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RESUMO

O numero de infecgdes fungicas no mundo tem aumentado consideravelmente. O
género Candida se destaca como um dos principais agentes etioldégicos dessas
infecgdes, sendo isolado com maior frequéncia. Para o estudo da patogenicidade e
viruléncia de tais fungos sdo usados modelos mamiferos. Porém a busca por
metodologias alternativas tem crescido no meio cientifico. O uso de hospedeiros
invertebrados tem sido uma das metodologias propostas pelos pesquisadores.
Assim, larvas da mariposa Galleria mellonella tém apresentado boa resposta nas
pesquisas de viruléncia e patogenicidade. Ainda pouco exploradas, larvas do
besouroTenebrio molitor além de apresentarem, caracteristicas semelhantes a G.
mellonella, possuem a vantagem de serem vendidas comercialmente no Brasil, fator
que favorece a sua aquisicdo para a pesquisa. Tendo em vista o potencial de T.
molitor como alternativa para os estudos de patogenicidade e viruléncia microbiana,
nos utilizamos larvas desse colebdptero para avaliar a viruléncia de espécies
pertencentes ao Género Candida e ainda comparar os resultados com G. mellonella
submetida ao mesmo procedimento experimental. Para isso injetamos 5uL de
diferentes concentragées fungicas (1x10°, 5x10°, 1x10°, 5x10°, 1x10’ por larva) nas
larvas dos dois organimos modelos. Ao final de dez dias experimentais construimos
curvas de sobrevivéncia a partir dos dados obtidos. Assim como o observado em G.
mellonella, T. molitor apresentou comportamento de dose-dependéncia em relacao
as concentragdes fungicas estudadas. Os resultados encontrados apontam o uso de
larvas de que o T. molitor como uma alternativa para os estudos de viruléncia
fungica.

Palavras-chave: Tenebrio molitor. Galleria mellonella. Candida. Viruléncia.
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ABSTRACT

The number of fungal infections worldwide has increased considerably. The genus
Candida stands out as one of the main ones, being isolated in great frequency.
Mammalian models are used to study the pathogenicity and virulence of such fungi.
However, the search for alternative methodologies has grown in the scientific world.
The use of invertebrate models has been one of the methodologies proposed by the
researchers. Galleria mellonella is one of the models that have shown good response
in virulence and pathogenicity studies. Tenebrio molitor is a new model, still little
explored, but that besides presenting characteristics similar to G. mellonella presents
the advantage of being sold commercially in Brazil, a factor that favors its acquisition
for the research. Considering the potential of T. molitor as an alternative for
pathogenicity and microbial virulence studies, we used this model to evaluate the
virulence of species belonging to the Candida genus and to compare the results with
G. mellonella submitted to the same experimental procedure. In order to do that, we
injected 5 pL of different fungal concentrations (1x10°, 5x10°, 1x10°, 5x10°, 1x10” per
larva) in the larvae of both models. At the end of ten experimental days we
constructed survival curves from the obtained data. Like the one observed in G.
mellonella, the model of T. molitor presented behavior of dose-dependence in
relation to the fungic concentrations studied. The results show that T. molitor is an
alternative for the studies of fungal virulence.

Key words: Tenebrio molitor. Galleria mellonella. Candida. Virulence.
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1. INTRODUCAO

Os problemas éticos que envolvem animais sencientes nas
pesquisas cientificas geram debates entre o0s pesquisadores. Iniciativas que
busquem uma alternativa para o problema vém sendo propostas no meio cientifico.
Desde a criagdo do principio dos 3 R’s por Russel & Burch em 1959, esforgos
maiores sdo registrados em todo mundo (RUSSEL; BURCH; HUME, 1959). Tais
esforcos tem ganhado apoio de organizacdes governamentais, que visam implantar
nos paises metodologias alternativas ao uso dos animais sencientes. Exemplos de
tais atitudes sdo o The European Centrer for the Validation of the Alternative
Methods (ECVAM) na Unido Européia e o Brazilian Center for the Validation of
Alternative Methods (BraCVAM) no Brasil (BARROSO et al, 2016; PRESGRAVE et
al, 2016)

A literatura ja nos apresenta estudos que trazem resultados
favoraveis ao uso de metodologias alternativas em diversas pesquisas cientificas
(FUCHS; MYLONAKIS, 2006; FALLON et al, 2012; JUNQUEIRA, 2012; COOK;
MCARTHUR, 2013; DE SOUZA et al, 2015). Um campo que vem sendo bastante
explorado nos estudos de modelos alternativos é 0 uso dos mesmos nas pesquisas
de viruléncia e patogenicidade microbiana.

Um dos motivos em que torna clara necessidade de novas
metodologias para o estudo de patogenicidade e viruléncia fungica € que no
decorrer das ultimas décadas tem sido registrado um aumento no numero de
infeccbes causadas por fungos, sendo que tal aumento pode ser explicado por
diversos fatores, como aumento da expectativa de vida e amplo uso de
antimicrobianos (HOLZHEIMER; DRALLE, 2002; KOJIC; DAROUICHE, 2004; LASS-
FLORL et al, 2009; SILVA et al, 2012). Neste contexto o género Candida se destaca
como microrganismos com ampla representatividade no quadro geral das infeccdes
fungicas no mundo todo. Dentre as espécies encontradas nesse género, Candida
albicans se destaca, sendo a espécie com maior representatividade tanto em
pessoas saudaveis, quanto nos quadros de infeccbes fangicas (COLOMBO;
GUIMARAES 2003; RUPING et al., 2008; SOLL, 2002). Mesmo C. albicans ainda
figurando como a espécie mais representativa nas infecgdes fangicas, nas ultimas

décadas estudos epidemiolégicos tém demonstrado um acréscimo nos casos em
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gue espécies ndo-albicans sdo os agentes patogénicos (COLOMBO et al, 2007;
SILVA et al, 2012, YAPAR, 2014).

Os testes in vivo de viruléncia de cepas fungicas sdo normalmente
realizados utilizando mamiferos, principalmente ratos e camundongos, porém, como
citado anteriormente, muitos artigos vém sendo publicados mostrando a eficacia do
uso de modelos invertebrados para esses testes. As vantagens do uso desses
modelos vao desde resultados rapidos e reprodutiveis, até a reducdo de custos
experimentais.

A larva da mariposa Galleria mellonella € um modelo ja4 bem
estabelecido na literatura para estudos de infeccdo fungica, principalmente de
infeccbes por Candida spp (COOK; MCARTHUR, 2013; FALLON et al, 2012;
JUNQUEIRA, 2012). As vantagens desse modelo de infeccdo sdo que as larvas
podem ser mantidas a temperaturas que variam de 25°C a 37°C, possuem diversas
vias de inoculacao e ainda apresentam componentes imunoldgicos de resposta inata
celular e humoral (CHAMPION et al, 2011; COOK; MCARTHUR, 2013; LIONAKIS,
2011; TSAIl et al, 2016).

A larva do besouro Tenebrio molitor também tem apresentado
potencial para ser um hospedeiro de estudos de patogenia e viruléncia (De Souza et
al., 2015). Os diversos mecanismos de defesa que esse invertebrado apresenta
contra os patdgenos tem despertado o interesse de pesquisadores, e estudos mais
aprofundados sobre esse assunto vém sendo publicados.

Devido ao fato de T. molitor ainda ser pouco explorado como
hospedeiro, nés buscamos estudar o comportamento do mesmo frente a infeccéo
por diferentes espécies pertencentes ao género Candida. Além disso, comparamos
os resultados com os obtidos em G. mellonella para assim tragar as diferencas e

semelhancas na resposta de ambos diante da infec¢éo fungica.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Métodos alternativos para o estudo da relacdo parasito-hospedeiros

A ética nas pesquisas cientificas € um tema recorrente no meio

cientifico. Datam do século XIX, os primeiros relatos de discussbes a cerca da



12

utilizacdo de animais sencientes (aqueles que reconhecem o estimulo da dor e
expressam sentimentos) nas pesquisas. Junto a essas pesquisas esta atrelada a
criacao de varios grupos de protecdo aos animais (RAYMUNDO; GOLDIM, 2002).

A comunidade cientifica por muitos anos foi resistente a implantacéo
de metodologias alternativas por considerar que a utlizagdo de animais seria
essencial para a obtencdo de resultados satisfatérios em suas pesquisas
(RENAMA). Porém, contrariamente ao pensamento desses pesquisadores, surgiram
iniciativas que buscavam metodologias que apresentassem resultados similares as
metodologias classicas ja estabelecias, mas que nao utilizassem ou reduzissem o
uso de animais sencientes. Um importante fato que contribuiu para o avango nas
buscas por metodologias alternativas, e reducéo na utilizacdo de animais sencientes
nas pesquisas cientificas foi a publicacdo em 1959 por Russel & Burch do livro
intitulado “The principles of humane experimental technique”, no qual
implementaram o principio dos 3Rs, que serve de base para as pesquisas cientificas
até os dias atuais. O principio dos 3Rs se resumem em trés conceitos basicos: a
substituicdo, reducdo e refinamento. Na substituicdo os autores propéem o uso,
quando possivel, de uma metodologia que néo utilize animais vertebrados vivos. Na
reducdo eles predizem que se estabeleca um equilibrio no uso de animais nas
pesquisas, para que as informacdes obtidas com a mesma estejam relacionadas
com o uso racional desses animais. E no refinamento eles instituem que quando
indispensavel o uso de animais sencientes, 0s mesmos passem por cuidados que
minimizem sua dor e sofrimento (RUSSEL; BURCH; HUME, 1959).

Tomando como base o principio dos 3Rs novos esforcos na
comunidade cientifica surgiram nas décadas seguintes. Na Europa, por exemplo,
em 1991, ocorreu a criacdo do The European Centre for the Validation of the
Alternative Methods (ECVAM), o qual valida métodos alternativos, buscando com
isso avaliar o potencial dessas técnicas e, além disso, eliminar possiveis erros de
metodologia. No Brasil recentemente a promulgacao da Lei Arouca (n°11.794 de 8
de outubro de 2008) marcou a regulamentacao da experimentagdo animal, baseada
em principios éticos e bem-estar animal nas pesquisas cientificas e no ensino. Esta
lei também estabeleceu a criacdo do Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA). O CONCEA tem, dentre outras atribuicdes, a
competéncia de zelar pelo cumprimento das regulamentacgdes ligadas a utilizagédo de

animais em experimentacao, credenciar e monitorar as instituicbes para criacéo e
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utilizagdo dos animais em pesquisa e ensino, realizar o0 monitoramento e avaliag&do
de metodologias alternativas ao uso de animais.

Muitas pesquisas voltadas a metodologias alternativas vém sendo
realizadas, e ja € possivel encontrar na literatura inGmeros artigos que trazem
modelos invertebrados como alternativa nos testes, principalmente naqueles de
toxicidade de substancias e patogenicidade microbiana. Drosophila melanogaster,
Caenorhabditis elegans, Acathamoeba castellanii, Dictyostelium discoideum,
Tenebrio molitor e Galleria mellonella tem se destacado nas pesquisas e
demonstrado potencial como modelo alternativo (DE SOUZA et al, 2015; FUCHS;
MYLONAKIS, 2006).

2.2. Hospedeiros vertebrados para o estudo da viruléncia de Candida spp.

As infec¢bes causadas pelos agentes etioldégicos do género Candida
podem atingir diversos locais do corpo humano. Devido a tais particularidades,
pesquisadores utilizam véarios modelos experimentais para o0 estudo das
caracteristicas desses fungos durante o processo infeccioso. Para obter sucesso
nos experimentos os cientistas buscam modelos que ao mesmo tempo mimetizem
da melhor forma possivel o ser humano, e que se enquadrem dentro das limitaces
laboratoriais. Sendo assim, existem na literatura varios trabalhos que exploram
diferentes hospedeiros para estudo da viruléncia e patogenicidade do género
Candida.

Pela proximidade filogenética com humanos, o uso de outros
mamiferos no estudo de viruléncia fangica é bastante difundido. Existem trabalhos
gue fazem uso de macacos, roedores, coelhos e porcos no estudo de viruléncia
fungica (revisado por MACCALLUM, 2012). A maioria dos estudos a cerca da
viruléncia de espécies do género Candida faz uso de roedores como hospedeiros.
Isso ocorre devido a familiaridade com que os pesquisadores ja tem com a
manutencdo e manipulacdo dos mesmos, além da existéncia uma gama desses
animais geneticamente modificados, os quais podem mimetizar condicdes humanas
e auxiliar no estudo da acdo de fatores de viruléncia dos fungos (MACCALLUM,
2012).

Por exemplo, Nett e colaboradores (2012) utilizaram ratos para

desenvolver um modelo de infecgdo in vivo de formacéao de biofilmes em dentadura.
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Para isso, os pesquisadores desenvolveram um modelo de dentadura para os
roedores em acrilico. Os animais foram previamente imunossuprimidos, a dentadura
foi inserida na cavidade oral dos animais e a mesma foi infectada com 1x108
células/mL de Candida albicans. As analises realizadas apds o periodo experimental
foram a carga fungica presente na dentadura, microscopia eletrénica de varredura,
histopatologia, ensaio de resisténcia a antimicrobianos e expresséo diferencialde
genes. Os dados obtidos por esses pesquisadores comprovam a eficiéncia deste
modelo para o estudo da formacéo de biofilme em proteses dentarias, um fator de
viruléncia apresentado por C. albicans. A principal vantagem apresentada por esse
modelo é que diferente do modelo in vitro, no modelo in vivo ocorre a interacado do
fungo com a microbiota presente na cavidade oral, mimetizando o que realmente
ocorre em humanos.

Andes e colaboradores (2004) buscaram desenvolver em sua
pesquisa um modelo in vivo para o estudo de biofilme de C. albicans em um cateter
venoso central. Para isso eles desenvolveram um cateter com materiais
semelhantes aos que sdo usados em humanos, se atentaram para que 0 mesmo
permitisse um bom fluxo sanguineo, e o mesmo foi implantado em ratos.
Posteriormente a esse processo, o fungo foi injetado pelo cateter para que 0 mesmo
pudesse iniciar o processo de formacéo de biofilme. Com os resultados obtidos pelo
experimento, os autores foram capazes de caracterizar a formacdo de biofilme,
provendo um modelo que no futuro poderd auxiliaros estudos dos mecanismos
moleculares de formacao de biofilme de C. albicans, sua biologia e resisténcia a
drogas.

Szabo e MacCallum (2008) fizeram uma revisdo para mostrar 0s
dados presentes na literatura sobre modelos murinos no estudo de infeccbes
sistémicas provocadas pelo género Candida. Na revisdo, 0s autores mostram que 0s
estudos concentram-se em duas vias principais para a disseminacgéo da infecgcdo em
murinos, a via intravenosa e a via gastrointestinal. Os estudos que fazem uso da
infeccdo realizada pela via intravenosa, tem por objetivo avaliar a viruléncia e
patogenicidade fungica em um momento que seria posterior a uma infeccao
intestinal, quando o fungo ja tivesse atingido a corrente sanguinea do hospedeiro
(SZABO; MACCALLUM, 2008). O modelo de infeccdo gastrointestinal mimetiza o
curso comum da infec¢do fungica em grande parte de pacientes humanos, porém,

ha de se salientar que os resultados da utilizacdo destas metodologias sdo variaveis
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dentro das espécies do género Candida, e que tais variacbes devem ser
consideradas durante o delineamento experimental (SZABO; MACCALLUM, 2008;
KOH; KOHLER; COGGSHALL, 2008). Mellado e colaboradores (2000), por exemplo,
notaram em seu estudo que ratos infectados pela via gastrointestinal com C.
albicans e C. tropicalis apresentaram, em diferentes proporc¢des, uma disseminacao
sistémica dos fungos. Ja aqueles que foram infectados com C. parapsilosis néo
apresentaram essa disseminacao.

Mesmo com similaridades filogenéticas entre humanos e roedores,
existe uma grande variagdo quanto aos componentes imunolégicos dos mesmos,
além de fungos do género Candida néo fazerem parte da microbiota desses animais
e ndo serem seus patdégenos naturais. Dessa forma os resultados obtidos nos
trabalhos utilizando tais modelos devem ser analisados considerando tais diferencas
(revisado por SZABO; MACCALLUM, 2008).

2.3 Hospedeiros alternativos para o estudo da viruléncia de Candida spp.

Uma alternativa aos testes que utilizam roedores para o estudo de
viruléncia fungica sdo os testes in vitro. Na literatura encontramos exemplos bem-
sucedidos da utilizacdo dos testes in vitro de viruléncia de fungos do género
Candida, dessa maneira, tais metodologias podem ser aplicadas nos testes prévios,
servindo como “screen” para cepas fungicas.

Dieterich e colaboradores (2002) desenvolveram dois tipos de
tecidos humanos reconstituidos. Com esse modelo, os pesquisadores analisaram o
comportamento de diferentes cepas de C. albicans com o objetivo de estudar dois
fatores transcricionais ligados a adeséo e invasdo deste fungo, importantes fatores
de viruléncia. Um dos modelos de tecido reconstituido foi utilizado para mimetizar
infeccbes superficiais da pele e 0 uso do segundo tipo de tecido tinha por objetivo
simular o inicio da infec¢do sistémica. As cepas mutantes para os dois fatores
transcricionais estudados ndo foram capazes de aderir e penetrar os tecidos. Com
tais dados foi possivel demonstrar o potencial de tais modelos para auxiliarem nos
estudos de fatores de viruléncia em C. albicans.

Gacser e colaboradores (2007) utilizaram modelos de tecido humano

reconstituido para avaliar a viruléncia do Complexo parapsilosis. Através de analises
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que avaliaram alteragcBes morfoldégicas e danos celulares nos tecidos, os autores
mostraram que as espécies C. parapsilosis e C. orthopsilosis causaram danos
similares, e que C. metapsilosis apresentou-se como espécie menos virulenta.

Sanchez e colaboradores (2007) utilizaram o modelo in vitro de
células endoteliais para testar diferentes mutantes de C. albicans. Os autores
estabeleceram a relagcdo de que as cepas que provocavam menor dano celular
apresentavam menor viruléncia em testes com ratos e vice-versa. Tal correlacéo
demonstra o potencial da utilizagdo de modelos in vitro de células edoteliais para
“screen” de fatores de viruléncia dentro do género Candida.

Os testes in vitro sdo de extrema importancia e relevancia para os
estudos de viruléncia fungica, porém ndo sao suficientes para avaliar o processo
completo da infec¢do fungica, limitando-se em gerar dados pontuais em relacédo a
acdo do fungo em determinado tecido ou célula. Os modelos roedores, como citado
anteriormente, podem atender algumas das limita¢cdes geradas pelo uso de técnicas
in vitro, porém, a maioria das pesquisas necessitam de grande quantidade de
animais, e isso passa a nao ser viavel em muitos institutos de pesquisa. Para
solucionar tais impasses existem pesquisas que utilizam outros modelos para a
realizacdo de testes de viruléncia in vivo.

Jacobsen e colaboradores (2011) optaram pelo uso da membrana
corioalantdica de ovos embrionados de galinhas para testar a viruléncia de mutantes
de C. albicans. A grande maioria dos mutantes testados manteve o mesmo padrao
de viruléncia apresentado previamente em estudos com camundongos. Tal modelo
mostrou-se promissor como “pre-screen” para diferentes cepas de Candida.

Ja Chao e colaboradores (2010) demonstraram que o peixe Danio
rerio (Zebrafish) € um hospedeiro para no estudo da viruléncia de C. albicans.
Diferentes cepas de C. albicans foram utilizadas no estudo, inclusive mutantes com
viruléncia atenuada, comprovadas em estudos prévios com camundongos. Os
resultados obtidos com zebrafish para infeccdo com as cepas utilizadas no ensaio
foram similares aos dados obtidos com o murino.

Em busca de hospedeiros invertebrados Quintin e colaboradores
(2013) utilizaram Drosophila melanogaster como modelo para estudo em larga
escala de mutantes de Candida glabrata. Os pesquisadores optaram por este
modelo pela facilidade de manipulacdo, manutencdo e obtencdo de grande numero

de individuos.
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Chamilos e colaboradores (2006) utilizaram D. melanogaster para
analisar a viruléncia de alguns isolados de C. albicans, C. parapsilosis e C. krusei.
Das trés espécies estudadas, C. albicans apresentou-se mais virulenta para D.
melanogaster. Além disso os pesquisadores utilizaram as moscas para avaliar a
viruléncia de algumas cepas de C. albicans mutantes, nas quais genes relacionados
a filamentacao foram deletados. Estudos prévios em ratos mostraram que tais cepas
foram menos virulentas, o mesmo padréao foi demonstrado em D. melanogaster. Os
dados obtidos demonstraram que D. melanogaster € um modelo alternativo para o
estudo em larga escala da viruléncia de espécies do género Candida.

O bicho da seda Bombyx mori, mostrou-se como um hospedeiro
alternativo para avaliar a viruléncia de C. albicans. Hanaoka e colaboradores (2008)
utilizaram B. mori para avaliar um banco de cepas mutantes com o0 objetivo de
avaliar possiveis genes codificadores de proteinas fosfatases. Os mutantes
previamente conhecidos como menos virulentos para ratos mantiveram 0 mesmo
padrdo em B. mori.

Pukkila-Worley e colaboradores (2009) utilizaram o modelo
invertebrado Caenorhabditis elegans para analisar a viruléncia de diferentes cepas
de C. albicans, analisando a importancia da formacdo de hifas durante o processo
de infeccdo como fator de viruléncia. As cepas que eram defectivas na formacéo de
hifas foram menos virulentas para os vermes. Os resultados obtidos apoiam a ideia
de que C. elegans é mais uma opc¢ao para o estudo dos mecanismos de viruléncia
fungica.

