C. albicans  apresentaram 100% de taxa de sobrevivência ao tratamento 

realizado com a aplicação de uma dose única de 20mg/kg de fluconazol.  

 

Figura 4 - Curva de sobrevivência de Kaplan-Maier de larvas de G. mellonella 

infectadas por C. albicans ATCC 10231 e tratadas com fluconazol (FCZ) (p < 0.05, 

log-rank test). 

 

 

 

Figura 5 - Curva de sobrevivência de Kaplan-Maier de larvas de G. mellonella 

infectadas pelo isolado clínico A1 e tratadas com fluconazol (FCZ) (p < 0.05, log-rank 

test). 
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Figura 6 - Curva de sobrevivência de Kaplan-Maier de larvas de G. mellonella 

infectadas pelo isolado clínico A2 e tratadas com fluconazol (FCZ) (p < 0.05, log-rank 

test). 

 

Figura 7 - Curva de sobrevivência de Kaplan-Maier de larvas de G. mellonella 

infectadas por C. albicans ATCC 90028 e tratadas com fluconazol (FCZ) (p < 0.05, 

log-rank test). 

 

 

5.5 Controle da pesquisa 

Todos os grupos de larvas de G. mellonella testados para o controle da 

pesquisa citados anteriormente (Grupos controle 1 e 2 ), apresentaram 100% de 

viabilidade ao final do tempo total de análise (Figuras 2, 3, 4, 5, 6, e 7).
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6 DISCUSSÃO 

 

O número crescente de infecções por patógenos fúngicos invasivos ao longo 

dos anos representa risco à saúde humana, especialmente, em indivíduos 

imunocomprometidos, sendo responsáveis por significativas taxas de morbidade e 

mortalidade (Cornely et al, 2017). Levando em consideração a alta prevalência de 

infecções fúngicas, principalmente causadas por Candida spp, bem como o 

surgimento de cepas multiresistentes, os estudos para prospecção de novas drogas 

anticandida tem sido cada vez mais necessários (Li et al, 2020, Barantsevich e  

Barantsevich, 2022). 

Tendo em vista a necessidade de análises in vivo para estudos de compostos 

antifúngicos, bem como as limitações éticas e os custos envolvidos na utilização de 

murinos e outros roedores, as larvas de G. mellonella têm recebido cada vez mais 

destaque como um modelo experimental alternativo, para testar a virulência de 

fungos e avaliar a toxicidade e eficácia de antifúngicos (Arvanitis et al, 2013; Andrea, 

Krogfelt, Jenssen, 2019).  

Os níveis de infecção em G. mellonella parecem variar de acordo com a cepa 

de C. albicans e as condições de cultivo da larva (dieta). Vertyporokh e Wojda 

(2020) verificaram que a aplicação de 5 μl de inóculo de C. albicans ATCC 10231 

nas densidades 2 x 104, 2 x 105 e 2 x 106 células provocaram infecções não letais, 

letais e super infecções, respectivamente, em G. mellonella. Os autores ressaltaram 

que a super infecção acarretou a diminuição da motilidade das larvas, atraso no 

desenvolvimento, anéis melanizados ao redor da área de injeção, e causou a morte 

de todas as larvas em 24 horas. Resultados diferentes foram identificados neste 

estudo, onde a injeção de 5 μL de suspensões de quatro cepas de C. albicans, 

incluindo a C. albicans ATCC 10231, nas densidades 2 x 104, 2 x 105 e 2 x 106 

células, não foram capazes de afetar a viabilidade das larvas após o tempo total de 

análise (48h). Não foram identificados sinais de perda de motilidade ou de 

melanização, sendo classificadas como infecções não letais. Foram necessárias 

densidades mais altas, 2 x 107 e 2 x 108 células, para produzir infecções letais e 

super infecções, respectivamente. A diferença de resultados em relação a C. 

albicans ATCC 10231 entre os dois estudos deve ser investigada. Variações quanto 

ao fornecedor, genótipo, condições laboratoriais de criação e manutenção, bem 

como o manejo de larvas de G. mellonella, podem resultar em discrepâncias nas 
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taxas de mortalidade após infecção por patógenos. Isso pode explicar resultados 

conflitantes de viabilidade das larvas diante de infecções por cepas de referência 

(Tsai et al, 2016).  

