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APRESENTACAO

O e-book “Entomologia: Estudos sobre a biodiversidade, fisiologia, controle e
importancia médica dos insetos 2” é composto por sete capitulos, que abordam temas
relevantes sobre diversos insetos que causam danos a vegetais, incluindo os que séo
de importéancia econémica, uso adequado e cauteloso de agrotdxicos, além de estudo de
caso de cultivo de bioagentes para controle de pragas. E fundamental que os incentivos
financeiros sejam devidamente aplicados no avangco de conhecimento cientifico para
politicas publicas associadas ao manejo adequado em um contexto econémico, médico e
veterinario.

Nesse contexto, o capitulo | apresenta as estimativas do tempo de desenvolvimento
de Amblypelta nitida (Hemiptera: Coreidae), um fruitspotting bug (FSB) nativo da Australia
que ataca principalmente macadamia, citros, abacate, pinha, lichia, maracuja, mamao
e manga. O tempo de desenvolvimento foi estimado com base nas demandas térmicas
ovo-adulto. Identificar anualmente o ciclo desses insetos é fundamental para defesa das
plantas atacadas. O capitulo Il identifica a sele¢cdo de principios ativos de agrotéxicos
para o uso de controle quimico para o manejo sustentavel de Anastrepha curvicauda
Gertaecker, 1860 (syn. Toxotrypana curvicauda) (Diptera: Tephritidae) em cultivo de maméao
no Brasil. Sem duvida essa abordagem auxilia nos planos futuros de enfrentamento no
controle da sua entrada no pais e também no uso adequado e cauteloso de substancias
que podem ser prejudiciais ao meio ambiente se ndo manejado de forma adequada. O
capitulo Il sintetiza estudos de aplicacdo de terapia fotodindmica antimicrobiana contra
diversos patégenos. Um organismo modelo é Galleria mellonella, um lepidoptero da familia
Pyralidae, com grande destaque nas pesquisas envolvendo essa abordagem. O capitulo
IV avalia rela¢des e variagdes no tamanho corporal do inseto Hedypathes betulinus Klug
(1825) (Coleoptera: Cerambycidae. Esse estudo tem implicagbes importantes em um
contexto ecolégico e econdmico uma vez que o inseto causa a broca da erva-mate. O
capitulo V demonstra que Scirtothrips dorsalis Hood, 1919 (Thysanoptera: Thripidae) é um
inseto polifago que ataca plantas de importancia econdmica, e que ja causou viroses na
Ameérica do Sul, por isso prospectar informagdes preventivas sobre o inseto € fundamental
para estabelecer estratégias de manejo. Foram estimadas as quantidades de geracdes
do inseto sujeitas aos desenvolvimentos nos periodos de maior disponibilidade de flores/
frutos da macadamia. O Capitulo VI aborda a importancia de aproximar a populagéo dos
conhecimentos sobre a doenca de Chagas, considerada infecciosa parasitaria, orientando
como evitar a disseminacdo desse vetor, bem como destaca a importancia de uma
vigilancia entomologica efetiva. Por fim, o capitulo VII demonstra resultados promissores
com cultivo de bioagentes como Nematoides entomopatogénicos (NEPs) que séo parasitas
obrigatérios de insetos e podem ser usados como ferramentas no controle de pragas de



importancia agricola, médica e veterinaria.
Esse conjunto de artigos publicados pela Atena Editora traz temas atuais e
relevantes.

A vocé leitor e leitora, desejamos uma excelente leitura!