Outros invertebrados utilizados como hospedeiros para o estudo de
viruléncia fangica sdo Galleria mellonella e Tenebrio molitor. O uso desses insetos

sera abordado com mais profundidade nos tépicos abaixo.

2.4. Galleria mellonella

Galleria mellonella, inseto pertencente a ordem Lepidoptera, familia:
Pyralidae vive naturalmente como parasitas de colmeias, |14 se alimentam da cera,
do mel e podlen. Neste ambiente, G. mellonella tem contato com diversos
microrganismo, porém através de suas defesas ela consegue superar as infec¢des

microbianas. Esta habilidade de montar defesa contra o0s microrganismos que
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habitam seu meio despertou o0 interesse no seu uso para 0 estudo de
patogenicidade e viruléncia microbiana (FUCHS et al., 2010).

As larvas de G. mellonella tém sido extensivamente utilizadas como
modelo para o estudo da patogenicidade e viruléncia dos microrganismos (COOK;
MCARTHUR, 2013; FALLON et al., 2012; JUNQUEIRA, 2012). Para avaliar o efeito
do patdgenos nas larvas de G. mellonella varios parametros podem ser utilizados
como mudanca no numero de hemacitos, carga fangica, morte das larvas, além de
ser possivel a realizacdo de cortes histologicos da mesma para acompanhar o
comportamento dos microrganismos durante o processo de infeccédo (Fallon et al.,
2012; Fuchs et al., 2010). As vantagens deste modelo invertebrado que tem levado
ao aumento da sua utilizacdo nas pesquisas cientificas sdo iniameras. O baixo custo
de manutencdo, a facilidade de manipulacéo, a ndo necessidade de submissdo dos
trabalhos a regulamentacdo em conselhos de ética, sdo algumas das vantagens do
uso de G. mellonella como alternativa aos modelos mamiferos (CHAMPION et al.,
2016; COOK; MCARTHUR, 2013; LIONAKIS, 2011; TSAI et al., 2016).

Diferentemente da maioria dos outros modelos invertebrados
estudados, as larvas de G. mellonella podem ser mantidas a temperatura de até 37°
(CHAMPION et al., 2016; COOK; MCARTHUR, 2013). Tal fator contribui para o
estudo dos microrganismos na temperatura na qual eles infectam os humanos, além
disso a temperatura influencia a expressdo génica, caracteristica que pode
influenciar os mecanismos de viruléncia dos microrganismos durante a infec¢cao
(FUCHS et al., 2010). Um outro beneficio apresentado por esse modelo, € que
existem varias vias de inoculacdo ja descritas, sendo elas: a aplicacao t6pica, oral
ou injecao direto na hemocele (FUCHS et al., 2010; JUNQUEIRA, 2012; RAMARAO
et al., 2012). A injecdo na hemocele € o método mais utilizado para a inoculacéo de
microrganismos nas larvas de G. mellonella. Tal método apresenta a vantagem de
ter a precisdo da quantidade do inéculo a ser aplicado na larva (FUCHS et al., 2010).

Quanto aos mecanismos de combate a infeccbes microbianas a G.
mellonella apresenta como primeira linha de defesa sua cuticula, que tem como
funcdo a prevencao ou retardo da entrada de substancias toxicas ou patdogenos
(KAVANAGH; REEVS 2004). Cecropinas e antacinas sao liberadas caso haja algum
ferimento na cuticula do inseto, essas moléculas apresentam uma atividade
antimicrobiana (KAVANAGH; REEVES 2004).
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Os insetos ndo possuem sistema imune adaptativo, e seus
mecanismos de defesa baseiam-se no seu sistema imune inato constituido de
respostas humoral e celular (FALLON et al.,, 2011; TSAI et al., 2016). A resposta
humoral baseia-se na liberacdo de moléculas como certas proteinas, peptideos
antimicrobianos e melanina. A porcdo celular do sistema imune inato de insetos é
composta pelos hemdcitos, os quais atuam em processos de fagocitose,
encapsulacdo e coagulacdo (KAVANAGH; REEVES 2004; SEED; DANIS, 2008;
TSAl et al 2016).

Mak e colaboradores (2010) mostraram que o sistema imune de G.
mellonella é capaz de distinguir os patdgenos invasores e com isSsO montar um
mecanismo de defesa especifico contra os mesmos, conseguindo diferenciar
bactérias Gram-negativas de Gram-positivas e fungos filamentos de leveduriformes.
Variagcbes na cinética de inducdo, concentracdo e tempo de permanéncia de
peptideos antimicrobianos (AMPs) na hemolinfa de G. mellonella desafiada com
diferentes classes de microrganismos sao observadas.

Estudo realizado por Wu e colaboradores (2016) mostrou que o0s
hemacitos presentes na hemolinfa das larvas de G. mellonella sédo de quatro tipos:
plasmatdcitos, células granulares, esferuldcitos e oenocitdides, sendo que as duas
primeiras sdo as que sdo encontradas em maior quantidade. No mesmo estudo
também demonstrou-se que plasmatoécitos, células granulares e oenocitéides
apresentam atividade fagocitaria.

Bergin e colaboradores (2005) mostraram que os hemacitos de G.
mellonella apresentam similaridades com os neutréfilos humanos nos mecanismos
de defesa contra fungos e bactérias. O processo de fagocitose dos hemdcitos de G.
mellonella, mata os fungos e bactérias através da producdo de superdéxido em um
processo similar aos neutrofilos.

Quando um patogeno infecta as larvas de G. mellonella e atinge a
hemocele, os hemadcitos podem fagocitar tal patbgeno, ou se o mesmo for de um
tamanho que impossibilite a fagocitose os mecanismos de defesa sado acionados
para iniciar os processos de encapsulacdo e consequente imobilizacdo do invasor.
Para combater os microrganismos que conseguem escapar dos componentes
celulares de defesa, inicia-se a resposta imune humoral, com 0 aumento na

expressao de peptideos antimicrobianos (AMP) (BERGIN et al, 2006).
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Os AMPs apresentam importante papel no processo de defesa
contra microrganismos e estdo presentes em diversas classes animais e também em
plantas, e diferem entre si pelas sequencias de amino acidos, valores do ponto
isoelétrico e espectro de acao antimicrobiana (CYTRYNSKA et al., 2007; ZASLOFF,
2002). Em G. mellonella ndo é diferente, os AMPs sdo importantes componentes da
defesa humoral do inseto durante a infeccdo por fungo e bactérias. Brown e
colaborados (2009) mostraram em seus estudos que os genes de pelo menos 18
AMPs pertencentes a 10 familias podem ser expressos no decorrer do processo de
defesa contra patégenos.

A cascata de profenoloxidase apresenta um importante papel nos
mecanismos de defesa de G. mellonella. Ela esta ligada ao processo de formacéo
de melanina, “cross-linking” de proteinas, coagulacdo da hemolinfa e morte de
patégenos invasores (ZDYBICKA-BARABAS et al., 2014).

Como ja mencionado, imunidade adaptativa ndo é observada em
invertebrados, porém Wu e colaboradores (2016) mostraram um mecanismo em G.
mellonella com caracteristicas que se assemelham a tracos da imunidade
adaptativa. No estudo foi realizado uma exposicéo prévia das larvas de G. mellonella
a diferentes concentracdes de Photornhabdus luminescens mortas por calor, e
depois expuseram as mesmas larvas a bactérias viaveis, verificando-se um aumento
no numero de hemacitos e consequente atividade de fagocitose, além de aumento
na expressdo de genes que codificam peptideos antimicrobianos. Tais dados
mostram que o contato prévio com o0 microrganismo pode levar a uma resposta
imune mais rapida e eficiente em caso de posterior infeccdo em larvas de G.
mellonella.

Bergin e colaboradores (2006) também mostraram em seu estudo
gue, mesmo a G. mellonella ndo possuindo um sistema imune adaptativo, quando
exposta previamente a uma dose nao letal de leveduras como Candida albicans e
Saccharomyces cerevisiae ocorre a protecdo das larvas quando estas sdo expostas
previamente a 10°® de in6culo de C. albicans. No mesmo estudo os pesquisadores
puderam verificar que tal resultado provavelmente esta ligado ao aumento na
expressdo de genes que codificam peptideos antimicrobianos. Resultados
semelhantes foram observados quando constituintes da parede dos fungos foram
inoculadas nas larvas antes de ser realizada a infeccdo com a dose letal de C.

albicans.
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A producdo de enzimas pelo género Candida é um fator de
viruléncia importante para o estabelecimento de infec¢Bes fungicas. Rossoni e
colaboradores (2013) analisaram diferentes amostras clinicas de espécies do género
Candida quanto a producédo de fosfolipases e proteases, e utilizaram o modelo
invertebrado da G. mellonella para verificar a viruléncia destas amostras. Ao final
dos experimentos o0s pesquisadores além de mostrarem uma correlacdo positiva
entre a producdo de enzimas e uma maior viruléncia nas larvas, puderam
demonstrar que este modelo invertebrado pode ser utilizado nas anélises de
viruléncia de espécies do género Candida.

Moralez e colaboradores (2016) utilizaram o modelo de G. mellonella
para avaliar as diferencas na viruléncia de cepas de C. tropicalis que sofriam
“switching” fenotipico. Primeiramente, os pesquisadores mostraram que, utilizando a
cepa parental de C. tropicalis, a morte das larvas de G. mellonella apresentavam um
padrdo de viruléncia dose dependente. Apds tal constatacdo 0s pesquisadores
testaram os diferentes morfotipos de C. tropicalis (crepe, lisa e rugosa), para avaliar
seu padrao de viruléncia em G. mellonella. Ao final do periodo experimental a cepa
crepe, apresentou maior viruléncia que a lisa, sendo a rugosa a menos virulenta das
trés cepas testadas. Tal resultado mostra que este hospedeiro tem potencial para
ser utilizado nos estudos da diferenga de viruléncia em cepas que sofrem “switching”
fenotipico

Diversos pesquisadores ja vem utilizando as larvas de G. mellonella
em suas pesquisas, principalmente para investigar viruléncia e patogenicidade de
cepas bacterianas e fungicas. Brennam e colaboradores (2002), em seus estudos
buscaram estabelecer uma correlacdo da viruléncia de Candida albicans em testes
realizados em larvas de G. mellonella e em ratos, e com os resultados obtidos
sugeriram que esses insetos sdo modelos que podem ser utilizados como
“screening” para as cepas desse fungo. Outros trabalhos como o de Li et al. (2013) e
Fuchs et al. (2010) também avaliaram a viruléncia de C. albicans utilizando as larvas
de G. mellonella, e conseguiram com isso resultados promissores e reprodutiveis.
Aspergillus fumigatus e Cryptococcus neoformans sao outros exemplos de fungos
cuja viruléncia foi avaliada em larvas de G. mellonella (FUCHS et al., 2010; REEVES
et al., 2004).

Assim como todo modelo animal utilizado nas pesquisas cientificas,

a G. mellonella possui suas limitacdes. O gendtipo da G. mellonella ainda néo foi
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totalmente sequenciado, este fato impede a criacdo de linhagens mutantes,
bibliotecas de RNAi e microarranjos. Além disso ndo existe uma padronizagdo nas
metodologias de criagdo de G. mellonella, a fonte alimentar e temperatura, por
exemplo, ndo sdo as mesmas nos laboratorios que utilizam esse modelo. Tais
variagbes na manutencdo podem influenciar na resposta imunologica da larvas
quando desafiadas com os patdgenos (BANVILLE et al, 2012; COOK; MCARTHUR,
2013; TSAI et al 2016).

2.5. Tenebrio molitor

Um modelo invertebrado em ascensdo para testes de
patogenicidade e viruléncia € o besouro Tenebrio molitor (Coleoptera: Teneobridae),
inseto conhecido pelos prejuizos causados aos produtores de graos
(SCHROECKENSTEIN et al, 1990). A utilizacdo de modelos invertebrados tem sido
amplamente disseminada nas pesquisas cientificas, tanto pelo ponto de vista ético,
quanto pelas vantagens econdmicas e logisticas de se trabalhar com os mesmos
(DE SOUZA et al, 2015). A facilidade de aquisicdo, manutencdo e manipulacao
dessas larvas tornam o T. molitor um modelo promissor.

Assim como outros insetos o T. molitor estd exposto em seu
ambiente a diversos patdégenos, e durante a evolucdo desenvolveu mecanismos
para combaté-los. A imunidade inata tem um papel muito importante na infec¢cao nos
insetos, pois ela reconhece, modula e sinaliza mecanismos efetores contra 0s
patégenos (TINDWA et al, 2013; JOHNSTON et al, 2014). Quando os patégenos
rompem a barreira cuticular, rapidamente sdo acionados os mecanismos de defesa
incluindo a fenoloxidase, algumas lisozimas e células fagociticas (JOHNSTON et al,
2014). Um outro fato chave na defesa do T. molitor, e de outros insetos, € o corpo
gorduroso, pois ele é responsavel pela producdo de peptideos antimicrobianos que
levam a respostas constitutivas durante a infeccao (JOHNSTON et al, 2014).

O uso de T. molitor para pesquisas de patogenicidade e viruléncia
fungica e bacteriana ainda esta no inicio, mas ja existem trabalhos publicados que
mostram a eficiéncia desse modelo para estes estudos. Oppert e colaboradores
(2012) verificaram o perfil do transcriptoma da resposta pos intoxicagdo de T. molitor
por toxina produzida por Bacillus thuringiensis. Haine e colaboradores (2008)

mostraram que a atividade antimicrobiana da hemolinfa de T. molitor aumenta
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durante as primeiras horas de infeccdo e é mantida em altos niveis durante 14 dias,
quando submetidos a Escherichia coli ou Bacillus subtilis. Chae e colaboradores
(2012) descobriram em seus estudos um novo peptideo antimicrobiano de T. molitor
que apresenta atividade contra bactérias Gram-negativas. Dorling e colaboradores
(2015) mostraram em seus estudos que o T. molitor € um modelo atil no estudos de
Staphylococcus aureus, pois nesse invertebrado ocorre o reconhecimento,
sobrevivéncia e permanéncia desse patdgeno, e que 0s acidos teicoicos da parede
desse patdgeno, que por muitas vezes passam pelo processo de D-alanizacdo tem
um papel muito importante no estabelecimento e manutencéo dessa infecgéo.

Pouco fungos ja foram estudados utilizando as larvas de T. molitor,
mas a tendéncia € que o uso deste modelo cresca visto que os resultados obtidos
até o0 momento sdo extremamente promissores. Guo e colaboradores (2014)
utilizaram T. molitor para estudar graos infectados por diferentes espécies do género
Fusarium. Eles verificaram que os insetos evitavam se alimentar dos graos que
estavam infectados com Fusarium avanaceum, porém ndo com Fusarium
proliferatum, Fusarium poae ou Fusarium culmorum. Observaram também que as
larvas que se alimentavam de graos colonizados com F. culmorum, F. avenaceum
obtiveram altas taxas de mortalidade. Os autores também conseguiram isolar
micotoxinas das larvas que se alimentaram dos gréaos contaminados, mostrando o
potencial deste modelo para o estudo das toxinas produzidas por microrganismos.
De Souza e colaboradores (2015), apresentaram em seu trabalho resultados que
indicam que o T. molitor € um modelo eficaz para estudo da patogenicidade e
viruléncia fangica. Esses autores verificaram que o aumento da concentracdo do
in6culo tanto de C. albicans, quanto de Cryptococcus neoformans amentava a
mortalidade das larvas desse inseto. Neste trabalho os autores utilizaram além do
controle PBS, um controle inoculado com C. albicans e C. neoformans inativados
pelo calor. As larvas inoculadas com esses controles ndo morreram durante o
periodo experimental. Também foram realizadas analises histol6gicas com as larvas
de T. molitor inoculados com os dois fungos. Foi observado a filamentacdo de C.
albicans no tecido da larva, e a formacéo de capsula de C. neoformans, importantes
fatores de viruléncia desses fungos. Tais resultados mostram o potencial do T.

molitor como modelo para estudo de patogenicidade e viruléncia fungica.
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2.6. Género Candida

Nas ultimas décadas o aumento da incidéncia de infec¢des fungicas
em humanos tem ocorrido no mundo (LASS-FLORL et al, 2009; NUCCI et al, 2013).
Inimeros fatores contribuem para esse aumento, dentre eles uso de medicamentos
imunossupressores, uso de antibiéticos de amplo espectro, procedimentos cirargicos
invasivos (HOLZHEIMER; DRALLE, 2002; KOJIC; DAROUICHE, 2004; LASS-
FLORL et al, 2009; SILVA et al, 2012). As infec¢des flingicas podem se manifestar
das mais variadas formas e afetar distintos locais do corpo. Os fungos podem causar
problemas na pele, mucosas, chegar a corrente sanguinea e atingir 6rgaos internos
(COLOMBO; GUIMARAES, 2003; RUPING et al, 2008; SILVA et al, 2012). As
infeccbes hematoldgicas causadas pelo género Candida, candidemia, apresentam
uma importante relevancia clinica. Esse tipo de infeccdo € comum em pacientes que
passam muito tempo internados em hospitais e passaram por procedimentos
invasivos e/ou fizeram uso de medicamentos imunossupressores (COLOMBO et al,
2006; COLOMBO; GUIMARAES, 2003; NUCCI et al, 2010).

Juntamente com espécies do género Aspergillus, o género Candida
se destaca como um dos mais importantes nas infeccfes fungicas invasivas
(RUPING et al, 2008). Colombo e Guimaraes (2003) afirmam que o género Candida
€ responsavel por aproximadamente 80% dos casos de infeccBes fungicas em
ambiente hospitalar. Normalmente o género Candida € encontrado vivendo como
organismo comensal, participando da microbiota humana. Candida spp podem ser
encontrados colonizando a cavidade oral, trato gastrointestinal, anus, vagina e vulva
de individuos saudaveis (SOLL, 2002). Porém, caso haja alguma alteracdo no
sistema imunol6gico, esses microrganismos podem vir a causar doencas, desde
manifestacbes cutdneas e nas mucosas, até problemas mais graves quando estes
se manifestam no sangue e atingem 6rgéos vitais (COLOMBO; GUIMARAES, 2003).

Pessoas que apresentam as barreiras mucosas e cutaneas
comprometidas, como queimados ou aqueles que passaram por procedimentos
meédicos invasivos, imunocomprometidos (cancer, Aids, transplantados) e
prematuros, integram o grupo mais propenso a desenvolver doengas causadas pelo
género Candida (COLOMBO; GUIMARAES, 2003; NUCCI et al, 2010; PFALLER;
DIEKEMA, 2007).
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Determinadas espécies do género Candida apresentam um grande
namero de fatores de viruléncia como formacédo de hifas, tigmotropismo, adeséo,
proteinas “heat shock”, formacédo de biofilme, producdo de enzimas hidroliticas, os
quais se fazem importantes para a sua patogenicidade, e faz com que esse género
esteja entre os fungos de maior importancia médica (O'DONNELL et al, 2015).

O género Candida conta com aproximadamente 150 espécies,
porém de todas elas, 15 ja foram isoladas de pacientes e provocam infeccéo:
Candida albicans, Complexo glabrata, Candida tropicalis, Complexo parapsilosis,
Candida krusei, Candida guilliermondii, Candida lusitaniae, Candida dubliniensis,
Candida pelliculosa, Candida kefyr, Candida lipolytica, Candida famata, Candida
inconspicua, Candida rugosa, e Candida norvegensis (YAPAR, 2014).

De todas as espécies listadas acima, C. albicans é a mais
representativa tanto em pacientes saudaveis quanto naqueles doentes (SILVA et al,
2012; YAPAR, 2014). Nos ultimos anos estudos demonstraram que as infec¢des por
espécies nao-albcans tem aumentado significativamente (COLOMBO et al 2007,
SILVA et al, 2012). Juntamente com C. albicans; C. glabrata, C. parapsilosis, C.
tropicalis e C. krusei sdo as espécies mais comumente isoladas de pacientes (SILVA
et al, 2012; YAPAR, 2014).

Colombo e colaboradores (2006) publicaram um estudo no qual
apresentam o resultado de uma pesquisa realizada no Brasil de marco de 2003 a
dezembro de 2004. A partir dos dados encontrados nesse estudo, foi possivel
verificar a incidéncia das espécies de Candida em 719 casos de candidemia
registrados no pais. C. albicans foi a espécie prevalente, seguida de C. tropicalis, C.
parapsilosis, C. pelliculosa, C. glabrata, C. guilliermondii, C. ohmeri, C. krusei, C.
lusitaniae, C. lipolytica, C. zeylanoides. A frequéncia com que cada espécie nao-
albicans é isolada varia muito em decorréncia do ambiente, regido geogréafica e
idade e estado fisico do paciente (COLOMBO et al, 2007).

Nucci e colaboradores (2013) realizaram um estudo epidemiol6gico
na América Latina para avaliar a incidéncia de candidemia. Para isso 0s
pesquisadores avaliaram amostras que foram obtidas em 7 diferentes paises da
Ameérica Latina. Ao final, os pesquisadores concluiram que a espécie com maior

incidéncia foi C. albicans, seguida de C. parapsilosis e C. tropicalis.
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2.7. Candida albicans

Candida albicans é um dos constituintes da microbiota humana,
encontrado principalmente nas mucosas oral, vaginal e gastrointestinal, e na pele
(BERMAN, 2006; MAYER; WILSON; HUBE, 2013; MCMANUS; COLEMAN, 2014,
POULAIN, 2013, SORGO et al, 2013).