A melanização apresentada pelas larvas de G. mellonella pode ser descrita 

como uma resposta do sistema imune à infecção, que gera a síntese e deposição de 

melanina para encapsular patógenos no local da lesão/infecção. Em seguida ocorre 

a coagulação da hemolinfa e opsonização que, por sua vez, induz a fagocitose.  

Este processo é análogo à formação de abscessos por infecções em mamíferos 

(Tsai et al, 2016). A melanização e a perda de motilidade são os principais sinais 

sugestivos de infecção para G. mellonella (Jemel et al, 2020), além da redução da 

capacidade de formação de casulo (Loh et al, 2013).  Neste estudo foi possível 

observar que as larvas com infecção letal e super infecção, além de menos ativas e 

mais melanizadas, também exibiram uma considerável redução na formação de 

casulo, nas primeiras horas após a inoculação da C. albicans.   

O grupo de larvas infectadas com a C. albicans ATCC 90028 (2x108 células) 

apesar de ter exibido o maior número de larvas sobreviventes após 24 horas, foi o 

grupo que primeiro exibiu melanização e considerável redução dos movimentos, 

aproximadamente 2 horas após a inoculação fúngica. Esses achados indicam que, 

apesar do rápido progresso do processo patológico, a resposta imune das larvas foi 

satisfatória para inibir a infecção. 

Os estudos têm apresentado diferentes modelos em G. mellonella para 

analisar o tratamento da infecção por C. albicans (Cruz et al 2018; Antoran et al 

2020; Li et al 2022; Sun et al, 2022). No estudo de Cruz et al (2018) foi observado 

95% de sobrevida nas larvas infectadas pela C. albicans CAN 14 (1 x 105 células), 

tratadas com 16mg/kg de fluconazol, após 72 horas de observação. No grupo sem 

tratamento a viabilidade foi de 25%. Sun et al (2022) trataram as larvas infectadas 

pela C. albicans SC5314 (5 x 107 células) com 4mg/kg de fluconazol e registaram 

80% de viabilidade após 72 horas de observação. No grupo sem tratamento 

nenhuma larva sobreviveu. No estudo de Li et al (2022)  foi utilizada a dosagem de 

10mg/kg de fluconazol para tratar as larvas infectadas pela C. albicans SN152 (1 x 

107 células). Observaram, após 72 horas, 80% e 30% de viabilidade nos grupos 

tratado e sem tratamento, respectivamente. Apesar desses estudos terem utilizado 

inóculos com menores densidades e menores doses de fluconazol, em comparação 

ao presente estudo, registraram, respectivamente, altas e baixas taxas de sobrevida 
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nos grupos tratados e sem tratamento.  É provável que as cepas de C. albicans 

desses estudos sejam mais virulentas em G. mellonella e mais sensíveis ao 

fluconazol do que as cepas deste estudo. 

No estudo de Antoran et al (2020) foi identificada menor taxa de sobrevivência 

(20%) no grupo das larvas de G. mellonella infectadas pela C. albicans CECT 13062 

(1 x 106 células) e tratadas com 14mg/kg fluconazol. No grupo sem tratamento foi 

registrada taxa de sobrevivência de 0% Apesar de ter sido utilizada uma dosagem 

maior de fluconazol e um inóculo menor, em relação aos estudos anteriormente 

mencionados, a viabilidade das larvas tratadas não passou de 20%. É possível que 

doses maiores de fluconazol sejam necessárias para tratar infecções com essa cepa 

de referência.  

Neste estudo foram estabelecidas inicialmente doses de 20mg/kg e 40mg/kg, 

de fluconazol (Astvad et al 2017; Barreto et al 2020) para tratar diferentes níveis de 

infecção por Candida, conforme estabelecido por Vertyporokh e Wojda (2020), que 

incluiu em seu estudo a C. albicans ATCC 10231, uma das cepas de referência do 

presente estudo. 

Astvad et al (2017) descreveram a farmacocinética do fluconazol na hemolinfa 

de G. mellonella e identificaram que este antifúngico é distribuído e eliminado pelo 

organismo do inseto em estado larval, sendo possível utilizar doses que permitam 

exposição terapêutica semelhante à observada em humanos. Além disso, os autores 

relataram que a dosagem de 20 mg/kg de fluconazol em larvas de G. mellonella 

resulta em uma exposição próxima à obtida em humanos, considerada uma dose 

padrão do antifúngico. 