José Max Barbosa Oliveira-Junior

Lenize Batista Calvao
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RESUMO: A terapia fotodinamica antimicrobiana
(aPDT) é baseada na administragcdo local ou
sistémica de um fotossensibilizador néo tdxico
seguido por irradiagdo com um comprimento de
onda especifico para gerar espécies reativas
de oxigénio (ROS), principalmente oxigénio
singleto. Atualmente, modelos experimentais de
animais que possibilitem estudos em larga escala
s80 essenciais para as pesquisas com terapia
fotodindmica antimicrobiana, dentre os modelos
alternativos de animais, a Galleria mellonella,
um lepidéptero da familia Pyralidae, tem tido
grande destaque nas pesquisas envolvendo
terapia fotodindmica. O objetivo deste estudo foi
descrever, através de uma revisao de literatura,
a utilizacdo deste modelo experimental nas
pesquisas envolvendo a terapia fotodinamica
antimicrobiana. foram consultadas as bases de
dados PubMed e Google académico, limitando
de 2002 a 2022, utilizando os descritores Galleria
mellonella, photodynamic therapy (terapia
fotodinamica) e antimicrobial (antimicrobiana) em
inglés e de forma combinada. Esta selecdo foi
realizada por um unico examinador, inicialmente
feito pela leitura dos resumos, seguida pela
leitura completa dos artigos. Ao total foram
encontrados 16 documentos no Pubmed e 59
no Google Académico, sendo incluidos o total de
19 documentos para este trabalho, sendo 1 tese
de doutorado. Pode-se concluir que os modelos
alternativos de G. mellonella podem ser muito
interessantes para o estudo e avancgo da terapia
fotodindmica antimicrobiana contra diversos
patégenos.

PALAVRAS-CHAVE: aPDT. Insetos. Modelos
animais alternativos. Laser. Saude.

Capitulo 3


http://lattes.cnpq.br/6891648233983408
https://orcid.org/0000-0002-7840-1993
http://lattes.cnpq.br/7317834230980773
https://orcid.org/0000-0003-3540-3187
http://lattes.cnpq.br/7100863072643616
http://orcid.org/0000-0002-6693-360X
http://lattes.cnpq.br/601685082050062
https://orcid.org/0000-0002-4206-0904
http://lattes.cnpq.br/7805899028515988
https://orcid.org/0000-0002-2090-0554

THE USE OF Galleria mellonella WITH EXPERIMENTAL MODEL TO
ANTIMICROBIAL PHOTODYNAMIC THERAPY: A LITERATURE REVIEW

ABSTRACT: Antimicrobial photodynamic therapy (aPDT) is based in local or systemic
administration of a non-toxic photosensitizer, followed for the irradiation with a specific
wavelength to generate reactive oxygen species (ROS), mainly singlet oxygen. Currently,
experimental animal models that allow large-scale studies are essential for research with
antimicrobial photodynamic therapy, among alternative animal models, we highlight Galleria
mellonella insect, a lepidopteran of the Pyralidae family, that has been used in research
involving photodynamic therapy. The aim of this study was to describe, through a literature
review, the use of this experimental model in research involving antimicrobial photodynamic
therapy. For that, PubMed and Google Scholar databases were consulted, limited from 2002
to 2022, using the descriptors Galleria mellonella, photodynamic therapy (photodynamic
therapy) and antimicrobial (antimicrobial) in English, individually or in a combined manner.
This selection was performed by a single examiner, initially by reading the abstracts, followed
by the complete reading of the articles. In total, 16 documents were found on PubMed and
59 on Google Scholar. After selection, 18 articles and 1 doctoral thesis was used for the
development for this work. It can be concluded that alternative models of G. mellonella can be
very interesting for the study and advancement of antimicrobial photodynamic therapy against
various pathogens.

KEYWORDS: aPDT. Insects. Alternative animal models. Laser. Health.

INTRODUCAO

A terapia fotodindmica antimicrobiana (antimicrobial photodynamic therapy, aPDT)
€ baseada na administragédo local ou sistémica de um fotossensibilizador atéxico (como
por exemplo, laranja de acridina, porfirinas, rosa bengala, azul de toluidina (TBO), azul
de metileno (MB)), seguido pela irradiagdo com um comprimento de onda especifico para
producao de espécies reativas de oxigénio (reactives oxygen species, ROS), principalmente
oxigénio singleto. Uma das vantagens desse recurso é o uso seguro e livre da indugéo de
resisténcia microbiana (KUCINSKA et al., 2017).