C. albicans € um fungo dimérfico apresentando-se em diferentes
arranjos morfolégicos de acordo com as condicdes ambientais, podendo ser
encontradas como levedura, pseudohifa e hifa verdadeira (MCMANUS; COLEMAN,
2014; SUDBERY; GOW; BERMAN, 2004). Além disso as col6nias podem aparecer
com caracteristicas diferentes em um evento epigenético conhecido como
“switching” fenotipico (SUDBERY; GOW; BERMAN, 2004). As diferencas
morfoldégicas muitas vezes sdo ocasionadas pelas diferencas nas condicbes
ambientais a que este fungo é submetido: em condicfes de pH e temperatura baixos
geralmente cresce na forma de levedura, pH neutro e temperatura de 37°C promove
o crescimento na forma de hifas, e quando encontra-se em temperatura e pH
intermediario pode ocorrer o crescimento na forma de pseudohifas (BERMAN,
2006). As alterac6es morfoldgicas tem papel fundamental durante a infeccéo, sendo
gue nesta espécie as formas filamentosas sdo essenciais para a invasao e
colonizacédo de diferentes tecidos e 6rgaos (SUDBERY; GOW; BERMAN, 2014).

Uma importante caracteristica de C. albicans é a sua versatilidade
em se adaptar nos mais diversos sitios anatdémicos, o que lhe da a vantagem de se
adequar a diferentes pressdes ambientais (CALDERONE; FONZI, 2001). Tal
caracteristica coloca a C. albicans a frente de outros microrganismos comensais,
muitos dos quais tem especificidade por colonizar determinado local, na capacidade
de provocar doenca (CALDERONE; FONZI, 2001).

C. albicans é o fungo de maior prevaléncia no ser humano, como ja
citado, esta espécie vive como comensal em diferentes locais do organismo de
pessoas saudaveis, porém ele atua como organismo oportunista, caso ocorram
alteracbes no sistema imunolégico pode vir a causar doenca. Em
imunocomprometidos, os pacientes de riscos para infec¢cdes por C. albicans, este
fungo pode atingir a corrente sanguinea, causar infeccoes e até mesmo levar o
paciente a morte (POULAIN, 2013; SORGO et al, 2013). Os mecanismos que C.

albicans utiliza para colonizar e causar doenca no seu hospedeiro séo variados. Este
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fungo faz uso de moléculas que auxiliardo nos reconhecimento do hospedeiro, como
por exemplo as adesinas, moléculas que atuam na morfogénese, para assim se
adaptar melhor a determinado sitio de infeccao, “switching” fenotipico e secrecéo de
proteases e fosfolipases (CALDERONE; FONZI, 2001; MAYER, WILSON, HUBE,
2013).

Estudos epidemiologicos destacam o predominio de isolados de C.
albicans. Parmeland e colabores (2013) realizaram um estudo verificando amostras
retiradas de pacientes com candidemia em um hospital de Lyon. Ao todo os
pesquisadores trabalharam com amostras colhidas em um periodo de 24 meses, e
puderam verificar a prevaléncia de C. albicans nos isolados. Além disso compararam
os dados obtidos com um estudo realizado no mesmo hospital em um periodo de 10
anos, encontrando o mesmo perfil de incidéncia das espécies do género Candida,
com C. albicans sendo isolada em maior frequéncia dos pacientes com candidemia.
Estudo realizado por Wille e colaboradores (2013) por um periodo de 11 anos em
um hospital no Brasil também mostrou a prevaléncia de isolados de C. albicans
frente as outras espécies do género Candida nos casos de candidemia.

2.8. Candida tropicalis

Candida tropicalis foi primeiramente isolada em 1910, e foi
denominada Oidium tropicale, e a partir disso, varias outras denominacdes foram
atribuidas a esta espécie (NEGRI et al, 2012). Apenas em 1923, Berkhout aplicou o
nome C. tropicalis a este fungo (LARONE, 2002).

C. tropicalis pode se apresentar nas formas de blastoconideo,
pseudohifa e dependendo das condi¢cdes pode formar hifas verdadeiras (NEGRI et
al, 2012; YOSHIO; KOUJI, 2006).

C. tropicalis € um patégeno humano oportunista que geralmente
isolado da pele, tratos gastrointestinal e urinario e pode também ser encontrado no
trato respiratério (BASU et al, 2003; BIASOLI et al, 2002; OKSUZ et al, 2007).
Juntamente com C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis e C. tropicalis
correspondem a cerca de 95% dos casos de infec¢des pelo género Candida (SILVA
et al, 2012). C. tropicalis € mais comumente isolado de infecgbes em pacientes com
neutropenia e cancer (COLOMBO et al, 2007).
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Estudos epidemioldgicos colocam C. tropicalis como a segunda ou
terceira espécie isolada de casos de casos de candidemia nas regides
tropicais(COLOMBO et al., 2007; KAUFFMAN et al, 2000; MIRANDA et al, 2009;
NEGRI et al, 2012).

Alguns estudos epidemiologicos colocam a C. tropicalis a frente de
outras espécies nao-albicans e da propria C. albicans em casos de mortalidade
(COLOMBO et al.,, 2007; EGGIMANN et al., 2003; KONTOYIANNIS et al., 2001;
KRCMERY, 1999a). Tal fator pode ser explicado devido a essa espécie apresentar
diversos fatores de viruléncia como formacdo de biofilme, secrecdo de proteinas,
dimorfismo, além de apresentar certa resisténcia aos antibidticos comumente
utilizados, como o fluconazol (KRCMERY, 1999b; NEGRI et al, 2012, MYOKEN et al,
2004; TORTORANO et al, 2003; YANG et al, 2004).

2.9. Candida parapsilosis

C. parapsilosis esta presente como organismo comensal humano,
sendo, isolado principalmente das maos, mais comumente do espaco subungueal
(BONASSOLI; BERTOLI; SVIDZINSKI, 2005; TROFA; MCGINLEY; LARSON;
LEYDEN, 1988). A C. parapsilosis ndo € encontrada apenas em humanos, sendo
também isolada do solo, ambiente marinho, insetos e animais domeésticos
(FIGUEIREDO et al, 2007; WEEMS, 1992).

Durante muito tempo Candida parapsilosis foi classificada em trés
grupos (I, 1l e 1), devido a diversos estudos mostrarem diferencas genéticas como
por exemplo nas sequéncias de DNA codificadoras de ribossomos (LIN et al, 1995) e
sequéncia do gene da DNA topoisomerase Il (KATO et al, 2011).

Porém, Tavanti e colaboradores (2005) realizaram andlises
utiizando a técnica de MLST com cepas de C. parapsilosis dos até entdo
reconhecidos grupos I, Il e Ill. Os resultados obtidos, mostraram diferencas
genotipicas muito grandes entre os membros dos trés grupos, diferencas tais que ja
vinham sendo ressaltadas por estudos anteriores. Tamanha diversidade genotipica
fez com que esse autor designasse duas novas espécies além de C. parapsilosis,

sendo elas C. orthopsilosis e C. metapsilosis, em substituicdo aos grupos Il e 11l
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Desde que os membros do Complexo parapsilosis foram divididos
em 3 espécies distintas, alguns estudos vem sendo realizados com o objetivo de
buscar diferencas nos mecanismos de viruléncia e patogenicidade das mesmas.

Estudo realizado por Bertini e colaboradores (2013), buscou estudar
as propriedades adesivas e a patogenicidade em C. parapsilosis, C. orthopsilosis e
C. metapsilosis. Nos testes realizados nos trabalhos utilizando células do epitélio
bucal humano, foi possivel observar uma menor capacidade de adesao da espécie
C. metapsilosis quando comparadas com C. parapsilosis e C. orthopsilosis, as quais
mostraram a habilidade de ades&o similar. Nos testes simulando uma colonizacao
do epitélio vaginal, verificou-se uma menor carga fungica no local de C. metapsilosis.
Bertini e colaboradores (2013) puderam mostrar com seus resultados que C.
metapsilosis apresenta um potencial de viruléncia menor do que C. parasislosis e C.
orthopsilosis, as quais apresentaram comportamento semelhante nos testes
realizados.

Estudo realizado por Constante e colaboradores (2014) analisaram
93 isolados clinicos, os quais foram colhidos em hospitais de diferentes locais do
Brasil, em coletas realizadas de 2004-2010. Os pesquisadores verificaram que
desses isolados a grande maioria era representada por individuos da espécie C.
parapsilosis (~80%), seguido por C. orthopsilosis e depois por C. metapsilosis.
Também verificou-se através do historico médico dos pacientes que apresentavam
infeccdo por C. orthopsilosis que 0s mesmos, em sua maioria, eram
imunocomprometidos, 0 que faz com que os pesquisadores do estudo sugerissem
gue essa espécie € menos virulenta que a C. parapsilosis.

Toro e colaboradores (2011) estudaram 122 isolados clinicos de
hospitais do sul da Espanha pertencentes ao Complexo parapsilosis. Verificaram a
prevaléncia de C. parapsilosis. No mesmo estudo eles analisaram a capacidade de
formacao de biofilme dos isolados. Mais da metade dos isolados identificados como
C. parapsilosis apresentaram resultados positivos nos testes de formagao de
biofilme, enquanto os isolados pertencentes as espécies C. orthopsilosis e C.
metapsilosis n&o apresentaram nenhuma amostra positiva para a formacdo de
biofilme.

Estudos indicam que cerca de 1-10% dos casos de infecgéo

anteriormente atribuidos a espécie C. parapsilosis foram na verdade causados por
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individuos pertencentes as espécies C. orthopsilosis e C. metapsilosis. (LOCKHART
et al, 2008; SILVA et al, 2009; TAVANTI et al, 2005).

O aumento no numero de casos de infeccdes causadas por C.
parapsilosis esta ligado a diversos fatores de risco como uso de cateter, materiais
prostéticos, alimentacdo parenteral, quimioterapia (SILVA et al, 2012). C.
parapsilosis € isolada comumente de pacientes neonatos, imunocomprometidos
como agueles que receberam transplantes de Orgdo e aqueles que recebem
alimentacéo parenteral (TROFA et al, 2008). Diferentemente das doencas invasivas
causadas por C. albicans e C. tropicalis que necessitam de uma colonizagcao prévia,
aguelas que sao causadas por C. parapsilosis ndo necessitam desta colonizacao
prévia, e sao transmitidas geralmente por fontes externas como dispositivos
meédicos, dispositivos prostéticos, maos de trabalhadores das unidades de saude, e
cateteres (TROFA et al, 2008).

2.9.1 Candida glabrata

Candida glabrata € um fungo pertencente ao género Candida,
porém, previamente quando foi descoberto foi classificada como pertencente ao
género Torulopsis, tal classificacdo foi feita de acordo com a auséncia de
pseudohifas. Porém no ano de 1978, foi considerado que a producao de hifas nédo
era um fator de distingdo para organismos pertencentes ao género Candida, e
sugerindo-se portanto que Torulopsis glabrata fosse classificado dentro do género
Candida (FIDEL; VAZQUEZ; SOBEL, 1999; RODRIGUES; SILVA; HENRIQUES,
2014).

C. glabrata ndo apresenta dimorfismo, apresentando-se apenas na
forma de blastoconideo, sendo a Unica espécie do género Candida que nao forma
pseudohifa a 37°C (FIDEL; VAZQUEZ; SOBEL, 1999; KAUR, et al, 2005). Porém
estudo realizado por Csank e Haynes (2000), mostou que a C. glabrata pode
apresentar crescimento como pseudohifa quando mantida em meio com privagéo de
nitrogénio tanto a 30° como a 37°C.

Como ja mencionado C. glabrata ndo apresenta a capacidade de
formacdo de hifas, além disso também perderam a capacidade de secretar
proteases (KAUR et al, 2005).
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Durante muitos anos C. glabrata foi considerado um microrganismo
ndo patogénico, porém, com 0 avanco do uso de antibibticoterapia de amplo
espectro e do uso de terapias imunossupressoras, foi observado aumento no
namero de casos de infec¢des causadas por este fungo (HAJJEH et al, 2004).

C. glabrata tem a capacidade de colonizar de forma comensal a
boca, o esbdfago, intestino e a mucosa vaginal, porém, pouco dessa intera¢cdo com o
hospedeiro é conhecida (ROETZER; GABALDON; CHULLER, 2011).

C. glabrata € isolada com maior frequéncia em adultos do que em
criangas, e sua frequéncia é baixa em neonatos (KRCMERY; BARNES, 2002;
KRCMERY, 1999a).

Khatib e colaboradores (2016), investigaram casos de infeccdes
causadas por organismos do género Candida e encontraram uma prevaléncia da
espécie C. glabrata isolados de pacientes com diabetes e de pacientes com fontes
abdominais de infec¢des, principalmente gastricas e duodenais.

Colombo e colaboradores (2007) realizaram um estudo
epidemioldgico sobre candidemia em hospitais no Brasil. Neste estudo eles
analisaram mais de 4300 casos de infeccdo sanguinea, sendo que do total, cerca de
7% eram causados por organismos pertencentes ao género Candida. Além disso,
também verificaram neste estudo que existe diferenca na prevaléncia da espécie do
género Candida entre hospitais publicos e privados. Os autores apresentaram dados
que revelam que depois de C. albicans, que é o agente principal de candidemia e o
mais isolado tanto em hospitais publicos quanto privados, existe prevaléncia de
Candida parapsilosis nos isolados sanguineos de pacientes internados em hospitais
publicos, ao passo que hospitais privados C. glabrata é encontrada com maior
frequéncia. Em hospitais privados além da maior frequéncia de isolados de C.
glabrata em hospitais privados, os autores verificaram que a maioria dos isolados
apresentavam resisténcia ao fluconazol, que é o medicamento de escolha para o
tratamento inicial.

Pouco se sabe sobre a aquisicdo e subsequente desenvolvimento
de infec¢cbes nasocomiais causadas por C. glabrata. Este fungo esta presente na
microbiota humana, além disso estudos demonstram que ambiente contaminado e o
transporte através das maos de trabalhadores hospitalares podem ser fontes de
transmissao de C. glabrata (ISEMBERG et al, 1989; VAZQUEZ et al, 2003).



32

2.9.2 Candida guilliermondii

C. guilliermondii foi primeiramente descrita por Castellani em 1912, a
cepa era oriunda de um paciente com broncomicose no Sri Lanka (CASTELLANI,
1912).

C. guilliermondii é uma levedura aerébica que ndo consegue crescer
em condi¢cdes de anaerobiose estrita (PAPON et al, 2013). Diferente de C. albicans,
C. guilliermondii é incapaz de produzir hifas verdadeiras, porém sobre certas
condi¢cdes como falta de nitrogénio ou carbono no meio, este fungo pode produzir
pseudohifas (KOEHLER et al, 1999).

Assim como observado em outras espécies do género Candida, C.
guilliermondii também é capaz de sofrer “switching” fenotipico. Lastauskiene e
colaboradores (2015) pesquisaram a ocorréncia “switching” fenotipico em C.
guilliermondii e se tal caracteristica confere maior resisténcia a antifungicos, como
ocorre em outras espécies do género Candida. Os pesquisadores descobriram que
C. guilliermondii € capaz de sofrer “switching” fenotipico, com suas colénias se
diferenciando em brancas e marrom escura. Quanto a resisténcia antifungica eles
verificaram que as cepas que sofriam “switching” apresentavam maior resisténcia a
anfotericina B e acido acetico.

Esta espécie esta inserida em um complexo espécies geneticamente
heterogénio, mas fenotipicamente indistinguivel composto por C. guilliermondii, C.
fermentati, C. carpophila e C. xestobii, e conhecido como C. guilliermondii Complexo
(CHEN et al, 2013; CHENG et al, 2016).

C. guilliermondii € um fungo ubiquo que pode ser isolado no solo, na
agua do mar, em plantas, insetos e como comensal na pele e mucosas humana
(CHEN et al, 2013).

A taxa de ocorréncia de infecgbes causadas por C. guilliermondii
flutua entre 1-3% dependendo da regido geografica (PFALLER et al, 2006;
PFALLER et al, 2012). Apesar da baixa incidéncia de infeccbes causadas por C.
guilliermondii, a taxa de cepas resistentes a antifingicos nessa espécie € alta
gquando comparadas com outras do género Candida (ARENDRUP, 2010; BEYDA;
LEWIS; GAREY, 2012; PFALLER et al, 2006). Estudos ja apontam cepas resistentes
a diferentes classes de antifungicos, como azois e equinocardinas (PAPON et al,
2013; PFALLER et al, 2006; SAVINI et al, 2010).
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E um fungo oportunista que afeta pacientes imunocomprometidos,
que é isolado em com maior frequéncia em pacientes com céancer do que no
restante da populacdo hospitalar (CHEN et al, 2013; GIRMENIA et al., 2006;
PFALLER et al, 2006; SAVINI et al, 2010).

As manifestacfes clinicas que podem estar associadas com C.
guilliermondii sdo varias como: lesbes de pele, onicomicose crbnica, candidiase
vaginal recorrente, candiduria silenciosa, periodontite, osteomielite aguda, artrite
séptica, endocardite, candidemia, candidiase disseminada com falha de mdultiplos
orgaos (PAPON et al, 2013).

Além das caracteristicas ja citadas, C. guillermondii também &
explorada no campo biotecnoldgico, na producéo de riboflavina e outros compostos,
além de isolados também terem sido identificados com potencial para controle
biolégico contra outros fungos que deterioram alimentos durante sua estocagem
(PAPON et al, 2013).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a eficiéncia de Tenebrio molitor como alternativa nos testes

para analise da viruléncia de diferentes espécies pertencentes ao género Candida.

3.2 Objetivos especificos

e Avaliar o padréo de viruléncia das diferentes espécies pertencentes ao género

Candida no modelo alternativo T. molitor.

e Analisar o comportamento do modelo T. molitor diante de diferentes
concentracfes fangicas, e verificar se 0 mesmo apresenta um padréo de

dose-dependéncia.

e Comparar os resultados de T. molitor com G. mellonella submetidas aos

mesmos procedimentos experimentais.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

Os resultados e discussdes deste trabalho serdo apresentados, assim como a

metodologia, na forma de artigo.
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RESUMO

O uso de modelos invertebrados tem sido bastante explorado nas pesquisas
cientificas de um modo geral. As implicacbes éticas que sdo impostas sobre os
modelos classicos estdo entre os principais motivos que propulsionaram os estudos
utilizando modelos invertebrados. A presenca de um sistema imune inato, que
apresenta vias evolutivamente conservadas com outras classes animais, baixo
custo, facil manipulacdo e armazenamento sdo apenas algumas das vantagens de
se utilizar tais modelos na pesquisa cientifica. O ramo da ciéncia que estuda
viruléncia e patogenicidade dos microrganismos tem tomado proveito das vantagens
dos modelos invertebrados e com isso ampliado o uso dos mesmos, com estudos ja
publicados utilizando diferentes microrganismos, muitos deles de grande relevancia
clinica. Além disso, estudos atuais vém demonstrando a aplicabilidade desses
modelos na triagem de compostos antimicrobianos. Nesta revisdo vamos fazer um
levantamento das pesquisas relacionadas ao uso dos modelos invertebrados
Drosophila  melanogaster,  Caenorhabditis elegans, Galleria  mellonella,
Acanthaboeba castellanii, Tenebrio molitor e Bombyx mori no estudo de infeccdes
fungicas, abordando algumas caracteristicas dos modelos, como estrutura geral e
aspectos imunolégicos, além de levantamento de estudos ja publicados que

mostram a resposta dos mesmos frente a diversas infec¢des fangicas.

Palavras-chave: Infec¢Bes fungicas, modelos alternativos, imunologia.



54

1. INTRODUCAO

Os fungos séo organismos que apresentam uma ampla variedade de
mecanismos de viruléncia contra seus hospedeiros. Tal versatilidade reflete na
importancia de se buscar ferramentas para o estudo dessa relacdo parasito-
hospedeiro (CHAMILOS et al, 2007).

Modelos invertebrados vém sendo usados ha alguns anos para o
estudo da relacdo parasito-hospedeiro. As vantagens em se utilizar destes modelos
sdo muitas. Diferentemente dos modelos tradicionais que s&o submetidos a comités
de ética para a aprovacdo de seu uso, os modelos invertebrados podem ser
utilizados sem estarem sujeitos a tais regulamentacdes. Além disso, os estudos em
larga escala em modelos invertebrados sdo mais viaveis, visto que tais modelos se
reproduzem em maior quantidade, sdo mais faceis de armazenar e de manipular,
além de serem mais baratos do que os modelos tradicionais. Outra vantagem
desses modelos € seu potencial para o estudo dos mecanismos da imunidade inata
dos mesmos frente a desafios com patégenos, visto que tais mecanismos sao
conservados evolutivamente entre invertebrados e mamiferos (LEMAITRE et al
1996; CHAMILOS et al, 2007; STEENBERGEN et al 2003; BEUTLER, 2004;
LECLERC et al, 2004; CHAMILOS et al 2008).

Aliando as vantagens apresentadas pelos modelos invertebrados e a
fim de ampliar a disponibilidade de modelos para o estudo da interacdo patdégeno-
hospedeiro, nas ultimas décadas pesquisadores vém desenvolvendo estudos que
mostram o potencial de tais organismos para pesquisas relacionadas a interacao
parasito hospedeiro. Tais trabalhos mostram que varias espécies fangicas séo
capazes de infectar e causar a morte de uma variedade de modelos invertebrados,
como € o caso da Drosophila melanogaster, Caenorhabditis elegans e Galleria
mellonella (LEMAITRE et al 1996, LEMAITRE et al 1997, MYLONAKIS et al 2002,
MYLONAKIS et al 2003, STEENBERGEN et al 2003, APIDIANAKIS et al 2004,
ALARCO et al, 2004, CHAMILOS et al 2007).