Barreto et al (2020) avaliaram o efeito terapêutico de duas dosagens de 

fluconazol (20 e 40mg/kg) em G. mellonella infectadas por Candida auris. Apesar de 

a droga promover uma leve melhora na taxa de sobrevivência das larvas, não houve 

diferença estatisticamente significativa entre o grupo tratado e o grupo não tratado, 

após aplicação da menor dosagem (20mg/kg). Por outro lado, houve um aumento 

significativo no índice de saúde das larvas infectadas quando submetidas ao 

tratamento com dosagens mais altas de fluconazol (40 mg/kg).  

Neste estudo, considerando a super infecção pelas cepas padronizadas de 

C.albicans (ATCC 10231 e ATCC 90028), foi possível observar que as larvas 

responderam positivamente ao tratamento com dose única de 40mg/kg de 

fluconazol, com taxa de sobrevida igual ou maior que 80% durante o período de 24 



35 
 

horas. Porém, uma capacidade protetora melhor e mais duradoura foi observada 

após o tratamento com dosagem única de 80mg/kg de fluconazol, considerando que 

esse modelo de tratamento garantiu a sobrevida de 70% da C. albicans ATCC 

10231, 80% da C. albicans ATCC 90028 e 60% dos isolados clínicos da cavidade 

oral de C. albicans, por um período de observação de 72 horas.  

A terapia 40mg/kg + 40mg/kg de fluconazol proporcionou melhor resultado 

nas G. mellonella super infectadas pela C. albicans 10231 e C. albicans - isolado 

clínico A1, com taxa de sobrevivência de 100% e 40%, respectivamente após 72 

horas. Nos grupos super infectados pela C. albicans ATCC 90028 e C. albicans - 

isolado clínico A2 não foram identificadas diferenças entre os dois modelos de 

tratamento com reaplicação de fluconazol (20mg/kg + 20mg/kg e 40mg/kg + 

40mg/kg). 

As larvas super infectadas pela C. albicans - isolado clínico A2 responderam 

negativamente ao tratamento de dose única de fluconazol, tanto na dosagem de 20 

quanto de 40mg/kg, justificando o aumento da dosagem do fluconazol apenas neste 

grupo. Este resultado distancia-se consideravelmente do que foi observado nas 

larvas super infectadas com as outras cepas, o que pode indicar que este isolado 

clínico A2 seja mais virulento e resistente em comparação às outras cepas fúngicas 

testadas (Cotter, Doyle, Kavanagh, 2000).  

Os parâmetros metodológicos explorados neste estudo acerca dos níveis de 

infecção, toxicidade do antifúngico, bem como dos modelos de tratamento com 

diferentes dosagens de fluconazol, no modelo experimental G. mellonella, podem 

auxiliar estudos in vivo para a prospecção de drogas anticandida. No entanto, 

considerando as diferentes respostas exibidas pelas larvas infectadas com C. 

albicans, sugere-se que ensaios de sobrevivência para cada cepa fúngica sejam 

realizados previamente aos testes metodológicos.  

Os aspectos celulares e humorais da resposta imune desencadeados por 

larvas de G. mellonella após infecção por diferentes cepas de C. albicans 

considerando, inclusive, as condições de cultivo e manipulação, devem ser 

esclarecidos por meio de novas pesquisas a fim de que os estudos com este modelo 

experimental sejam desenvolvidos por meio de métodos cada vez mais 

padronizados.  
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7 CONCLUSÕES 

 

Dentre os modelos de tratamento testados, as terapias com aplicação dose 

única de 20mg/kg e 80mg/kg de fluconazol foram as que proporcionaram melhores 

taxa de sobrevivência de larvas G. mellonella com infecção letal e super infecção por 

C. albicans, respectivamente. 

Ressalta-se que, levando em consideração a discrepância de resultados entre 

as diferentes cepas e formas de cultivo das larvas, torna-se indispensável a 

realização de estudo piloto de padronização de inóculo e doses de antifúngico de 

controle previamente à realização de pesquisas com o modelo G. mellonella. Parte 

final do trabalho na qual se apresentam as conclusões ou considerações finais 

apoiadas no desenvolvimento do assunto. É a recapitulação sintética dos resultados 

obtidos. Pode apresentar recomendações e sugestões para pesquisas futuras. 
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