Atualmente, modelos experimentais animais que possibilitem estudos em larga escala
s@0 essenciais para as pesquisas com aPDT, tendo em vista a grande disponibilidade de
candidatos a fotossensibilizadores e de formula¢des inovadoras, bem como a necessidade
de se entender os mecanismos de agdo da aPDT na célula-alvo e no tecido hospedeiro
(KUCINSKA et al., 2017). Contudo, diante as questdes éticas relacionadas ao uso de
vertebrados em pesquisas cientificas, faz-se necessario o uso de modelos alternativos.
Deste modo, a utilizagdo de invertebrados como modelos alternativos tém demonstrado
destaque.

Entre os invertebrados utilizados como modelos, destacamos o inseto Galleria
mellonella (Linnaeus, 1758) (Lepidoptera: Pyralidae), conhecida popularmente como traca-
da-cera. Seu uso como inseto modelo foi estabelecido em 1975, por Kropinski e Chadwick
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(KROPINSKI e CHADWICK, 1975) e deste entdo, tem tido destaque em pesquisas
envolvendo a aPDT (Fig. 1).

Figura 1. Terapia Fotodindmica Antimicrobiana (aPDT) em larvas da Galleria mellonella (adaptado de
GRIZANTE BARIAO et al., 2022).

G. mellonella é um lepidoptero holometabolo que possui quatro fases de
desenvolvimento: ovo, larva, pupa e adulto; sendo a fase larval, ideal para experimentagao.
Nessa fase, os insetos possuem tamanhos que variam de 1,5-2,5 cm de comprimento e
de 150-200 mg de peso (KAVANAGH e FALLON, 2010). Seu ciclo de vida é considerado
rapido, entre 6-8 semanas; as fémeas adultas tem alta taxa de oviposi¢éo, cerca de 100
ovos. Os adultos possuem dismorfismo sexual (macho e fémea); a fémea possui coloragéo
mais escura e é maior que o macho; esses alimentam-se de pélen ou cera de abelha,
caracteristica que resulta em um baixo custo para manutencgéo das cria¢des laboratoriais
(KWADHA et al, 2017).

Quando comparados a outros modelos experimentais, as larvas de G. mellonella
possuem algumas vantagens, como tolerancia a temperaturas entre 25° e 37° C, o que
permite o estudo do microrganismo a temperatura que causa infeccao humana, e o tamanho
adequado para inoculagdo dos microrganismos, permitindo uma padroniza¢ao precisa do
in6culo microbiano (TREVIJANO-CONTADOR e ZARAGOZA, 2014). Este modelo animal
também pode ser utilizado para anélise da resposta imunolégica do hospedeiro frente a
infeccéo, pois os invertebrados possuem sistema imune com similaridades funcionais e
estruturais ao dos mamiferos (FUCHS et al., 2010).

Tendo em vista as vantagens do modelo G. mellonella para estudar o tratamento das
infecgcbes microbianas, o objetivo deste estudo foi desenvolver uma revisdo de literatura

sobre a utilizacdo desse modelo experimental nas pesquisas envolvendo aPDT.

MATERIAL E METODOS

Para a realizacédo desta reviséo de literatura, foram consultadas as bases de dados
PubMed (https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/) e Google académico (https://scholar.google.
com.br/), limitando-se entre os anos de 2002 e 2022. Foram utilizados os descritores:
Galleria mellonella, photodynamic therapy (terapia fotodindmica) e antimicrobial
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(antimicrobiana) de forma isolada ou combinada. Esta sele¢éo foi realizada por um unico
examinador, inicialmente feito pela leitura dos resumos, seguida pela leitura completa
dos artigos. Ao total foram encontrados 16 e 59 documentos nas bases PubMed Google
Académico, respectivamente. Ao final da leitura, 18 artigos e uma tese de doutorado foram

selecionados para o desenvolvimento desta revisdo de literatura.

RESULTADOS E DISCUSSAO

G. mellonella (traga da cera de abelha) é um inseto holometabolo, ou seja, possui
os estagios de ovo, larva, pupa e adulto. Seu periodo de desenvolvimento larval &€ de 40
dias em média, podendo variar devido a condi¢des ambientais e ao suprimento alimentar
(JORJAO, 2016).