O estudo da resposta imune humoral em insetos, ganhou forga na
década de 1980 com o isolamento de dois grupos de peptideos antimicrobianos

induziveis (AMPs) da pupa de Hyalophora cecropia desafiada com bactéria
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(STEINER, et al, 1981) Estudos posteriores, apresentaram mais grupos de
peptideos antimicrobianos (FERRANDON et al 2007).

A primeira linha de defesa dos modelos invertebrados é a barreira
epitelial, que muitas vezes é reforcada por camadas de quitina e baixo pH. Quando
esta barreira € rompida, e ocorre a invasdo dos microrganismos, respostas imunes
celulares e humorais sé&o rapidamente acionadas, mecanismo semelhante ao
encontrado em mamiferos (GILLESPIE; KANOST, 1997; LECLERC et al 2004;
TZOU et al 2002; HOFFMANN, et al 2002; BRENNAN et al 2004; CHAMILOS et al
2007,).

Os insetos possuem somente imunidade inata e a trajetéria da
defesa imunologica € moldada por um processo constituido de duas fases.
Imediatamente apdés o contato com o0s patdégenos ocorre a ativacdo da cascata
proteolitica na hemolinfa (que leva a melanizagdo dos microrganismos invasores) e
as respostas celulares (FERRANDON et al 2007; JOHNSTON; MAKAROVA,;
ROLFF, 2014). A fase subsequente é caracterizada pela defesa induzivel que
envolve a producdo de AMPs que eliminam ou suprimem 0S microrganismos
remanescentes (JOHNSTON; MAKAROVA; ROLFF, 2014).

Dadas as vantagens citadas acima do uso de modelos invertebrados
para o estudo de diversos fendbmenos bioldgicos, principalmente no estudo da
patogenia microbiana, a presente revisdo tem como objetivo reunir informacdes
gerais dos modelos invertebrados mais utilizados na atualidade e apresentar 0s
principais estudos que fazem uso de tais modelos para a investigacao de infecgoes
fungicas. Os modelos escolhidos para o trabalho foram: Drosophila melanogaster,
Caenorhabditis elegans, Galleria mellonella, Acanthaboeba castellanii, Tenebrio
molitor e Bombyx mori. Sera dado enfoque nas pesquisas envolvendo os fungos dos
géneros Cryptococcus, Candida e Aspergillus para os trés primeiros hospedeiro

invertebrados, uma vez que esses modelos sdo 0s mais extensivamente estudados.

Drosophila melanogaster

Um modelo invertebrado utilizado para os estudos de relacdo
parasito-hospedeiro € Drosophila melanogaster. As variedades de ferramentas de
gendmica, incluindo microarranjos completos do genoma e bibliotecas de

interferéncia de RNA fazem que esse modelo seja aplicavel nos estudos parasito-
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hospedeiro, principalmente no que se diz respeito ao uso de tais informacgdes
genéticas disponiveis para a identificacdo de genes relacionados ao sistema
imunologico. (DE GREGORIO et al 2001; TAUSZIG et al, 2000; MYLONAKIS et al
2007)

D. melanogaster ndo possui sistema imune adaptativo, porém
apresenta resposta imune inata similar & de mamiferos (HOFFMAN et al, 1999;
ALARCO et al, 2004). Quando esse género € desafiado por um patdgeno, é ativada
a via de sinalizacao Toll evolutivamente conservada, que leva uma resposta rapida
com a liberacdo de peptideos antimicrobianos na hemolinfa do inseto (LEMAITRE et
al, 1997; ZANETTE et al 2013)

A sintese de peptideos antimicrobianos (AMPs) pelo corpo
gorduroso, induzida pelo desafio contra patégenos em D. melanogaster, é a
caracteristica marcante da defesa contra microrganismos neste inseto.
(FERRANDON et al 2007). Estudos genéticos dos AMPs de D. melanogaster,
mostraram que a expressdo dos genes de AMP dependem de dois membros do
fator nuclear k-B (NF-kB) familia de transativadores induziveis: DIF (Dorsal-Related
Immunityfactor) e Relish, sendo que o primeiro é preferencialmente ativado frente a
infeccdes fungicas e de bactérias Gram-positivas e o0 segundo em infeccbes
causadas por bactérias Gram-negativas. (TZOU et al., 2002; FERRANDON et al.,
2007).

A ativacdo do DIF e Relish ocorre através de duas cascatas de
sinalizacao distintas, a do Toll e a imuno deficiente (IMD), respectivamente (Lemaitre
et al., 2007; Ferrandon et al., 2007). Essas vias apresentam muita similaridade com
Toll Like Receptors (TLR) e Fator de Necrose Tumoral (TNF) de vertebrados,
sugerindo uma raiz evolucionaria comum (ZAIDMAN-REMY et al, 2006).

D. melanogaster € capaz de montar uma resposta eficiente contra
invasdes fungicas ativando a via Toll conservada evolutivamente. Quando o inseto €
desafiado por fungos, a ativacdo da via de Toll leva a rapida e seletiva introducéo de
peptideos antimicrobianos, geralmente drosomicina (Drs) e Metchnikowin (Mtk),
dentro da hemolinfa e leva D. melanogaster a combater com sucesso a maioria das
infeccdes fungicas. (LEMAITRE et al., 1996; ALARCO et al., 2004; LEMAITRE et al.,
2007; CHAMILOS et al., 2008,)

As moscas selvagens séo resistentes a infecgbes por varias

espécies fungicas. Estudo realizado por Chamilos e colaboradores (2006) mostrou
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gue exemplares selvagens de D. melanogaster sédo resistentes a infec¢des por C.
albicans, mesmo aumentando a concentracdo do inéculo. Como mencionado
anteriormente, a via de sinalizacdo Toll esta diretamente ligada a resposta contra
fungos em D. melanogaster. Estudos mostraram que moscas mutantes para essa via
de sinalizacdo eram sensiveis a infec¢des fungicas, e que o nivel de sensibilidade é
indculo dependente (ALARCO et al., 2004; LIONAKIS et al 2005; CHAMILOS et al,
2006; CHAMILOS et al, 2008), dessa forma, tais mutantes sao utilizados para o
estudo de infec¢Bes fungicas em D. melanogaster.

Zanette e colaboradores (2013) usaram D. melanogaster como
modelo para estudar a pitiose, doenga previamente restrita a plantas, mas que tem
sido relatada em animais e nos seres humanos, cujo agente causador € o
zigomiceto Pythium insidiosum. Neste estudo eles utilizaram moscas Toll mutantes,
e como resultado verificaram que as mesmas eram mais susceptiveis ao patdégeno
do que as selvagens, com isso mostraram a importancia da via de sinalizacdo de
Toll. Além disso, eles investigaram dados prévios da literatura que indicavam que o
ferro tem papel importante na pitose. Para isso eles acrescentaram ferro na
alimentagcdo dessas moscas, e obtiveram resultados mostrando que as moscas
selvagens permaneceram resistentes a infecgdo e que as Toll-deficientes né&o
apresentaram aumento na mortalidade.

Alarco e colaboradores (2004) mostraram em seus estudos que a
levedura Candida albicans pode infectar D. melanogaster. Usando uma cepa de C.
albicans marcada com florescéncia, eles observaram que uma hora apés a
inoculacao, era possivel observar o fungo ao redor do local da injecao. Em algumas
moscas, foi possivel observar que C. albicans infectou tecidos vizinhos ao local da
injecdo, levando em alguns casos na multiplicacdo do fungo em toda a cavidade
corporea de D. melanogaster. Os dados do estudo ainda mostraram que C. albicans
se alastra em D. melanogaster principalmente na forma de pseudohifa. O estudo
também mostrou que exemplares selvagens de D. melanogaster sao resistentes a
infecgdo com C. albicans SC5314, com um percentual de sobrevivéncia de 85%, 48h
pos-infecgcbes. Quando a C. albicans é reconhecida como patdgeno pela D.
melanogaster, ha a ativagcdo da via de sinalizagdo Toll, induzindo aumento nos
niveis de drosomicina.

Brunke e colaboradores (2015) realizaram um trabalho com o

objetivo de comparar os modelos utilizando D. melanogaster e o rato no estudo da
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viruléncia de cepas mutantes de Candida glabrata. Os autores avaliaram e
compararam o padrdo de morte das moscas infectadas com as diversas cepas e
avaliaram a carga fuangica em diferentes 6rgdos do rato, encontrando uma boa
relacdo entre os dois modelos. Com os resultados obtidos os autores demonstraram
gque D. melanogaster apresenta potencial para funcionar como modelo para
realizagdo de screening de microrganismos mutantes, e estimado quais delas
apresentou maior ou menor viruléncia no modelo vertebrado.

No trabalho realizado por Lionakis e colaboradores (2005), foi
verificada a eficiéncia do uso de D. melanogaster como modelo para o estudo de
aspergilose invasiva, e também foi testado a sua eficiéncia para testes de
antifingicos. Nos experimentos os autores testaram trés diferentes métodos de
inoculagcdo do fungo (injecdo, ingestdo, e rolamento), sendo que em todos foi
possivel observar a infeccdo da Drosophila Toll mutante. Quanto aos testes sobre a
eficiéncia de antifungicos (voriconazol e terbinafina), mostrou-se que as moscas que
se alimentaram de racdo acrescida desses dois antifungicos foram menos
susceptiveis a infeccdo do que o grupo controle, confirmando os resultados desses
antifingicos contra Aspergillus em testes in vitro e em outros modelos animais ja
realizados, comprovando o potencial do uso de D. melanogaster tanto para o estudo
de aspergilose invasiva, quanto para o estudo da eficacia das drogas antifungicas.

Chamilos e colaboradores (2006) verificaram em seu estudo que em
exemplares de moscas Toll mutantes, a injecdo de C. albicans resulta em infeccéo
aguda e baixa taxa de sobrevivéncia. Além disso, essa taxa de sobrevivéncia era
dose dependente, de acordo com a quantidade de in6culo usada. Pelo trato
intestinal ser considerado uma importante rota de entrada para Candida spp, testou-
se uma rota alternativa para a infecgcdo, mantendo D. melanogaster em frasco
contendo uma camada de Candida como alimento, porém as moscas tanto
selvagens quanto Toll mutantes foram resistentes a infeccdo. No estudo também foi
realizada a comparacdo da viruléncia de diferentes espécies de Candida em D.
melanogaster Toll mutantes. Isolados de C. albicans, C. krusei e C. parapsilosis
foram testados, sendo que o Ultimo apresentou maiores taxas de sobrevivéncia
guando comparados as outras duas espécies. Foram também utilizados mutantes de
C. albicans defectivos na filamentacdo e comprovadamente menos virulentos em
ratos. Os Toll mutantes infectados por essas cepas também apresentaram maior

taxa de sobrevivéncia do que os infectados com a cepa isogénica.
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Mesmo sendo de conhecimento que D. melanogaster selvagem
apresenta resisténcia a infec¢cdo por varios fungos, o estudo de Chamilos e
colaboradores (2008) com a utilizacdo de isolados clinicos de Zigomicetos,
demonstrou que mesmo as moscas selvagens, sado suscetiveis as infeccbes por
esporos desse fungo. Andlises histoldégicas sugerem que esse fungo se espalha
rapidamente através da hemolinfa da D. melanogaster, filamenta-se e invade outras
estruturas do corpo da mosca, causando infeccdo aguda e altas taxas de
mortalidade. Mesmo as moscas selvagens sendo suscetiveis a infeccdo por
Zigomicetos, e tendo uma taxa de morte elevada em 48h (~65%), ainda assim o0s
mesmos experimentos realizados utilizando as moscas deficientes na via Toll,
apresentam-se mais sensiveis a infeccao fungica, atingindo taxa de mortalidade em
48h de aproximadamente 95%. Esses resultados reafirmam a importancia da via Toll
na protecdo contra fungos. Para confirmar a importdncia dos peptideos
antimicrobianos na defesa, os pesquisadores utilizaram moscas transgénicas, que
expressavam constitutivamente o peptideo drosomicina, e verificaram que quando
esses insetos eram infectados com Zigomicetos eles eram menos sensiveis a
infeccéo do que os do grupo controle (CHAMILOS et al 2008).

D. melanogaster ja é estudada h& certo tempo, principalmente nos
campos da genética. Tais estudos deram mecanismos, € mostraram o potencial
desse modelo no estudo da interacdo patégeno-hospedeiro. Facil cultivo, baixo
custo, ferramentas genémicas a disposi¢ao, sdo apenas algumas das vantagens que
colocam D. melanogaster como modelo invertebrado a ser explorado. Algumas
desvantagens apresentadas por este modelo séo o pequeno tamanho e a faixa de
temperatura de trabalho que varia de 18-30° (DESALERMOS; FUCHS;
MYLONAKIS, 2012), limitando assim o estudo de alguns mecanismos de viruléncia

gue podem ser influenciados pela temperatura.

Caenorhabditis elegans

Caenorhabditis elegans € um nematddeo de vida livre, e devido a
esse comportamento encontra-se sempre em contato com muitoS microrganismos
presentes no ambiente (SIFRI et al., 2005). Para sobreviver em um ambiente no qual
constantemente se depara com microrganismos C. elegans desenvolveu diversos

mecanismos de defesa (SIFRI et al, 2005). Tal caracteristica despertou o interesse



60

no uso desses nematddeos para o estudo de patogenicidade bacteriana e fangica.
Estes estudos sao facilitados pelo modo de infeccdo neste organismo. A infeccao de
C. elegans pode ser realizada trocando-se a sua fonte alimentar tradicional
(Escherichia coli OP50) pelo microrganismo a que se quer estudar (MYLONAKIS et
al., 2002; SIFRI et al., 2005). Ja foi comprovado que mesmo C. elegans se
alimentando comumente de bactérias, quando Ihe é oferecido leveduras, o mesmo
consegue nutrir-se (Mylonakis et al.,, 2002). Espécies ndo patogénicas de
Crytococcus foram utilizadas com sucesso como alimento para o verme
(MYLONAKIS et al 2002).

Dentre os mecanismos de defesa contra patdogenos de C. elegans, a
epiderme, rica em colageno, apresenta-se como uma barreira para o0 ambiente com
papel crucial na defesa desse organismo contra patégenos (PUJOL et al 2008).
Rompida essa barreira o patdgeno adentra a hemocele do animal, atinge os tecidos
e instala-se a infecgéo.

C. elegans reage contra infeccdo ativando genes que codificam
mecanismos de defesa. Neste nematédeo o gene nlp-29, tem sua expressao
aumentada frente a uma infeccdo fangica. Tal gene é responséavel por codificar a
producdo de peptideos antimicrobianos (PUJOL et al 2008; FEKETE, 2008;
ZEIGLER 2009). Quando C. elegans € submetido a uma infec¢éo fangica observa-
se a regulacdo positiva de alguns genes peptidicos, 0os quais, em parte, tem sua
expressao controlada por uma proteina do nematédeo, ortéloga ao SARM humano,
o TIR1 (COUILLAULT et al, 2004). Aparentemente C. elegans ndo apresenta alguns
mecanismos de defesa presentes em outros invertebrados, como as vias Toll e Imd
e algumas ferramentas de defesa celular como a fagocitose (KURZ et al 2003;
COUILLAULT et al, 2004; FERRANDON et al 2007; CHAMILOS et al, 2008).

Varios estudos vém demonstrando resultados satisfatorios no uso de
C. elegans para interacédo de parasito hospedeiro. Estudo realizado por Mylonakis e
colaboradores (2002) mostrou que C. elegans pode ser morto por Cryptococcus
neoformans e que os mesmos fatores que contribuem com sua viruléncia em
mamiferos, como por exemplo, sua capsula polissacaridica, também esta envolvida
na viruléncia neste nematodeo.

Peleg e colaboradores (2008) estudaram a interagcdo de
microrganismos procariotos e eucariotos utilizando como modelo, C. elegans. Neste

estudo eles observaram que apés a co-infecgdo com Acinetobacter baumannii e
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Candida albicans, a bactéria atua inibindo a filamentagcdo do fungo, levando a
atenuacao da viruléncia do mesmo. Cruz e colaboradores (2012) também utilizaram
o nematddeo C. elegans como modelo para estudos de co-infec¢do. Esses autores
verificaram que ao co-infectar o C. elegans com a bactéria Enterococcus faecalis
com a levedura C. albicans, tais microrganismos colonizam o intestino do
nematddeo, porém a bactéria impede a filamentagdo da levedura (importante fator
de viruléncia) impedindo a morte do nematddeo.

C. elegans pode ser utilizado como modelo para o estudo da
patogénese de C. albicans. Estudos mostram que ao ser ingerido, C. albicans
coloniza o trato intestinal do nematdédeo, posteriormente, inicia-se o processo de
filamentacdo que leva a invasdo de tecidos com perfuracdo da cuticula de C.
elegans. Ainda utilizando C. elegans, € possivel comprovar a importancia da
filamentacdo na patogénese desse fungo, visto que ao se infectar o verme com
cepas mutantes de C. albicans cujo processo de filamentacéo é afetado, verifica-se
uma reducdo da viruléncia do fungo. Tais resultados salientam a importancia da
filamentacdo na viruléncia de Candida e ainda demonstra que tal processo, ja
descrito como sendo importante na infeccdo de modelos murinos se repete em C.
elegans. Quando comparado com outros modelos invertebrados ja utilizados para o
estudo da patogénese de microrganismos do género Candida, C. elegans apresenta
algumas vantagens. A transparéncia do corpo desse verme auxilia na observacao
das células fungicas em cada estagio de infeccdo, além disso, a formacéo de hifas
pode ser identificada facilmente com auxilio de microscopio. Assim como na
infeccdo humana por C. albicans, a porta de entrada para o microrganismo em C.
elegans também € o trato gastrointestinal (PUKKILA-WORLEY et al 2009). Huang e
colaboradores (2014) utlizaram C. elegans como ferramenta para estudar 0s
mecanismos de viruléncia do fungo dimorfico Penicillium marneffei, um fungo
oportunista que infecta pacientes imunocomprometidos. Os pesquisadores
verificaram que quando C. elegans ingere este fungo, tanto no meio liquido quanto
no solido, o verme morre. Ainda observaram que a cepa que produzia filamentagéo
e 0 pigmento vermelho era mais virulenta, mostrando assim que tais fatores podem
ser criticos para a viruléncia de P. marneffei.

C. elegans também foi testado como modelo para o estudo das
reagcbes da imunidade inata frente a um desafio com o patdgeno Histoplasma

capsulatum. Neste estudo os pesquisadores constataram que ao alimentar o verme
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com leveduras vivas a mortalidade do mesmo ultrapassa os 90 % em um periodo de
48-72 horas. O mesmo nao foi observado quando C. elegans foi alimentado com
leveduras mortas por temperatura, sendo que nessas condicdes 0s vermes
morreram em tal proporcdo depois de 10-14 dias. Quando comparada a taxa de
letalidade dos nematdédeos alimentados com uma cepa ndo virulenta de H.
capsulatum e uma cepa morta por temperatura a primeira leva os vermes a morte
com maior eficiéncia do que a ultima. Tais estudos realizados por Johnson e
colaboradores (2009) mostram o potencial do uso de C. elegans como modelo para

0 estudo das reagfes do sistema imune inato frente ao desafio por um patégeno.

Bombyx mori

O inseto Bombyx mori, popularmente conhecido como bicho da
seda, tem um potencial econdmico bastante explorado devido ao seu papel na
producado de seda. Além disso, na pesquisa cientifica, a utilizacdo deste invertebrado
tem sido bastante explorada nos campos genéticos e imunologicos (HOU et al,
2013).

Muitos estudos de patogenicidade microbiana tém sido realizado
utilizando B. mori como modelo alternativo. Concomitante a tais pesquisas, avangos
nos estudos de imunidade deste invertebrado também se fazem necessarios para o
entendimento dos seus mecanismos de defesa contra a invasdo microbiana.

Durante o processo de invasdo por microrganismos, a imunidade
inata tem papel fundamental como primeira linha de defesa. No inicio da infec¢édo
sao liberados pelo corpo gorduroso do inseto grandes quantidades de peptideos
antimicrobianos. Assim como em outros insetos, em B. mori, a expressdo da maioria
dos genes antimicrobianos é silenciada, sendo induzida quando o inseto € exposto a
uma infeccdo microbiana (MORISHIMA et al, 1997; CHENG et al 2007). Durante
esse processo os receptores Toll-like (TLRs) tem papel de inducdo da imunidade
inata e nas respostas inflamatérias. Em B. mori, Cheng e colaboradores (2007)
identificaram 11 supostos receptores relacionados com a via Toll e dois analogos.
Os mesmos pesquisadores verificaram por analises de microarranjo que, assim
como em Drosophila, os TLRs em B. mori podem tem atividade durante a
embriogénese, ja que verificaram uma alta expressao nos ovarios desse inseto.

Além da expresséo nos ovarios, no mesmo estudo verificou-se que os TLRs também
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sao expressos em grande quantidade no trato intestinal de B. mori, sugerindo assim
que esses receptores também atuam nos processos imunolégicos.

Como ja mencionado, os peptideos antimicrobianos tem um papel
importante na defesa contra microrganismos em VAarios organismos, e ndo é
diferente em B. mori. O peptideos antimicrobiano CM4, da familia das cecropinas e
encontrado em B. mori, jA teve sua atividade comprovada contra bactérias e
algumas células cancerigenas. Sua agao estad na capacidade desse composto em
formar poros ou canais de ions nas membranas celulares e com isso prejudicar a
homeostase celular (Zhang et al 2008). Zhang e colaboradores verificaram a agao
do CM4 contra Aspergillus niger. Esses autores verificaram que o fungo sofreu a
disrupcdo de suas membranas, notando-se a presenca de vacuolos, os conidios
passaram a apresentar morfologia irregular, o citoesqueleto foi destruido, ocorreu a
ligagdo do composto no DNA fungico e ocorreu um decréscimo da atividade
mitocondrial, quando utilizado a concentracdo minima inibitéria de CM4 (8uM).

Outro mecanismo de defesa contra microrganismos encontrado em
B. mori sdo os inibidores de proteinas, os quais sdo encontrados em grande
quantidade em sua hemolinfa. Eguchi e colaboradores (1994) verificaram que um
inibidor de proteinas com atividade contra fungos (FPI-F) se mostrou ativo contra
Beauveria bassiana e Aspergillus melleus. O estudo deste composto além de auxiliar
a elucidacdo dos mecanismos envolvidos no processo de defesa contra patégenos
de B. mori, também possibilita o surgimento de ferramentas para que estudos
futuros quanto a atividade desse composto, e sua a¢ao direta contra fungos.

A cecropina A é uma proteina expressada em varios tecidos de B.
mori, sendo que sua expressao sofre variacdo de acordo com o tecido e de acordo
com o estagio larval do inseto. Lu e colaboradores (2016) realizaram testes que
mostraram a alta atividade antifangica da cecropina A contra B. bassiana, impedindo
0 crescimento e o desenvolvimento do fungo.

B. mori apresenta em sua hemolinfa duas lipoproteinas de 30-kDa
(6G1 e 19G1), cuja sintese ocorre no corpo gorduroso do inseto. A lipoproteina 6G1
mostrou-se capaz de se ligar com glucanas de fungos invasores e assim disparar a
cascata da profenoloxidase durante o processo de defesa contra esse patdégeno
(UJITA et al 2014). Em estudo realizado por Ujita e colaboradores (2014), verificou-

se que além dos papéis descritos anteriormente da lipoproteina 6G1 no
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reconhecimento fungico e gatilho para cascata da profenoloxidade, ela também afeta
o processo de filamentacdo do fungo entomopatogénico Paecilomyces tenuipes.

Em estudo realizado por Hou e colaboradores mostrou que logo
apos a injecdo de conideos de B. bassiana em B. mori, observa-se um aumento na
expressdo de genes que codificam proteinas de armazenamento, as quais
apresentam importante papel durante o0 crescimento, desenvolvimento e
metamorfose por serem utilizadas como fonte de nutrientes. O aumento na
expressao desses genes pode estar ligado a tentativa de controlar a proliferacdo do
fungo no primeiro estagio de infeccdo. O gene codificador da Transferrina também
tem sua expressdo aumentada durante os primeiros estagios de infec¢do, a atuacéo
de tal composto também pode estar ligado a tentativa de inibir a proliferacdo do
microrganismo, afetando a expressdo génica de B. bassiana nas células
hospedeiras de B. mori.

Hanaoka e colaboradores (2008) confirmaram em seus estudos que
B. mori apresenta-se como modelo valido para “screen” de cepas mutantes de C.
albicans. No estudo realizado por este grupo, foram utilizadas cepas mutantes de C.
albicans nulas para genes que codificam fosfatase, os quais ja tinham apresentado
como avirulentos ou com viruléncia reduzida no modelo utilizando camundongos.
Quando as cepas foram utilizadas na infeccdo de B. mori, verificou-se 0 mesmo
comportamento que no modelo vertebrado, as cepas apresentaram-se com baixa ou
viruléncia nula, tal resultado reforca a idéia da utilizacdo de modelos invertebrados,
neste caso de B. mori, como metodologia de screen para testes de viruléncia de
microrganismos.

Matsumoto e colaboradores (2011) analisaram o potencial do uso de
B. mori para o estudo da eficicia de antifungicos contra Cryptococcus neoformans.
No estudo eles utilizaram diferentes classes de antifingicos encontrando resultados
condizentes com os previamente obtidos em modelos mamiferos. Tais resultados
mostram que o modelo invertebrado B. mori pode ser utilizado no estudo da
terapéutica das drogas antifingicas.

Assim como outros modelos invertebrados o B. mori apresentam
vantagens como: redugdo nos custos de manutencdo dos animais, facil
armazenamento e manipulacdo dos mesmos, uso de menor quantidade de drogas
no estudo devido ao tamanho reduzido. Outra caracteristica importante é que

diferente de outros modelos invertebrados ja padronizados, como D. melanogaster,
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por exemplo, o B. mori pode ser mantido a uma temperatura de até 37°C, fator
importante nos estudos de patogenicidade microbiana e na farmacocinética de
drogas (MATSUMOTO et al, 2011).

Galleria mellonella

G. mellonella é uma mariposa (Lepidoptera: Pyralidae) de tamanho
meédio, cujas larvas vivem em colméias, alimentando-se das ceras dos favos. O
inseto pode ser mantido a uma temperatura entre 25°C a 37°C, que o torna
adequado para estudar agentes patogénicos na temperatura do corpo humano (LI et
al., 2013). E uma vantagem em relacdo a D. melanogaster e C. elegans, que nio
toleram temperaturas tao altas, sobrevivendo apenas a temperatura ambiente
(DESALERMOS; FUCHS; MYLONAKIS, 2012). Nesses modelos, os fungos nao sao
estudados nas condicbes em que sao patogénicos para 0s humanos e essas
variacbes de temperatura podem afetar a expressao dos genes (FUCHS et al.,
2010).

O genoma de G. mellonella ainda ndo foi completamente
sequenciado (LIONAKIS, 2011). Entretanto, ja foram caracterizadas algumas das
sequéncias dos genes que transcrevem o0 aparato imunolégico da mariposa
(DUNPHY; THURSTON, 1990). Isso levou ao conhecimento de microarranjos de
genes e facilitou os estudos a respeito da sua resposta imunolégica inata e de seus
mecanismos antifungicos, além de possibilitar sua utilizacdo como modelo
alternativo.

A resposta imunoldgica dos insetos aos microrganismos envolve
uma mudanca na populacao de células circulantes e a sintese de novas proteinas
(MORTON; DUNPHY; CHADWICK, 1987). A publicagcdo mais atualizada a respeito
dos hemacitos de G. mellonella utilizou como parametro aspectos da morfologia,
tamanho e propriedades e revelou que a mariposa possui quatro classes de
hemacitos que sdo os esferuldcitos, oenocitoides, plasmatécitos e granulécitos (WU,
et al. 2016). Um estudo anterior apontou a existéncia de mais uma classe de
hemocitos, os prohemdcitos (STRAND; PECH, 1995). Essas células foram
classificadas como células embrionarias que, aparentemente podem ser

encontradas na hemolinfa e n&o foram identificadas na publicagcdo mais recente por
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estarem em constante diferenciacdo (WU, et al. 2016; YAMASHITA; IWABUCHI,
2001)

Os hemacitos dos insetos, em geral, estdo envolvidos na fagocitose
e formacdo de nddulos. No processo de fagocitose ocorre a endocitose dos
microrganismos que sao internalizados em uma vesicula (DUNN, 1986). A
fagocitose atua como mecanismo de defesa priméario contra um nimero pequeno de
microrganismos (RATCLIFFE; WALTERS, 1983). Quando ha& uma grande
concentracdo dos agentes patogénicos a fagocitose é aumentada e ocorre a
formacdo de nddulos onde as células do sistema imunolégico e os patdgenos
circulantes sao englobados em uma matriz extracelular (HOROHOV; DUNN, 1983;
RATCLIFFE; WALTERS, 1983). Esses agregados de células se aderem aos tecidos
e tornam-se melanizados (DUNN, 1986).

Os microrganismos fagocitados morrem através da acao das
espécies reativas de oxigénio secretadas dentro dos fagocitos. G. mellonella produz
proteinas homologas as proteinas produzidas pelos neutrofilos, a gp91phox,
p67phox, p47phox e a proteina rac 2 GTP-ligante, integrante dos mecanismos de
morte oxidativa (SLEPNEVA et al., 2003; BERGIN, 2006). Essa descoberta torna G.
mellonella um modelo ideal para o estudo dos mecanismos da imunidade inata.
Esse modelo, diferentemente dos modelos invertebrados com tamanho muito
reduzido, permite a utilizacdo da hemolinfa nos ensaios, uma vez que € possivel
calcular a densidade dos hemacitos na hemolinfa e realizar o ensaio de fagocitose in
vivo (GOMEZ-LOPEZ, 2014; MESA-ARANGO et al., 2013; SCORZONI et al., 2013).

Um fator envolvido na imunidade dos insetos € a cascata
profenoloxidase. Ela induz a melanizacdo do animal e isso acontece pela
transformacao da profenoloxidase em sua forma ativa, a fenoloxidase, uma enzima-
chave que leva a formacdo de melanina em locais de feridas e ao redor de
microrganismos que penetraram na hemolinfa (DUNPHY; THURSTON, 1990). A
atividade de fenoloxidase em G. mellonella foi encontrada nos oenocitéides,
plasmatocitos e granulécitos (WU, et al. 2016). A melanizacdo nesse modelo é de
facil observacéo e pode ser utilizada como um parametro nos estudos. Por exempilo,
Scorzoni et al. (2013) mostrou que houve uma diminui¢cdo gradativa da melanizacao
em larvas desafiadas com Candida krusei e tratadas com antifungicos, conforme se

aumentava a dose do antifangico administrada.
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Estudos comprovam a existéncia de uma possivel ligacdo entre a
fenoloxidase e o sistema de coagulacdo, embora os mecanismos moleculares
exatos que controlam esta interacdo sdo complexos e ainda nao estdo bem
esclarecidos (ELEFTHERIANOS; REVENIS, 2011). A coagulacao € importante, pois,
evita a perda de hemolinfa, ajuda na cicatrizagcdo das feridas e atua formando uma
barreira limitando a disseminagcdo dos microrganismos, facilitando assim a sua
eliminacao (BIDLA et al., 2005).

Em relacdo a resposta imunologica humoral de G. mellonella, a
mariposa possui uma proteina, a Apolipoforina Ill que possui atividade
antimicrobiana. Inicialmente ela havia sido descrita com func¢éo de transportar lipidio
para os musculos do véo (JEFFERY, 1999), porém, anos mais tarde descobriu-se
gue a proteina também é expressa em resposta a uma infeccdo. Ao se tratar de
fungos, ela atua ligando-se a um componente da membrana desses organismos, 0
B-1,3-glucano, facilitando o reconhecimento das células fagociticas (WHITTEN et al.,
2004).

G. mellonella também produz um peptideo termoestavel, o Inibidor
de Metaloproteinase de Inseto (IMPI) que inibe as metaloproteinases produzidas por
microrganismos durante uma infeccdo. Essas proteinases secretadas no corpo do
inseto sdo responsaveis pela degradacdo de um amplo nimero de proteinas da
hemolinfa, criando fragmentos de peptidios que estimulam a resposta imunoldgica
do inseto (ALTINCICEK et al.,, 2008). Dessa forma com a produgdo do IMPI a
mariposa se protege contra a digestao protéica.

A mariposa assim como 0s mamiferos também produz lisozima
como parte da sua imunidade inata. A lisozima tem propriedade anfipatica e
catibnica, a sua carga positiva promove a ligacdo aos fosfolipidios aniénicos da
membrana dos fungos enquanto que a sua caracteristica anfipatica promove a
interacdo com 0s mesmos, comprometendo a integridade da membrana e levando a
morte celular (LI et al., 2012). A acdo dessa proteina ja foi demonstrada quando o
inseto foi desafiado com C. albicans (SOWA-JASILEK et al., 2014).

Os AMPs produzidos pelos organismos eucariotos séo classificados
em trés tipos baseando-se nas suas estruturas: (i) peptideos helicoidais lineares
ausentes de cisteina, como as cecropinas; (ii) peptideos abundantes em cisteinas
cuja estrutura € estabilizada por pontes dissulfureto, como as defensinas; (iii)

peptideos ricos em prolina e/ou glicina (BULET et al.,, 1999). Dentre os AMPs
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produzidos por G. mellonella, vale ressaltar a cecropina D-tipo que foi capaz de inibir
o crescimento de Aspergillus niger, e uma defensina que apresentou atividade
antifingica contra Fusarium oxysporum (CYTRYNSKA et al., 2007).

Outros peptideos encontrados na mariposa sao a galiomicina, uma
defensina, e um peptideo antifingico rico em cisteina, a gallerimicina. Seus efeitos
protetores foram demonstrados no trabalho de Bergin et al. (2006). Nessa pesquisa,
as larvas de G. mellonella foram pré-expostas a concentracdes sub-letais de C.
albicans ou de Saccharomyces cerevisiae e depois foi feito uma segunda inoculagéo
com uma dose letal de C. albicans. O resultado obtido foi a protecéo das larvas apos
0 primeiro contato com os fungos. Uma analise genética foi realizada e mostrou
aumento da expressdo dos genes responsaveis pela producdo de gallerimicina,
galiomicina e do IMPI.

A utilizacdo de G. mellonella em estudos da interacdo parasito-
hospedeiro é até certo ponto bem consolidada. Esse modelo tem sido escolhido
como um recurso alternativo aos vertebrados no estudo da viruléncia de espécies de
fungo recém descobertas. Em 2005, Tavanti et al. descreveram duas novas
espécies relacionadas a C. parapsilosis responsaveis por causar doencas, Candida
orthopsilosis e Candida metapsilosis. Gago et al. (2014) compararam a viruléncia de
isolados desses fungos através da curva de sobrevivéncia, comparando flutuacdes
na densidade dos hemdcitos e diferencas na atividade fagocitica. A média de
sobrevida das larvas foi maior para C. metapsilosis em relagcéo as outras espécies e
foi evidenciado que as células fagociticas de G. mellonella foram mais eficazes em
internalizarem C. orthopsilosis e C. parapsilosis do que C. metapsilosis. Além disso,
a densidade dos hemdcitos foi aumentada em larvas infectadas com C. metapsilosis
em comparacao com as infectadas com C. parapsilosis ou C. orthopsilosis.

G. mellonella provou ser um modelo in vivo conveniente e barato no
estudo de cepas mutantes de espécies de fungos leveduriformes e filamentosos.
Brennan et al. (2002) avaliaram a taxa de morte de G. mellonella e de camundongo
desafiados com cepas de C. albicans selvagens e com mutacdes que alteravam sua
viruléncia quanto a formacéo de hifa. A pesquisa comprovou através desse teste e
de comparacdo com a literatura, a correspondéncia da viruléncia entre essas cepas
no modelo utilizando o inseto e o murino. Renshaw et al. (2016) avaliaram a
viruléncia de duas cepas mutantes de Aspergillus fumigatus incapazes de produzir

dois tipos distintos de miosinas, proteinas motoras baseadas em actina. Os
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experimentos foram realizados inoculando as cepas em G. mellonella e em
camundongo imunossuprimido. Os autores descobriram que a miosina da classe do
tipo E se apresentou hipovirulenta, sendo que a porcentagem de sobrevivéncia dos
animais foi igualmente proporcional, mostrando novamente grande similaridade
entre os dois modelos.

Estudos sobre patogenicidade s&o encontrados na literatura de
Cryptococcus neoformans. Desalermos et al. (2015) fizeram uma triagem de 1201
cepas, de uma biblioteca gendmica, com delecbes marcadas para identificar novos
fatores de viruléncia. Esses mutantes foram testados em organismos com
crescentes niveis de complexidade, iniciando-se com C. elegans, depois com G.
mellonella e por fim com camundongo, e os resultados mostraram correspondéncia
entre os diferentes modelos. Este rocedimento mostrou-se o0 mais viavel e
eticamente responsavel pela economia de animais, recursos e tempo. Outro
experimento com C. neoformans comprovou que 0S MesmMos genes responsaveis
pela viruléncia do fungo sdo expressos em G. mellonella e de maneira similar em
mamiferos. Um exemplo disso sdo as proteinas CAP59, GPAL, RAS1 e PKAL, que
estdo envolvidas no processo de morte do hospedeiro (LONDON; OROZCO;
MYLONAKIS, 2006).

A mariposa também tem sido utilizada na analise do perfil de
suscetibilidade a antifingicos convencionais e na procura de novas formas
terapéuticas, a seguir serdo citados alguns exemplos: As larvas de G. mellonella
foram escolhidas como hospedeiras num trabalho que averiguou a eficacia de azéis
contra cepas de A. fumigatus com mutacdo no gene cyp51, que confere resisténcia
a esses antifungicos (FORASTIERO et al., 2015). Esse inseto foi utilizado em um
ensaio que demonstrou que o astemizol e outra substancia analoga promoveram a
atividade fungicida do fluconazol, um antifingico conhecido como sendo fungistatico,
guando as larvas foram infectadas com Cryptococcus neoformans var. grubii e
Cryptococcus gattii (VU; GELLI, 2010). Ozakan e Coutts (2015) demonstraram a
influéncia de um micovirus na patogenicidade de A. fumigatus, o virus A78 ainda
nao caracterizado, que foi capaz de aumentar a taxa de sobrevivéncia das larvas de

G. mellonella.

Tenebrio molitor
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Tenebrio molitor (Coleoptera: Tenobridae) é um besouro pertencente
a familia Tenebrionidae primeiramente conhecido como sendo praga de lavouras de
graos, como de trigo, por exemplo (RAMOS-ELORDUY et al., 2002). Em estagio
larval € utilizado na alimentacdo de animais de estimacdo como aves, répteis e
anfibios (MARTIN et al. 1976; BARKER; FITZPATRICK; DIERENFELD, 1998;
FINKE, 2002). Em alguns paises possui importancia na alimentacdo humana sendo
uma fonte de proteina (VAN BROEKHOVEN et al.,, 2015). Sua utilizacdo como
modelo em estudos de infeccBes é mais recente, se iniciou em 2013 com a bactéria
Listeria monocytogenes (TINDWA et al., 2013).

A criacdo de T. molitor em condi¢cdes laboratoriais € mais simples
em comparacdo com G. mellonella. Além disso, ha véarios fornecedores comerciais
desse inseto no Brasil, enquanto que G. mellonella ndo € comercializada neste pais,
obrigando os investigadores a manterem o seu proprio fornecimento de larvas da
mariposa, elevando o custo dos experimentos e requer uma pessoa responsavel
pela sua manutencao.

Outra vantagem refere-se a forma de inoculacdo, que é realizada por
injecdo tanto no modelo com T. molitor quanto com G. mellonella e D. melanogaster
(OPPERT et al., 2012). No modelo com o verme C. elegans, no entanto, o agente
patogénico é adicionado ao po¢co em que o0 nematdide € inoculado durante o
experimento, ndo havendo exatiddo de quantos microrganismos irdo infectar o
animal (MERKX-JACQUES et al.,, 2013). Assim como a mariposa e a ameba
Acanthamoeba castellanii, T. molitor tolera a temperatura de 37°C favorecendo o
estudo de patégenos clinicos a temperatura em que estdo expressando seus genes
de viruléncia (LI et al., 2013).

Os insetos ndo possuem resposta imune adaptativa assim como foi
explicado anteriormente, contudo, a resposta imune inata de T. molitor pode ser de
longa duracdo, mesmo quando ndo ha mais infeccdo, proporcionando um efeito
profilatico, sendo funcionalmente parecida com a resposta imune adaptativa humana
(MORET,; SILVA-JOTHY, 2003). Uma exposicao prévia da larva a um filamento de
nylon induziu seu sistema imunologico e aumentou sua sobrevivéncia frente a uma
subsequente exposicdo, uma semana depois, a fungos entomopatogénicos
(KRAMS, et al. 2013). Larvas que foram pré-desafiadas com lipopolissacarideos

(componentes da membrana externa de bactérias gram negativas) também
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apresentaram maior resisténcia a infec¢cdo por Metarhizium anisopliae, outro fungo
entomopatogénico (MORET; SILVA-JOTHY, 2003).

Johnston, Makarova e Rolff (2014) desafiaram larvas de T. molitor
com as bactérias Staphylococcus aureus e Escherichia coli. Os autores
comprovaram, através de analises moleculares, a expressédo de genes responsaveis
pela imunidade celular, cicatrizacao de feridas, melanizacéo e producao de espécies
reativas de oxigénio, que foi identificada imediatamente apdés a inoculacdo. Em
contraste, a expressao de genes que codificam AMPs, componentes da via de
sinalizacdo Toll e proteinas responsaveis pela aquisicdo de ferro, permaneceu
elevada durante pelo menos 7 dias ap0s a inoculacdo. Além disso, outros genes
responsaveis pelas funcdes metabdlicas e armazenamento de nutrientes foram
reprimidos, apontando um custo energético para manter o sistema imunoldgico
induzido. T. molitor € um modelo alternativo no estudo de infec¢cdes persistentes
bacterianas e nada impede que o modelo também possa ser util no estudo de
infeccdes reincidentes de origem fungicas.

As variedades de AMPs produzidos por T. molitor sdo especificos
para cada tipo de microrganismo (JOHNSTON; MAKAROV; ROLFF, 2014). Em se
falando exclusivamente da resposta imunoldgica contra fungos, um exemplo de AMP
produzido por T. molitor € a tenecina 3 que possui atividade contra Candida albicans
(LEE et al, 1999; KIM, 2001).

Em 2014 Guo e colaboradores estudaram o efeito da alimentacéo de
T. molitor por grdos colonizados por Fusarium spp, um fungo produtor de
micotoxinas, importante tanto na agricultura como na saude humana. Eles avaliaram
a influéncia do fungo na escolha do alimento, ganho de peso e mortalidade do
besouro. Os autores descobriram que T. molitor evitou se alimentar de gréos
colonizados com Fusarium avenaceum, porém ndo com Fusarium proliferatum,
Fusarium poae ou Fusarium culmorum. Também observaram que as larvas que se
alimentavam de graos colonizados com F. culmorum, F. avenaceum obtiveram altas
taxas de mortalidade. Além disso, eles conseguiram isolar as micotoxinas das larvas
apos a alimentacdo, concluindo que ela conseguia sobreviver as micotoxinas
produzidas pelas espécies ndo evitadas. Esse trabalho mostra a possibilidade de
utilizar T. molitor no estudo de toxinas produzidas por microrganimos.

O primeiro estudo utilizando T. molitor como modelo de infecgbes

causadas por fungos de importancia clinica foi realizado pelo grupo de pesquisa de
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De Souza, et al. (2015). Nesse trabalho, larvas de T. molitor foram infectadas com
Candida albicans e Cryptococcus neoformans e foram analisadas as curvas de
sobrevivéncia e os tecidos infectados. Os resultados mostraram um aumento na taxa
de morte com o aumento da concentracdo do inéculo. Adicionalmente foi possivel
observar nos cortes histoldgicos, hifas de C. albicans formando micélio e as células
de C. neoformans com suas capsulas de melanina. A pesquisa demonstrou a
eficiéncia do método em avaliar a viruléncia de leveduras patogénicas.

T. molitor também ja foi utilizado no estudo de substancias com
atividade antifungica. Morey et al. (2016) mostrou que uma fracdo rica em taninos
condensados de Stryphnodendron adstringens teve atividade antifingica in vivo
contra Candida tropicalis utilizado T. molitor como modelo animal. Esse trabalho
assim como o0s outros revelam que esse modelo invertebrado possui grande
potencial de ser utilizado nas mais diversas areas, e se mostra disponivel para

estudos envolvendo também fungos filamentosos.

Acanthamoeba castellanii

O género Acanthamoeba é formado por protozoarios que possuem
ampla distribuicdo, sdo encontrados na natureza no solo e na agua. Esses
microrganismos possuem dois estagios em seu ciclo de vida, um estagio trofozoita,
ativo, que exibe multiplicacdo por mitose e um estagio prevalecente encistado onde
sua atividade metabdlica € minima (BAND; MOHRLOK, 1973). Essas amebas sao
consideradas oportunistas, sdo conhecidas por causar lesdes cutaneas, queratites
(infeccbes na cornea) e mais raramente  encefalte como a
encefalomeningite amebiana granulomatosa (VISVESVARA; MOURA; SCHUSTER,
2007; KHAN, 2006). Dentre as espécies do género, a maioria dos pesquisadores
prefere utilizar A. castellanii como hospedeiro em estudos sobre a da interacao entre
fungo e ameba. Esse modelo é o mais adaptado em sobreviver em meio livre de
qualquer organismo vivo, uma caracteristica que possibilita a pesquisa nas
condicdes laboratoriais, sem a necessidade de bactérias para alimentacdo, porém
criando uma situagdo muito mais artificial (CASADEVALL, 2012).


https://pt.wikipedia.org/wiki/Encefalomeningite
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A maioria dos fungos patogénicos vive livremente no ambiente e n&o
necessita de hospedeiro para se replicar, com excecédo de Candida albicans, que &
uma levedura comensal pertencente a microbiota humana (HOGAN; KLEIN; LEVITZ,
1996; STEENBERGEN; CASADEVALL, 2003). Devido a auséncia de especificidade
para um determinado hospedeiro, esses fungos sédo capazes de infectar diferentes
espécies de animais (GUIMARAES et al., 2016). Podem ser citados como exemplo
as leveduras Cryptococcus neoformans, comumente encontrado em fezes de
passaros, Histoplasma capsulatum, predominante em solo contaminado e
Coccidioides immitis que ocorre na América do Norte, em partes do sudoeste
dos Estados Unidos (CASADEVALL, 2012). Esses microrganismos ndo possuem um
hospedeiro especifico e sdo comumente considerados patégenos inespecificos.
Contudo, alguns fungos sé&o, até determinado ponto, dependentes de seus
hospedeiros originais para a sobrevivéncia e propagacao, porém também podem ser
encontrados no meio ambiente, como é o caso dos fungos dermatofitos
(GUIMARAES et al., 2016; WHITE et al., 2014).

A. castellanii coexiste na natureza com esses fungos e também com
bactérias e outros microganismos. Alguns fungos e bactérias servem de alimento
para a ameba, porém, os mesmos também podem utilizd-la como hospedeiro
(RODRIGUEZ-ZARAGOZA, 1994). Por exemplo, C. neoformans é utilizado na
obtencdo de energia pela ameba, entretanto, esse fungo também é capaz de se
replicar internamente e mata-la (STEENBERGEN; SHUMAN; CASADEVALL, 2001).
O primeiro relato da interacéo entre C. neoformans e A. castellanii ocorreu ha muitos
anos quando foi observada a contaminacdo de A. castellanii nas culturas do fungo,
porém ainda ndo se conhecia a preferéncia alimentar do protozoario (CASTELLANI,
1931).

As semelhancas entre os fatores de viruléncia expressos por C.
neoformans em hospedeiro mamifero e em A. castellanii sdo grandes. O
mecanismo de fagocitose desse fungo pela ameba é similar ao que acontece com o0s
macréfagos. A secrecdo da capsula de polissacarideo pela levedura aparece como
um importante mecanismo de viruléncia. Em mamiferos, os macrofagos necessitam
da ajuda de anticorpos e/ou do sistema complemento para que a fagocitose das
células de C. neoformans encapsulados seja eficiente (KOZEL, 1993). Quando
comparado com A. castellanii, a ameba é capaz de fagocitar esse fungo
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encapsulado, contudo, a eficiéncia da fagocitose € inversamente proporcional ao
didametro da capsula (CHRISMAN; ALVAREZ; CASADEVALL 2010).

Depois da fagocitose C. neoformans é internalizado em uma
vesicula e se replica dentro da ameba similar ao que se acontece em macréfagos.
Também ocorre a formacgdo de varios vacuolos contendo polissacarideos que por
sua vez causam a lise dos macrofagos (FELDMESSER, et al. 2000;
STEENBERGEN; SHUMAN; CASADEVALL, 2001). Varias horas ap0s a ingestao,
pesquisadores observaram na ameba, a exocitose das células de C. neoformans,
um fendnimo semelhante ao processo de exocitose nao-litica descrito para
macréfagos que fagocitam esse fungo (CHRISMAN; ALVAREZ; CASADEVALL
2010). A melanizacdo e a atividade de fosfolipase que sdo fatores de viruléncia
expressos em C. neoformans quando internalizado por macréfagos também se
mostraram importantes no modelo utilizando A. castellanii. A melanizacdo em
especial auxiliou na sobrevivéncia de cepas nao capsuladas apenas, mostrando que
a capsula é um fator de viruléncia dominante (STEENBERGEN; SHUMAN;
CASADEVALL, 2001).

Derengowski et al. (2013) compararam o perfil transcripcional de C.
neoformans internalizados por macréfagos de murino e A. castellanii. Eles
observaram uma maior expressdo de varios genes pelo fungo nos dois ambientes
intracelulares. Houve indugcédo do gene ISC1, que protege o fungo contra estresse
nitrosativo e oxidativo e o pH acido encontrado no fagossoma. Ilgualmente houve
maior expressdo do gene CAPG64, que codifica uma proteina necesséaria para a
sintese da capsula de polissacarideo.

A interacdo de A. castellanii com outras espécies de fungos também
tem sido estudada. Nero, Tarver e Hedrick, 1964 mostraram que a ameba quando
cultivada com Candida famata foi capaz de fagocita-la e utiliza-la como fonte de
energia (NERO; TARVER; HEDRICK, 1964) Outro estudo revelou que a infeccao
com C. albicans resultou na morte do fungo e sobrevivéncia da ameba
(STEENBERGEN; SHUMAN; CASADEVALL, 2001). O fato de que C. albicans néao é
encontrado do ambiente seria uma explicagcdo para esse comportamento, ja que
aparentemente o fungo nao possui tantos mecanismos de defesa contra C.
castellanii, por isso é utilizado como controle nos experimentos. Até 0 momento néo

ha relatos do uso especificamente de C. castellanii como um modelo alternativo no
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estudo da viruléncia de cepas de Candida spp., indicando este ser um campo da
pesquisa que ainda pode ser explorado.

Steenbergen et al. (2004) averiguaram a interacdo de fungos
dimérficos, capazes de alterar a sua morfologia de levedura para hifa conforme a
temperatura, com C. castellanii. O estudo se concentrou em trés espécies,
Blastomyces dermatitidis, Sporothryx schenckii e H. capsulatum, e o resultado foi
diferente do que foi obtido com Candida sp., os fungos foram responsaveis pela
morte do invertebrado, que por sua vez, foi utilizado como fonte nutricional. Um fato
interessante foi que a co-incubagcdo da ameba com os trés fungos levou a um
aumento nas formas de hifas, tal morfologia expressada quando esses fungos se
encontram em sua forma ndo infectante no ambiente, a temperatura de 25°C.
Porém, assim como Galleria mellonella e Tenebrio molitor, a ameba € incubada a
37°C durante os experimentos. Essa descoberta concordou com estudos que
preconizam que a transicdo de hifa/levedura ndo depende somente da temperatura.
Também foi constatado que a exposicdo de A. castellanii a uma cepa de H.
capsulatum avirulenta induziu um fendétipo virulento de H. capsulatum que causou
uma infeccéo pulmonar persistente em modelo murino.

Todas essas descobertas consolidam a hipétese de que a
capacidade de viruléncia desses fungos em mamifero € uma consequéncia de
adaptacdes que evoluiram a partir de interacdes fungo-protozoario no ambiente.
Dessa forma A. castellanii se mostra um modelo favoravel nos estudos envolvendo
as interacdes dos patdbgenos com os macrofagos, principalmente quando se trata de

Cryptococcus spp.
2. AGRADECIMENTOS

Os autores agradecem as agéncias que financiaram o projeto,
Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico (CNPq, Brasil),
Coordenacéo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES, Brasil),
pela bolsa de mestrado concedida.

3. CONFLITO DE INTERESSES

N&o existe conflito de interesse.



76

4. REFERENCIAS

ALTINCICEK, B.; STOTZEL, S.; WYGRECKA, M. et al. Host-derived extracellular
nucleic acids enhance innate immune responses, induce coagulation, and prolong
survival upon infection in insects. Journal of immunology (Baltimore, Md. : 1950),
v. 181, n. 4, p. 2705-12, 15 ago. 2008.

ALARCO, A. M.; MARCIL, A.; CHEN, J. et al. Immune-deficient Drosophila
melanogaster: a model for the immune innate response to human fungal pathogens.
The Journal of Immunology, v. 172, p. 5622-5628, 2004.

APIDIANAKIS, Y.; RAHME, L. G.; HEITMAN, J. et al. Challenge of Drosophila
melanogaster with Cryptococcus neoformans and role of the innate immune
response. Eukaryotic Cell, v. 3, n. 2, p. 413-419, 2004.

BAND, R. N.; MOHRLOK, S. The Cell Cycle and Induced Amitosis in Acanthamoeba.
The Journal of Protozoology, v. 20, n. 5, p. 654-657, nov. 1973.

BARKER, D.; FITZPATRICK, M. P.; DIERENFELD, E. S. Nutrient composition of
selected whole invertebrates. Zoo Biology, v. 17, n. 2, p. 123-134, 1998.

BERGIN, D.; MURPHY, L.; KEENAN, J. et al. Pre-exposure to yeast protects larvae
of Galleria mellonella from a subsequent lethal infection by Candida albicans and is
mediated by the increased expression of antimicrobial peptides. Microbes and
Infection, v. 8, n. 8, p. 2105-2112, 2006.

BEUTLER, B. Innate immunity: an overview. Molecular Immunology, v. 40, p. 845-
859, 2004.

BIDLA, G.; LINDGREN, M.; THEOPOLD, U. et al. Hemolymph coagulation and
phenoloxidase in Drosophila larvae. Developmental & Comparative Immunology,
v. 29, n. 8, p. 669-679, 2005.



77

BRENNAN, C. A; ANDERSON, K. V. Drosophila: the genetics of innate immune
recognition and response. Annu. Ver. Immunol, v. 22, 457-483, 2004.

BRENNAN, M.; THOMAS D. Y.; WHITEWAY, M. et al. Correlation between virulence
of Candida albicans mutants in mice and Galleria mellonella larvae. FEMS

Immunology and Medical Microbiology. v. 34 p. 153-157, 2002.

BRUNKE, S.; QUINTIN, J.; KASPER, L. et al. Of mice, flies- and man? Comparing
fungal infection models for large-scale screening efforts. Disease Models &
Mechanisms, v. 8, p. 473-486, 2015.

BULET, P.; HETRU, C.; DIMARCG, J. L. et al. Antimicrobial peptides in insects;
structure and function. Developmental and comparative immunology, v. 23, n. 4—
5, p. 329-44, 1999.

CASADEVALL, A. Amoeba provide insight into the origin of virulence in pathogenic
fungi. Advances in experimental medicine and biology, v. 710, p. 1-10, 2012.

CASTELLANI, A. An amoeba growing in cultures of a yeast. Journal of Tropical
Medicine Hygiene, v. 33, p.188-191, 1931.

CHAMILOS, G.; LIONAKIS, M. S.; LEWIS, R. E et al. Drosophila melanogaster as a
facile model for large scale studies of virulence mechanisms and antifungal drug
efficacy in Candida species. The Journal of infectious Diseases, v. 193, p. 1014-
1022, 2006.

CHAMILOS, G.; LEWIS, R. E.; HU, J. et al. Drosophila melanogaster as a model host
to dissect the immunopathogenesis of zygomycosis. PNAS, v. 105, n. 27, p. 9367-
9372, 2008.

CHAMILOS, G.; LIONAKIS, M. S.; LEWIS, R. E. et al. Role of mini-host models in
the study of medically important fungi. Lancet Infect Dis, n. 7, p. 42-55, 2007.



78

CHENG, T. ZHANG, Y. L.; LIU, C. et al. Identification and analysis of Toll-related
genes in domesticated silk worm, Bombix mori. Developmental and Comparative
Immunology, v. 32, p. 464-475, 2007.

CHRISMAN, C. J.; ALVAREZ, M.; CASADEVALL, A. Phagocytosis of Cryptococcus
neoformans by, and nonlytic exocytosis from, Acanthamoeba castellanii. Applied
and Environmental Microbiology, v. 76, n. 18, p. 6056—-6062, 2010.

COUILLAULT, C.; PUJOL, N.; REBOUL, J. et al. TLR-independent control of innate
immunity in Caenorhabditis elegans by the TIR domainadaptor protein TIR-1, na
ortholog of human SARM. Nature immunology, v. 5, n.5, p. 488-494, 2004.

CRUZ, M. R.; GRAHAM, C. E.; GAGLIANO, B. C. et al. Enterococcus faecalis
inhibits hyphal morphogenesis and virulence of Candida albicans. Infection and
Immunity, v. 81, n. 1, p. 189-200, 2012.

CYTRYNSKA, M., MAK, P.; ZDYBICKA-BARABAS, A. et al. Purification and
characterization of eight peptides from Galleria mellonella immune hemolymph.
Peptides, v. 28, n. 3, p. 533-546, mar. 2007.

DE GREGORIO, E.; SPELLMAN, P. T.; RUBIN, G. M. et al. Genome-wide analysis
of the Drosophila immune response by using oligonucleotide microarrays. PNAS, v.
98, n. 22, p. 12590-12595, 2001.

DERENGOWSKI, L. DA S.; PAES, H. C.; ALBUQUERQUE, P. et al. The
transcriptional response of Cryptococcus neoformans to ingestion by Acanthamoeba
castellanii and macrophages provides insights into the evolutionary adaptation to the
mammalian host. Eukaryotic Cell, v. 12, n. 5, p. 761-774, 2013.

DE SOUZA, P. C.; MOREY, A. T.; CASTANHEIRA, G. M. et al. Tenebrio molitor
(Coleoptera: Tenebrionidae) as an alternative host to study fungal infections. Journal

of microbiological methods, v. 118, p. 182-186, 8 out. 2015.

DESALERMOS, A.; FUCHS, B. B.; MYLONAKIS, E. Selecting an invertebrate model



79

host for the study of fungal pathogenesis. PLoS pathogens, v. 8, n. 2, p. e1002451,
2 fev. 2012.

DESALERMOS, A.; TAN, X.; RAJAMUTHIAH, R. et al. A multi-host approach for the
systematic analysis of virulence factors in Cryptococcus neoformans. Journal of
Infectious Diseases, v. 211, n. 2, p. 298-305, 2015.

DUNN, P. E. Biochemical aspects of insect immunology. Annual Reviews of
Entamology, v. 31, p. 321-339, 1986.

DUNPHY, G. B.; THURSTON, G. S. Insect immunity. In: GAUGLER, R. & KAYA, H.
K. Entomopathogenic Nematodes in Biological Control, New York: CRC Press,
1990, p. 301-323.

EGUCHI, M.; ITOH, M.; NISHINO, K. et al. Amino acid sequence of an inhibitor from
de Silkworm (Bombyx mori) hemolymph against fungal protease. J. Biochem, v. 115,
p. 881-884, 1994.

ELEFTHERIANQOS, I.; REVENIS, C. Role and Importance of phenoloxidase in insect

hemostasis. Journal of Innate Immunity, v. 3, n. 1, p. 28-33, 2011.

FELDMESSER, M.; KRESS, Y.; NOVIKOFF, P. et al. Cryptococcus neoformans is a
facultative intracellular pathogen in murine pulmonary infection. Infection and
immunity, v. 68, n. 7, p. 4225-37, jul. 2000.

FERRANDON, D.; IMLER, J. L.; HETRU, C. et al. The Drosophila systemic immune
response: sensing and sinalling during bacterial and fungal infection. Nature
Reviews: Immunology, v. 7, p. 862-874, 2007.

FEKETE, C.; THOLANDER, M.; RAJASHEKAR, B. et al. Paralysis of nematodes:
shifts in the transcriptome of the nematode-trapping fungus Monacrosporium
haptotylum during infection of Caenorhabditis elegans. Environmental
Microbiology, v. 10, n. 2, p. 364-375, 2008.



80

FINKE, M. D. Complete nutrient composition of commercially raised invertebrates
used as food for insectivores. Zoo Biology, v. 21, n. 3, p. 269-285, 27 jun. 2002.

FORASTIERO, A.; BERNAL-MARTINEZ, L.; MELLADO, E. et al. In vivo efficacy of
voriconazole and posaconazole therapy in a novel invertebrate model of Aspergillus

fumigatus infection. International journal of antimicrobial agents, 17 ago. 2015.

FUCHS, B. B.; O'BRIEN, E.; KHOURY, J. B. et al. Methods for using Galleria
mellonella as a model host to study fungal pathogenesis. Virulence, v. 1, n. 6, p.
475-482, 2010.

GAGO, S.; GARCIA-RODAS, R.; CUESTA, I. et al. Candida parapsilosis, Candida
orthopsilosis, and Candida metapsilosis virulence in the non-conventional host

Galleria mellonella.Virulence, v. 5, n. 2, p. 278-85, fev. 2014.

GILLESPIE, J. P; KANOST, M. R. Biological mediators of insect immunity. Annu.
Rev. Entomol, v. 42, p. 611-643, 1997.

GOMEZ-LOPEZ, A.; FORASTIERO, A.; CENDEJAS-BUENO, E. et al. An
invertebrate model to evaluate virulence in Aspergillus fumigatus: The role of azole
resistance. Medical Mycology, v. 52, n. 3, p. 311-319, 2014.

GUIMARAES, A. J.; GOMES, K. X.; CORTINES, J. R. et al. Acanthamoeba spp as a
universal host for pathogenic microorganisms: one bridge from environment to host

virulence. Microbiological Research, v. 163, n. 1, p. 30-38, ago, 2016.

GUO, Z.; DOLL, K.; DASTJERD, R. et al. Effect of fungal colonization of wheat grains
with Fusarium spp. on food choice, weight gain and mortality of meal beetle larvae
(Tenebrio molitor). PloS one, v. 9, n. 6, p. €100112, jan. 2014.

HANAOKA, N.; TAKANO, Y.; SHYBUYA, K. et al. Identification of putative protein
phosphatase gene PTC1 as a virulence-related gene using a silkworm model of
Candida albicans infection. Eukaryotic cell, v. 7, n. 10, 1640-1648, 2008.



81

HOFFMANN, J. A. REICHHART, J. M. Drosophila innate immunity: an evolutionary
perspective. Nature Immunology, v. 3, n. 2, p. 121-126, 2002.

HOFFMANN, J. A; KAFATOS, F. C; JANEWAY, C. A,; EZEKOWITZ, R. A. B.
Phylogenetic perspectives in innate immunity. Science, v. 284, p. 1313- 1318, 1999.

HOGAN, L. H.; KLEIN, B. S.; LEVITZ, S. M. Virulence factors of medically important
fungi. Clinical microbiology reviews, v. 9, n. 4, p. 469-88, out. 1996.

HOU, C-X.; QIN, G-X.; LIU, T. et al. Differentially expresed genes in the cuticle and
hemolymph of the silkworm, Bombyx mori, injected with the fungus Beauveria
bassiana. Journal of Insect Science, v. 13, n. 144, 2013.

HOROHOV, D. W.; DUNN, P. E. Phagocytosis and nodule formation by hemocytes
of Manduca sexta larvae following injection of Pseudomonas aeruginosa. Journal of
Invertebrate Pathology, v. 41, n. 2, p. 203—-213, 1983.

HUANG, X; LI, D; XI, L; MYLONAKIS, E. Caenorhabditis elegans: a simple nematode

infection model for Penicillium marneffei. PLOS one, v. 9, n. 9, 2014.

JEFFERY, C. J. Moonlighting proteins. Trends in Biochemical Sciences, 1999.

JOHNSON, C. H; AYYADEVARA, S; MCEWEN, J. E; REIS, R. J. S. Histoplasma
capsulatum and Caenorhabditis elegans: a simple nematode model for an immune

response to fungal infection. Medical Mycoloy, v. 47, p. 808-813, 2009.

JOHNSTON, P. R.; MAKAROVA, O.; ROLFF, J. Inducible defenses stay up late:
temporal patterns of immune gene expression in Tenebrio molitor. G3 (Bethesda,
Md.), v. 4, n. 6, p. 947-55, 2014.

KIM, D. H.; LEE, D. G.; KIM, K. L. et al. Internalization of tenecin 3 by a fungal
cellular process is essential for its fungicidal effect on Candida albicans. European
Journal of Biochemistry, v. 268, n. 16, p. 4449-4458, 2001.



82

KRAMS, |.; DAUKSTE, J.; KIVLENIENCE, I. et al. Previous encapsulation response
enhances within individual protection against fungal parasite in the mealworm beetle
Tenebrio molitor. Insect Science, v. 20, n. 6, p. 771-777, dez. 2013.

KUMAR, V; SINGH, G. P; BABU, A. M. Surface ultra structural studies of
germination, penetration and conidial development of Aspergillus flavus Link: fries

infecting silkworm Bombyx mori Linn. Mycopathologia, v. 157, p. 127-135, 2004.

KURZ, C. L. & EWBANLK, J. J. Caenorhabditis elegan: an emerging genetic model for
the study of innate immunity. Nature Genetics, v. 4, p. 380-390, 2003.

LECLERC, V; REICHART, J. M. The immune response of Droshopila melanogaster.
Immunologica and rewies, v. 198, p. 59-71, 2004.

LEE, Y-T.; KIM, D. H.; SUH, J. Y. et al. Structural characteristics of tenecin 3, an
insect antifungal protein. Biochemistry and Molecular Biology International, v. 47,
n. 3, mar. 1999.

LEMAITRE, B.; HOFFMANN, J. The host defense of Drosophila melanogaster.
Annu. Rev. Immunol, v.25, p. 697-743, 2007.

LEMAITRE, B.; NICOLAS, E.; MICHAUT, L. et al. The dorso ventral regulatory gene
cassettes patzle/Toll/cactus controls the potent antifungal response in Drosophila
adults. Cell, v. 86, p. 973-983, 1996.

LEMAITRE, B; REICHHART, J. M; HOFFMANN, J. A. Drosophila host defense:
differential induction of antimicrobial peptide genes after infection by various classes
of microorganisms. Proc. Natl, Acad, Sci. USA, v. 94, p. 14614-14619, 1997.

LI, D-D.; DENG, L.; HU, G. H. et al. Using Galleria mellonella—Candida albicans
Infection Model to Evaluate Antifungal Agents. Biological and Pharmaceutical

Bulletin, v. 36, n. 9, p. 1482-1487, 1 set. 2013.

LIONAKIS, M. S. Drosophila and Galleria insect model hosts: new tools for the study



83

of fungal virulence, pharmacology and immunology. Virulence, v. 2, n. 6, p. 521-7, 1
jan. 2011.

LI, Y.; XIANG, Q; ZHANG, Q. et al. Overview on the recent study of antimicrobial
peptides: Origins, functions, relative mechanisms and application. Peptides, v. 37, n.
2, p. 207-215, out. 2012.

LU, D.; GENG, T.; HOU, C. et al Bombyx mori cecropin A has a high antifungal
activity to entomopathogenic fungus Beauveria bassiana. Gene, v. 583, p. 29-35,
2016.

MARTIN, R. D.; RIVERS, J. P. W.; COWGILL, U. M. Culturing mealworms as food for

animals in captivity. International Zoo Yearbook, v. 16, n. 1, p. 63-70, 1976.

MATSUMOTO, Y.; MIYAZAKI, S.; FUKUNAGA, D. H. et al. Quantitative evaluation of
cryptococcal pathogens is and antifungal drugs using a silkworm infection model with
Cryptococcus neoformans. Journal of Applied Microbiology, v. 112, p. 138-146,
2011.

MERKX-JACQUES, A.; COORS, A.; BROUSSEAU, R. et al. Evaluating the
pathogenic potential of environmental Escherichia coli by using the Caenorhabditis
elegans infection model. Applied and Environmental Microbiology, v. 79, n. 7, p.
2435-45, 1 abr. 2013.

MESA-ARANGO, A. C.; FORASTIERO, A.; BERNAL-MARTINEZ, L. et al. The non-
mammalian host Galleria mellonella can be used to study the virulence of the fungal
pathogen Candida tropicalis and the efficacy of antifungal drugs during infection by

this pathogenic yeast. Medical mycology, v. 51, n. 5, p. 461-72, 2013.

MORET, Y.; SIVA-JOTHY, M. T. Adaptive innate immunity? Responsive-mode
prophylaxis in the mealworm beetle, Tenebrio molitor. Proceedings. Biological
sciences / The Royal Society, v. 270, n. 1532, p. 2475-80, 7 dez. 2003.



84

MOREY, A. T.; DE SOUZA, F. C.; SANTOS, J. P. et al. Antifungal Activity of
Condensed Tannins from Stryphnodendron adstringens: Effect on Candida tropicalis
Growth and Adhesion Properties. Current pharmaceutical biotechnology, v. 17, n.
4, p. 365-75, jan. 2016.

MORISHIMA, [; YAMANO, Y; INOUE, K; MATSUO, N. Eicosanoids mediate
induction of immune genes in the fat body of the silkworm, Bombix mori. FEBS
letters, v. 419, p. 83-86, 1997.

MORTON, D. B.; DUNPHY, G. B.; CHADWICK, J. S. Reactions of hemocytes of
immune and non-immune Galleria mellonella larvae to Proteus mirabilis.

Developmental and comparative immunology, v. 11, n. 1, p. 47-55, 1987.

MYLONAKIS, E.; AUSUBEL, F. M.; PERFECT, J. R. et al. Killing of Caenorhabditis
elegans by Cryptococcus neoformans as a model of yeast pathogenesis. PNAS, v.
99, n. 24, p. 15675-15680, 2002.

MYLONAKIS, E.; MORENO, R.; EL KHOURY, J. B. et al. Galleria mellonella as a
model system to study Cryptococcus neoformans pathogenesis. Infection and
Immunity, v. 73, n. 7, p. 3842-3850, 2005.

MYLONAKIS, E; CASADEVALL, A; AUSUBEL, F. M. Esploiting Amoeboid and non-
vertebrate animal model systems to study the virulence of human pathogenic fungi.
PLOS pathogens, v. 3, n. 7, p. 859-865, 2007.

NERO, L. C.; TARVER, M. G.; HEDRICK, L. R. Growth of Acanthamoeba castellani
with yast Torulopsis famata. Journal of bacteriology, v. 87, p. 220-5, jan. 1964.

OPPERT, B.; DOWD, S. E.; BOUFFARD, P. et al. Transcriptome profiling of the
intoxication response of Tenebrio molitor larvae to Bacillus thuringiensis Cry3Aa
protoxin. PloS One, v. 7, n. 4, p. €34624, jan. 2012.



85

OZKAN, S.; COUTTS, R. H. A. Aspergillus fumigatus mycovirus causes mild
hypervirulent effect on pathogenicity when tested on Galleria mellonella. Fungal
Genetics and Biology, v. 76, p. 20-26, 2015.

PELEG, A. Y., TAMPAKAKIS, E.; FUCHS, B. B. et al. Prokaryote-eukaryote
interactions identified by using Caenorhabditis elegans. PNAS, v. 105, n. 38, p.
14585-14590, 2008.

PUJOL, N. Anti-Fungal innate immunity in C. elegans is enhanced by evolutionary

diversification of antimicrobial peptides. Plos Pathogens, v. 4, n. 7, 2008.

PUKKILA-WORLEY, R; PELEG, A. Y; TAMPAKAKIS, E; MYLONAKIS, E. Candida
albicans hyphal formation and virulence assessed using a Caenorhabditis elegans
infection model. Eukaryotic cell, v. 8, n. 11, p. 1750-1758, 2009.

RAMOS-ELORDUY, J.; GONZALEZ, E. A.; HERNANDEZ, A. R. et al. Use of
Tenebrio molitor (Coleoptera: Tenebrionidae) to recycle organic wastes and as feed
for broiler chickens. Journal of economic entomology, v. 95, n. 1, p. 214-220, 1
fev. 2002.

RENSHAW, H.; VARGAS-MUNIZ, J. M.; RICHARDS, A. D. et al. Distinct roles of
myosins in Aspergillus fumigatus hyphal growth and pathogenesis. Infection and
Immunity, v. 84, n. 5, p. 1556-1564, 2016.

RODRIGUEZ-ZARAGOZA, S. Ecology of Free-Living Amoebae. Critical Reviews in
Microbiology, v. 20, n. 3, p. 225-241, 25 jan. 1994.

SCORZONI, L.; DE LUCAS, M. P.; MESA-ARANGO, M. C. et al. Antifungal Efficacy
during Candida krusei Infection in Non-Conventional Models Correlates with the
Yeast In Vitro Susceptibility Profile. PLoS ONE, v. 8, n. 3, 2013.

SLEPNEVA, I. A;; KOMARQOV, D. A.; GLUPQOV, V. V. et al. Influence of fungal

infection on the DOPA-semiquinone and DOPA-quinone production in haemolymph



86

of Galleria mellonella larvae. Biochemical and biophysical research
communications, v. 300, n. 1, p. 188-91, 3 jan. 2003.

SIFRI, C. D; BEGUN, J; AUSUBEL, F. M. The worm has turned — microbial virulence
modeled in Caenorhabditis elegans. TRENDS in Microbiology, v. 13, n. 3, 2005.

SOWA-JASILEK, A.; ZDYBICKA-BARABAS, A.; STACZEC, S. et al. Studies on the
role of insect hemolymph polypeptides: Galleria mellonella anionic peptide 2 and
lysozyme. Peptides, v. 53, p. 194-201, 2014.

STRAND, M. R.; PECH, L. L. Immunological Basis for Compatibility in Parasitoid-
Host Relationships. Annual Review of Entomology, v. 40, n. 1, p. 31-56, jan. 1995.

STEINER, H. HULTMARK, D.; ENGSTROM, A. et al. Sequence and specificity of two

antibacterial proteins involved in insect immunity. Nature, v. 292, 246-248, 1981.

STEENBERGEN, J.; NOSANCHUK, J. D.; MALLIARIS, S. D. et al. Interaction of
Blastomyces dermatitidis, Sporothrix schenckii, and Histoplasma capsulatum with
Acanthamoeba castellanii. Infection and Immunity, v. 72, n. 6, p. 3478-3488, 1 jun.
2004.

STENNBERGEN, J. N. Cryptococcus neoformans virulence is enhanced after growth
in the genetically malleable host Dictyostelium discoideum. Infection and Immunity,
v. 71, n.9. P. 4862-4872, 2003.

STEENBERGEN, J. N.; SHUMAN, H. A.; CASADEVALL, A. Cryptococcus
neoformans interactions with amoebae suggest an explanation for its virulence and
intracellular pathogenic strategy in macrophages. Proceedings of the National
Academy of Sciences, v. 98, n. 26, p. 15245-15250, 18 dez. 2001.

TAUSZIG, S; JOUANGUY, E; HOFFMANN, J. A; IMLER, J. Toll-related receptors
and the control of antimicrobial peptide expression in Drosophila. PNAS, v. 97, n. 19,
p. 10520-10525, 2000.



87

TAVANTI, A.; DAVIDSON, A. D.; GOW, N. A. R. et al. Candida orthopsilosis and
Candida metapsilosis spp. nov. to replace Candida parapsilosis groups Il and III.

Journal of clinical microbiology, v. 43, n. 1, p. 284-92, jan. 2005.

TINDWA, H.; PATNAIK, B. B.; KIM, D. H. et al. Cloning, characterization and effect of
TmPGRP-LE gene silencing on survival of Tenebrio molitor against Listeria
monocytogenes infection. International Journal of Molecular Sciences, v. 14, n.
11, p. 22462-22482, 2013.

TZOU, P; GREGORIO, E; LEMAITRE, B. How Drosophila combats microbial
infection: a model to study innate immunity and host-pathogen interactions. Current
Opinion in Microbiology, v. 5, p. 102-110, 2002.

UJITA, M.; KATSUNQO, Y.; KAWACHI, I. et al. Glucan-Binding activity of silkorm 30-
kDa apoliprotein and its involvement in defense against fungal infection. Bioscience,
Biotechnology and Biochemistry, v. 69, n. 6, p. 1178-1185, 2014.

VAN BROEKHOVEN, S.; OONINCX, D. G.; VAN HUIS, A. et al. Growth performance
and feed conversion efficiency of three edible mealworm species (Coleoptera:
Tenebrionidae) on diets composed of organic by-products. Journal of Insect
Physiology, v. 73, p. 1-10, fev. 2015.

VISVESVARA, G. S.; MOURA, H.; SCHUSTER, F. L. Pathogenic and opportunistic
free-living amoebae: Acanthamoeba spp., Balamuthia mandrillaris , Naegleria fowleri
, and Sappinia diploidea. FEMS Immunology & Medical Microbiology, v. 50, n. 1,
p. 1-26, jun. 2007.

VU, K.; GELLI, A. Astemizole and an analogue promote fungicidal activity of
fluconazole against Cryptococcus neoformans var. grubii and Cryptococcus gattii.
Medical Mycology, v. 48, n. 2, p. 1-8, mar. 2009.

WALTERS, J. B.; RATCLIFFE, N. A. Studies on the in vivo cellular reactions of
insects: fate of pathogenic and non-pathogenic bacteria in Galleria mellonella
nodules. Journal of Insect Physiology, v. 29, n. 5, p. 417-424, 1983.



88

WHITE, T. C.; FINDLEY, K.; DAWSON, T. L. J. et al. Fungi on the Skin:
Dermatophytes and Malassezia. Cold Spring Harbor Perspectives in Medicine, v.
4, n. 8, p. a019802-a019802, 1 ago. 2014.

WHITTEN, M. M. A.; TEW, I|. F.; LEE. B. L. et al. A novel role for an insect
apolipoprotein (apolipophorin 1ll) in beta-1,3-glucan pattern recognition and cellular
encapsulation reactions. Journal of immunology, v. 172, n. 4, p. 2177-85, 15 fev.
2004.

WU, G.; LIU, Y.; DING; Y. et al. Ultrastructural and functional characterization of
circulatinghemocytes from Galleria mellonella larva: Cell types and their role inthe
innate immunity. Tissue and Cell, v. 48, p. 297-304, 2016.

YAMASHITA, M.; IWABUCHI, K. Bombyx mori prohemocyte division and
differentiation in individual microcultures. Journal of Insect Physiology, v. 47, n. 4,
p. 325—-331, 2001.

YOSHIDA, S; YAMASHITA, M. YONEHARA, S; EGUCHI, M. Properties of fungal
protease inhibitors form the integument and haemolimph of the silkworm and effect of
an inhibitor on the fungal growth. Comp. Biochem. Physiol, v. 95B, n. 3, p. 559-564,
1990

ZAIDMAN-REMY, A.; HERVE, M.; POIDEVIN, M. et al. The Drosophila amidase
PGRP-LB modulates the immune response to bacterial infection. Immunity, v. 24, p.
463-473, 2006.

ZANETTE, R. A.; SANTURIO, J. M.; LORETO, E. S. et al. Toll-deficient Drosophila is
susceptible to Pythium insidiosum infection. Microbiology and Immunology, v. 57,
p. 732-735, 2013.

ZHANG, J; WU, X; ZHANG, S. Q. Antifungal mechanism of antibacterial peptide,
ABP-CM4, from Bombyx moria against Aspergillus niger. Biotechnol Lett, v. 30, p.
2157-2163, 2008.



89

ZIEGLER, K.; KURZ, C. L.; CYPOWYI, S. et al. Antifungal Innate Immunity in C.
elegans: PKC? Links G Protein Signaling and a Conserved p38 MAPK Cascade. Cell
Host & Microbes, v. 5, p. 341-352, 2009.



90

5.2 Artigo 2

Tenebrio molitor como um hospedeiro modelo para estudo de infec¢bes por
Candida spp.

Aline Dias Valério! Ricardo Sérgio de Couto Almeida?

1Departamento de Microbiologia, Universidade Estadual de Londrina, Londrina/PR,

Brasil.

Palavras-chave: Galleria mellonella, Tenebrio molitor, Candida albicans, Candida

tropicalis, Candida parapsilosis, Candida glabrata, Candida guilliermondii, viruléncia.

Corresponding author:

Prof. Dr. Ricardo Sergio Almeida

Present/permanent address:

Departamento de Microbiologia/ Centro de Ciéncias Bioldgicas
Universidade Estadual de Londrina

Rodovia Celso Garcia Cid, Pr 445, Km 380

86.057-970, Londrina — PR, Brazil

Fone: +55 43 3371-4976



91

RESUMO

Os modelos invertebrados tém se destacado como alternativa para o estudo de
patogenicidade e viruléncia microbiana. Galleria mellonella jA& é um modelo bem
estabelecido, principalmente em estudos com espécies do género Candida.
Tenebrio molitor apresenta caracteristicas imunolégicas semelhantes a G.
mellonella, e os estudos com larvas desse besouro ainda sado poucos. Tendo em
vista o potencial que T. molitor apresenta, utilizamos este modelo para avaliar a
viruléncia de diferentes espécies do género Candida. Além de avaliar a eficiéncia do
T. molitor como alternativa para o estudo de viruléncia fangica, foi realizado a
comparacdo deste modelo com larvas de G. mellonella submetidas aos mesmos
procedimentos experimentais. As larvas de T. molitor e de G. mellonella foram
inoculadas com 5 yL de cada concentragdo flingica (1x10°, 5x10° 1x10°, 5x1068,
1x107), a 37° C e observadas a cada 24 horas por um periodo de 10 dias
experimentais. Ao final do periodo experimental os resultados foram plotados em
uma curva de sobrevivéncia. Os dados demostraram que a mortalidade dos
individuos frente as infec¢des fungicas foram dose dependente para para ambos 0s
hospedeiros. Deste modo T. molitor apresentou potencial para ser uma alternativa

nos estudos de patogenicidade e viruléncia fungica.

Palavras-chave: Tenebrio molitor, Candida, Galleria mellonella, viruléncia
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1. INTRODUCAO

Diante dos problemas éticos que envolvem o0 uso de animais
sencientes na pesquisa cientifica, esforcos tém sido realizados para buscar
alternativas a tal problema. Ja existem estudos publicados que trazem resultados
favoraveis na area de métodos alternativos. Exemplos de modelos alternativos que
ja estado sendo utilizados nas pesquisas cientificas sdo: células, ovos embrionados,
tecido reconstituido, nematédeos e insetos (DIETERICH et al, 2001; CHAMILOS et
al, 2006; SANCHEZ et al, 2007; HANAOKA et al, 2008; PUKKILA-WORLEY, 2009;
JACOBSEN et al, 2011; QUITIN et al, 2013). As &reas que tais metodologias sao
implantadas sdo diversas, sendo que uma delas € na pesquisa da viruléncia e
patogenicidade microbiana.

Um fato que torna claro a necessidade de se criar novas
metodologias de estudo nos campos de viruléncia e patogenicidade microbiana séao
os dados epidemioldgicos que tém mostrado um aumento na incidéncia de infeccbes
em todo mundo, principalmente nos casos de infec¢des flngicas (LASS-FLORL,
2009; NUCCI et al, 2013). Tal aumento tem varios motivos, dentre eles, aumento na
expectativa de vida e crescente utilizagdo de medicamentos antimicrobianos de
amplo espectro (HOLZHEIMER; DRALLE, 2002; KOJIC; DAROUICHE, 2004; LASS-
FLORL, 2009; SILVA et al, 2012). Neste quadro, o género Candida se destaca como
patébgeno presente em grande parte dos casos de infec¢des flngicas. Dentro do
género Candida, a espécie Candida albicans se destaca como agente isolado com
maior frequéncia, tanto em pessoas saudaveis quanto em individuos que
apresentam quadro infeccioso no qual o agente causal € um fungo (SOLL, 2002;
COLOMBO; GUIMARAES, 2003; RUPING; VEHRESCHILD; CORNELY, 2008).
Apesar de C. albicans se destacar como o0 agente isolado com maior frequéncia, as
espécies ndo-albicans tem ganhado mais espaco nos estudos nos ultimos anos, seja
pelo aumento de casos ou também pela resisténcia a antifingicos que algumas
dessas espécies apresentam (COLOMBO; GUIMARAES:; SILVA, 2007; SILVA et al,
2012; YAPAR, 2014).

De encontro com as necessidades da comunidade cientifica em se
encontrar um novo modelo para testes de viruléncia e patogenicidade que se

engquadre nas exigéncias éticas, e a0 mesmo tempo seja logisticamente viavel para
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a realidade dos laboratérios de pesquisa, diversos estudos vém demonstrando o
potencial de varios modelos invertebrados para atender tal necessidade.

Dentre os modelos que estdo sendo investigados se encontram as
larvas da mariposa Galleria mellonella e do besouro Tenebrio molitor. O primeiro, j&
apresenta um vasto nimero de pesquisas cientificas nas quais sdo utilizados como
alternativa para os estudos de viruléncia e patogenicidade microbiana. Diversas
bactérias e fungos ja foram testados utilizando este modelo (REEVES, 2004;
FUCHS et al, 2010; BANVILLE; BROWNE; KAVANAGH, 2013; COOK; MCARTHUR,
2013; TSAI; LOH; PROFT, 2016). O segundo, comecou a ser utilizados como
modelo alternativo a menos tempo, por isso ainda conta com poucos estudos de
patogenicidade e viruléncia bacteriana e fungica (HAINE et al, 2008; OPPERT et al,
2012; DE SOUZA et al, 2015).

Como o T. molitor ainda € um modelo pouco explorado, noés
estudamos seu comportamento diante da infecgdo com microrganismos do género
Candida, além disso n6s comparamos os resultados gerados com larvas de G.
mellonella submetidas as mesmas condi¢cbes experimentais. Ao final do experimento
conseguimos tracar um padrdo de comportamento do modelo T. molitor diante da
infeccdo por Candida spp, mostrando o potencial do mesmo como modelo de

infeccdo para estudo de viruléncia fungica.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Preparo das cepas

Cepas de 5 espécies do género Candida foram utilizados no estudo.
C. albicans SC5314, C. parapsilosis ATCC 22019, C. tropicalis ATCC 200956, C.
glabrata ATCC MYA 2950, C. guilliermondii ATCC6260, foram cultivadas em meio
YPD (1% de extrato de levedura, 2% de peptona, 2% de glicose), em agitacdo de
180 rpm, a 30°C overnight. Apds esse periodo, as células foram centrifugadas,
descartou-se 0 sobrenadante, e foi feita a lavagem das mesmas trés vezes com
tampdao fostato salina (PBS- 137 mMNaCl, 2.7 mMKCI, 10 mM Na2HPOa4, 1.76mM
KH2POa4, pH 7.4). A densidade celular foi aferida utilizando um hemocitdmetro.
Posteriormente a este procedimento, foi feito o preparo das concentragdes utilizadas

no estudos a partir de diluicdes do inoculo principal utillizando PBS. As
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concentracdes utilizadas no estudo foram 1x10%, 5x10°% 1x108, 5x10°, 1x10’ por

larva, e o ensaio foi realizado em triplicata.

2.2. Ensaio de sobrevivéncia

2.2.1. Galleria mellonella

Larvas de Galleria mellonella foram obtidas de cultivo préprio do
Laboratério de Micologia e Métodos Alternativos ao Uso de Animais, na
Universidade Estadual de Londrina. As larvas utilizadas no ensaio, apresentavam
coloracao clara, livre de manchas, e peso entre 0,2-0,3g. Cada grupo experimental
era composto por 10 larvas, sendo que cada experimento foi realizado em triplicata.

Antes de aplicar o in6culo nas larvas as mesmas eram limpas com
alcool 70%, para retirar qualquer residuo externo que pudesse interferir nos
resultados experimentais. A inoculacdo foi realizada na ultima proleg do lado
esquerdo, utilizando uma seringa Hamilton (701N, calibre 26, 10uL de capacidade).

O experimento era composto do grupo controle o qual continha
larvas que foram inoculadas com 5 pyL de PBS, e dos grupos que foram inoculados
com as diferentes concentracbes das cepas do género Candida, sendo que o
volume inoculado foi o mesmo do grupo controle.

As larvas, apés a inoculacdo, foram armazenadas em placas de
Petri de 90 mm, e deixadas em estufa de 37°C durante todo o periodo experimental,
gue se estendeu por 10 dias. A cada 24 horas experimentais, 0 resultado era
aferido, sendo que as larvas eram consideradas mortas quando néo respondiam ao
toque, as mesmas eram retiradas das placas de Petri em que estavam armazenadas

e congeladas a -20°C, para posterior descarte (incineracao).
2.2.2. Tenebrio molitor
As larvas de T. molitor utilizadas no experimento sao cultivadas na

Universidade Estadual de Londrina pelo Laboratério de Micologia e Métodos

Alternativos ao Uso de Animais. As larvas de T. molitor sdo mantidas em caixas



95

plasticas (50X20X35 cm) com racdo a base de diferentes tipos de farinhas, em
temperatura de 25-30°C.

As larvas utilizadas no experimento apresentavam peso que variava
de 0,1-0,2 g. As mesmas foram selecionadas para que ndo apresentassem nenhum
sinal de contaminacdo, ou seja, as larvas utilizadas no ensaio apresentavam
coloracao uniforme, clara, a cuticula estava intacta e ndo havia nenhuma mancha ou
outro indicio de melanizagcdo. Da mesma forma que G. mellonella, os grupos
experimentais para T. molitor eram compostos por 10 larvas, sendo que para cada
concentragdo fungica utilizada no ensaio, o exerimento era repetido trés vezes.

As larvas de T. molitor eram previamente limpas com alcool 70%
para eliminar possiveis contaminantes externos, e para retirar os residuos da racao
gue poderiam vir a atrapalhar a inoculagdo. Em larvas de T. molitor a aplicacdo do
indculo é realizada no segundo anel posterior as patas, tal processo foi realizado
com o auxilio de uma seringa Hamilton (701N, calibre 26, 10 yL de capacidade).

O controle experimental foi realizado com a inoculagao de 5 uL de
PBS, nos grupos experimentais foi inoculado o mesmo volume de cada uma das
concentracfes das diferentes espécies de Candida. Apés a inoculacdo as larvas
foram armazenadas nas placas de Petri de 90 mm, em estufa a 37°C, durante 10
dias. A cada 24 horas o experimento era monitorado, e as larvas mortas (que nao
respondiam ao toque) eram descartadas, sendo primeiramente congeladas a -20°C,

para posterior incineracao.

2.3 Anélises Estatisticas

Os dados gerados pelo experimento foram analisados com o auxilio
do programa GraphPad Prism 5. As curvas de sobrevivéncia foram construidas e
analisadas através do método de Keplen Meier e as analises estatisticas foram
realizadas utilizando o teste de Log Rank. O resultado foi considerado significativo

guando p< 0,05.
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3. RESULTADOS

Em nosso estudo avaliamos o comportamento de larvas de T.
molitor diante da infeccdo por diferentes espécies do género Candida. Além disso
nos comparamos os resultados obtidos com G. mellonella submetido as mesmas
condi¢cBes experimentais. T. molitor apresentou uma mortalidade dose dependente
diante da infeccdo fungica, mesmo comportamento apresentado por G. mellonella
(fig 1-5). Os dados obtidos através da analise das curvas de sobrevivéncia,
demonstraram que concentracdes de 5x10° e 1x10’ das espécies do género
Candida, utilizadas neste trabalho, quase sempre mataram todas as larvas, tanto de
G. mellonella, quanto de T. molitor em 24 horas (figuras 1-5). C. guilliermondii foi
uma das excecdes a essa regra, pois na concentracdo de 5x10° apresentou uma
taxa de mortalidade de aproximadamente 65% das larvas de G. mellonella e 87%
das larvas de T. molitor, apds 24 horas de experimento (figura 5). C. glabrata
também apresentou variagdo na taxa de mortalidade na concentracdo de 5x10°,
sendo que ao final do periodo de 24 horas, causou a morte de aproximadamente
87% das larvas de T. molitor (figura 4).

Quando realizamos a comparacdo entre as concentracfes de C.
albicans inoculadas em larvas de T. molitor ndo encontramos diferenca significativa
entre as mesmas (fig 1). A avaliagéo realizada em G. mellonella inoculadas com o
mesmo fungo, encontramos diferencas significativas quando comparamos as
concentracdes de 1x10° e 5x10° (P<0,0001) e entre 5x10° e 1x108 (P= 0,0033) (fig.
1). Nas larvas de T. molitor inoculadas com C. tropicalis, também n&o foi encontrada
diferenca significativa entre os inéculos (fig. 2). Enquanto que, entre as
concentracdes de 1x10° e 5x10°em G. mellonella inoculadas com o mesmo fungo foi
encontrada diferenga significativa (P=0,0156) (fig. 2).

Nas larvas de T. molitor infectadas com C. parapsilosis foi
encontrada a diferenca significativa entre as concentracdes de 1x10° e 5x10° (P=
0,0075); e também entre 1x10® e 5x10° (P=0,0003) (fig. 3). As larvas de G.
mellonella submetidas as mesmas condi¢cdes experimentais, apresentaram diferenca
significativa as concentragfes de 1x10° e 5x10° (P<0,0001); 5x10° e 1x10°
(P<0,0001); 1x10°%e 5x108 (P= 0,0026) (fig. 3).

Os hospedeiros invertebrados inoculados com C. glabrata também

apresentaram diferencas significativas quando realizada a comparacéo entre suas
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concentracdes. As concentracdes de 1x10° e 5x108 (P<0,0022); 5x10° e 1x10’
(P=0,0401) diferiram significativamente em T. molitor (fig. 4). Em G. mellonella a
concentracéo de 5x10° provocou mais mortes de G. mellonella do que a 1x10° (P=
0,0002). O in6culo de 1x10° foi mais letal do que 5x10° (P= 0,0011). A concentragdo
de 5x108 provocou maior taxa de mortalidade que 1x10° (P= 0,0013) (fig. 4).

As larvas de T. molitor inoculadas com C. guilliermondii
apresentaram diferencas significativas quando comparamos as concentragdes de
1x108 com 5x10° (P<0,0001), e também entre 5x10° e 1x10’ (P= 0, 0401) (fig. 5). G.
mellonella infectada com este fungo as diferencas foram encontradas na
comparacdo das concentracbes de 5x10° e 1x10° (P=0,0061); 1x10° e 5x10°
(P<0,0001); 5x10° e 1x107 (P= 0,0003) (fig 5).

Na tabela 01, estédo registrados os dados estatisticos da comparacao
pontual de cada concentracéo fungica entre os modelos T. molitor e G. mellonella.
As larvas inoculadas com C. albicans ndo apresentaram diferenca estatistica entre
os dois modelos utilizados no estudo. Larvas de T. molitor e G. mellonella infectada
com C. tropicalis apenas apresentaram diferenca significativa com o inoculo de
menor concentragdo, mesmo comportamento observado nas larvas inoculadas com
C. parapsilosis. As maiores diferencas foram encontradas na comparacao entre as
larvas inoculadas com C. glabrata, que apresentaram diferenca significativa nas
concentracdes de 1x10°, 5x10° e 5x10°, e naquelas inoculadas com C. guilliermondii
em gue as diferencas significativas entre os dois modelos foram encontradas em
1x10°, 5x10° e 1x106.

4. DISCUSSAO

O uso de G. mellonella para o estudo da viruléncia do género
Candida ja € bem estabelecido, porém, existem poucos trabalhos que utilizam T.
molitor para esse fim (BRENNAN et al, 2002; LI et al, 2013; DE SOUZA et al, 2015).
Brennan e colaboradores (2002), estabeleceram uma relagdo de viruléncia entre
ratos e G. mellonella infectados com C. albicans, mostrando ao final dos
experimentos o potencial do modelo invertebrado como alternativa ao uso de
animais sencientes. Em trabalho prévio realizado pelo nosso grupo de pesquisa nés
encontramos que larvas de T. molitor infectadas com diferentes concentragfes de C.

albicans, mostraram comportamento dose dependéncia (DE SOUZA et al, 2015). Em



98

nosso trabalho a relagcdo de viruléncia de todas as cepas estudadas com a
mortalidade de ambos os insetos utilizados também foi de dose-dependéncia, dado
gue reafirma o potencial dos modelos invertebrados como alternativa para esse tipo
de estudo. A relacdo da dose dependéncia ja foi demostrada em outros estudos na
literatura que utilizam estes modelos para o estudo de viruléncia fangica (LI et al,
2013; DE SOUZA et al, 2015; MORALEZ et al, 2016)

O género Candida se destaca como um dos principais agentes
etiologicos de infec¢cbes fangicas, principalmente devido ao conjunto de diferentes
fatores de viruléncia que apresenta (O'DONNELL et al, 2015). Tais fatores de
viruléncia sdo variaveis entre as espécies e sao justamente essas diferencas que
podem ajudar a explicar a variacdo da taxa de mortalidade das larvas de G.
mellonella e T. molitor infectados com Candida spp. A interagcdo do sistema
imunoldgico das larvas com as diferentes espécies de Candida spp. tem um grau de
diferenca, pois, como dito anteriormente, o conjunto de fatores de viruléncia que
cada uma das espécies apresenta é variado. Por exemplo, a maior parte dos
estudos apontam C. albicans como a espécie mais virulenta do género Candida, isso
se deve principalmente aos varios fatores de viruléncia encontrados nessa espécie,
0S quais irdo ajudar o fungo a se estabelecer no hospedeiro e provocar a infeccéo
(CALDERONE; FONZI, 2001; SUDBERY; GOW; BERMAN, 2004; SILVA et al, 2012;
MAYER, WILSON, HUBE, 2013; MCMANUS; COLEMAN, 2014; YAPAR, 2014).
C.tropicalis € uma das espécies do género que mais se assemelha geneticamente
com C. albicans, apresentando também uma variedade de fatores de viruléncia,
como por exemplo capacidade de formacdo de biofilmes e producdo de hifas
(YOSHIO, KOUJI, 2006; BUTLER et al, 2009; NEGRI et al, 2012). Tais
caracteristicas ajudam a explicar a pouca variacdo quando comparamos a taxa de
mortalidade das larvas de G. melonella e T. molitor infectados com C. albicans e C.
tropicalis.

As larvas infectadas com C. glabrata e C. guilliermondii foram as
gue mais apresentaram diferencas entre os modelos, sendo que as larvas de T.
molitor apresentaram maior sensibilidade a infeccdo por esses dois fungos do que
as larvas da mariposa. As variaveis que podem ajudar a explicar a maior
sensibilidade de T. molitor a essas espécies podem ser desde os fatores de

viruléncia destes fungos e o0 modo que 0s mesmos interagem com 0S mecanismos
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de defesa dessa larva, até o tamanho reduzido das mesmas em comparacéao com G.
mellonella, o que pode ter contribuido para os resultados encontrados.

Quando avaliamos os resultados fica claro que a utilizacao de larvas
do besouro é tdo vantajosa quanto larvas da mariposa. Assim como G. mellonella, T.
molitor pode ser armazenado em temperaturas que variam de 25° C a 37°C, o
indculo pode ser feito por injecdo e além da curva de sobrevivéncia e histopatologia,
ensaios ex vivo, in vivo, e in vitro podem ser realizados para complementar a
pesquisa. Em paises como o Brasil, onde larvas da mariposa ndo podem ser
adquiridas comercialmente, larvas de T. molitor podem ser uma alternativa
comercialmente viavel, pois estas sao utilizadas na alimentagcdo de passaros e
outros animais. Mesmo em paises onde ndo existe venda comercial desse
coleoOptero, € possivel realizar a criacdo e manutencdo dos mesmos em laboratério
mais facilmente do que a lepddptera modelo. Os insetos sdo mantidos em caixas
plasticas com uma racdo a base de componentes da alimentacdo humana (farinha,
gérmen de trigo e farelo de trigo). Além disso, ndo sdo necessarias técnicas de
manutencao especificas, sendo apenas necessario a retirada dos animais mortos e
a reposicao da racao em determinados intervalos de tempo.

Diante dos dados apresentados acima, fica claro que T. molitor,
apresenta-se como um modelo alternativo para os estudos de viruléncia fungica.
Seu potencial € confirmadp pelos dados apresentados em nosso trabalho, o qual é
inédito, pois além de comparar a viruléncia de varias espécies do género Candida,
também comparou o modelo de T. molitor com G. mellonella, o qual ja é estudado a

mais tempo para este fim.
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Figura 01 - Curvas de sobrevivéncia para T. molitor (A) e G. mellonella (B), inoculados com diferentes
concentragdes de C. albicans SC5314. A morte das larvas apresentou-se in6culo dependente. Nao
houve diferenca estatistica significativa na morte das larvas de T. molitor inoculados com C. albicans
(Teste Log rank). O grupo controle apresenta larvas inoculadas com PBS. B: Concentracdo de 5x10°
foi significantemente mais letal para larvas de G. mellonella que a concentragdo de 10° (P<0,0001). O
inoculo de 1x10°% foi mais letal do que 5x105 (P=0,0033).0 experimento foi realizado em triplicata
sendo que o n amostral para cada um dos experimentos foi de 10 larvas. O valor de P considerado
significativo foi quando ele era <0,05 (Teste Log rank).
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Figura 02 - Curvas de sobrevivéncia para T. molitor (A) e G. mellonella (B), inoculados com diferentes
concentragdes de C. tropicalis ATCC 200956. A: Nao houve diferenca estatistica significativa na
morte das larvas de T. molitor inoculados com C. tropicalis (Teste Log rank). B: Concentracdo de
5x10° foi significantemente mais letal para larvas de G. mellonella que a concentragdo de 10°% (P=
0,0156). O grupo controle era composto por larvas inoculadas com PBS. O experimento foi realizado
em triplicata, sendo que o n amostral para cada um dos experimentos foi de 10 larvas. O valor de P
considerado significativo foi quando ele era <0,05 (Teste Log rank).
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Figura 03 - Curvas de sobrevivéncia para T. molitor (A) e G. mellonella (B), inoculados com diferentes
concentracdes de C. parapsilosis ATCC 22019. A: Concentragao de 5x10° resultou em maior taxa de
mortalidade de larvas de T. molitor do que a concentracdo de 1x10% (P= 0,0075). A concentracdo de
5x10°% foi significantemente mais letal para larvas de T. molitor do que 1x10® (P=0,0003). B: A
concentracao de 5x10° provocou mais mortes de G. mellonella do que a 1x10° (P<0,0001). O inéculo
de 1x108 foi mais letal do que 5x10°% (P<0,0001). A concentracdo de 5x108 provocou maior taxa de
mortalidade que 1x108 (P= 0,0026). O grupo controle era composto por larvas inoculadas com PBS. O
experimento foi realizado em triplicata, sendo que o n amostral para cada um dos experimentos foi de
10 larvas. O valor de P considerado significativo foi quando ele era <0,05 (Teste Log rank).
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Figura 04 - Curvas de sobrevivéncia para T. molitor (A) e G. mellonella (B), inoculados com diferentes
concentracdes de C. glabrata ATCC MYA 2950. A: Concentragdo de 5x108 resultou em maior taxa de
mortalidade de larvas de T. molitor do que a concentracdo de 1x106 (P<0,0022). A concentracdo de
1x107 foi significantemente mais letal para larvas de T. molitor do que 5x10® (P=0,0401). B: A
concentracao de 5x10° provocou mais mortes de G. mellonella do que a 1x10% (P= 0,0002). O inéculo
de 1x10° foi mais letal do que 5x105 (P= 0,0011). A concentragcdo de 5x10° provocou maior taxa de
mortalidade que 1x108 (P= 0,0013). O grupo controle era composto por larvas inoculadas com PBS. O
experimento foi realizado em triplicata, sendo que o n amostral para cada um dos experimentos foi de
10 larvas. O valor de P considerado significativo foi quando ele era <0,05 (Teste Log rank).
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Figura 05 - Curvas de sobrevivéncia para T. molitor (A) e G. mellonella (B), inoculados com diferentes
concentragdes de C. guilliermondii ATCC6260. A: Concentragédo de 5x108 resultou em maior taxa de
mortalidade de larvas de T. molitor do que a concentracdo de 1x106 (P<0,0001). A concentracdo de
1x107 foi significantemente mais letal para larvas de T. molitor do que 5x10% (P= 0, 0401). B: A
concentracao de 1x10° provocou mais mortes de G. mellonella do que a 5x10° (P=0,0061). O in6culo
de 5x108 foi mais letal do que 1x10® (P<0,0001). A concentragdo de 1x107 provocou maior taxa de
mortalidade que 5x108 (P= 0,0003). O grupo controle era composto por larvas inoculadas com PBS. O
experimento foi realizado em triplicata, sendo que o n amostral para cada um dos experimentos foi de
10 larvas. O valor de P considerado significativo foi quando ele era <0,05 (Teste Log rank).
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Tabela 01 — Dados estatisticos da comparacao das diferentes concentracbes de
Candida spp em Tenebrio molitor e Galleria mellonella.

Cepas Concentracao inoculo
1x10° 5x10° 1x10° 5x10° 1x10’
C. albicans NS NS NS NS NS
C. tropicalis p=0,0003 NS NS NS NS
C. parapsilosis p=0,0066 NS NS NS NS
C. glabrata p<0,0001 p=0,0141 NS p=0,0401 NS
C. guilliermondii  p=0,0052 p=0,0149 p=0,0078 NS NS

NS= diferenca nado significativa estatisticamente. Os valores de p foram
considerados significativos quando eram < 0,05
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6. CONCLUSOES

Através dos dados obtidos no presente trabalho foi possivel observar
o grande potencial de T. molitor nas pesquisas cientificas, principalmente no que se
refere a estudos de patogenicidade e viruléncia microbiana. T. molitor apresenta-se,
além de uma alternativa ao modelos hospedeiros classicos utilizados na pesquisa
cientifica, mas também como uma alternativa para outro hospedeiro invertebrado ja
utilizado nas pesquisas cientificas, as larvas de G. mellonella. Diferentemente de G.
mellonella, o T. molitor pode ser obtido comercialmente no Brasil, o que favorece as
pesquisas cientificas, facilitando a aquisicdo do modelo e consequentemente as
pesquisas na area.

Apesar dos resultados favoraveis ainda existe um longo caminho a
ser percorrido até que os modelos hospedeiros alternativos sejam aceitos e
utilizados amplamente no meio cientifico. Para que isto aconteca, a padronizacédo de
metodologias de criacdo e experimentacdo deve se estabelecer, também devem-se
aumentar as pesquisas para o sequenciamento do genoma desses insetos. Tais
atitudes irdo trazer mais reprodutibilidade aos ensaios, além de poder propiciar
novos caminhos a serem explorados no campo da metodologia alternativa na

pesquisa cientifica.