Atualmente, o uso da G. mellonella como modelo animal é mais generalizado para
os estudos que envolvem microrganismos patogénicos, sendo uma alternativa valiosa em
relacdo aos modelos animais (vertebrados), que s@o caros e envolvem diversos conflitos
éticos (WAND et al., 2013). Seu uso é proposto como escolhas eficiente e de baixo custo,
capaz de gerar dados confiaveis e reprodutiveis sobre a viruléncia microbiana (HORNSEY
e WAREHAM, 2011).

G. mellonella possui um sistema relativamente avancado de defesas; um sistema
imune inato complexo e células na hemolinfa que sdo capazes de encapsular e/ou fagocitar
invasores microbianos, além de respostas adaptativas, que incluem a produgéo induzida de
lisozimas e pequenos peptideos antimicrobianos (RAMARAO et al., 2012).

Devido a tolerancia a temperaturas entre 25° e 37° C (semelhante as observadas
durante as infeccbes em humanos), além disso, a inoculagdo de patbgenos e o
desenvolvimento da infeccdo experimental em larvas da G. mellonella podem ser
minunciosamente padronizadas e monitoradas pela analise de sobrevivéncia larval, os
microrganismos recuperados e o desenvolvimento de analises histologicas dos tecidos
obtidos dos hospedeiros (FUCHS et al, 2010; JORJAO et al. 2018). Os insetos possuem
hemolinfa, tecido extracelular com fungéo correspondente ao sangue em mamiferos, como
transporte de nutrientes, residuos e moléculas sinalizadoras; na hemolinfa estao presentes
os hemocitos (células presentes no sistema circulatorio de invertebrados), que geralmente
sdo as células de defesa da G. mellonella.

Larvas da G. mellonella séo relativamente grandes em tamanho (12 -20 mm), o que
permite a f4cil manipulacdo e obten¢éo de tecido, como hemolinfa para as analises, além
do sistema imunol6gico com um elevado grau de estruturas, sendo parecido estrutural e
funcionalmente com sistema imune inato de vertebrados (LIONAKIS, 2011). G. mellonella
€ um modelo ideal para aPDT in vivo: o fotossensibilizador pode ser injetado diretamente
na hemolinfa do inseto; seu corpo relativamente translucido facilita o fornecimento de luz,

ativando o fotossensibilizador.
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Chibebe-Junior et al (2013a) realizaram um estudo pioneiro utilizando a G.
mellonella como modelo experimental para aPDT; nele aplicaram azul de metileno como
fotossensibilizador (methylene blue, MB), com comprimento de onda de 660nm. Delimitaram
inicialmente um conjunto preliminar de experimentos com diferentes grupos de larvas que
receberam a inoculacdo do patbgeno Enterococcus faecium e, posteriormente, doses
diferentes de aPDT. A hipbtese deste trabalho é que doses mais elevadas de aPDT poderiam
promover danos nos tecidos do hospedeiro ou na resposta imunolégica dele. Quando uma
dose baixa de aPDT foi utilizada, ela foi eficaz na morte dos microrganismos e tolerada pelas
larvas sem toxicidade. O estudo concluiu que este modelo animal invertebrado forneceu
uma nova e valiosa ferramenta para explorar tratamentos combinatérios baseados em
aPDT.

A G. mellonella também tem sido utilizada com sucesso para estudar patogénese
e infecgdo por diferentes espécies de fungos, tais como Candida albicans, Cryptococcus
neoformans, Fusarium oxysporum, Aspergillus flavus e Aspergillus fumigatus. Nesta
pesquisa de 2013 (CHIBEBE JUNIOR et al., 2013b) a larva foi utilizada como um hospedeiro
para o estudo in vivo do efeito antifungico da aPDT com o fotossensibilizador MB, com
comprimento de onda de 660nm, bem como o estudo da terapia combinada usando aPDT
e um medicamento antifungico convencional. A concluséo principal desse estudo € que o
modelo experimental G. mellonela - C. albicans é adequado para estudar aPDT antifingico
e para explorar tratamentos combinatérios baseados em aPDT.

Merigo et al. (2017) avaliaram a aplicacédo de diferentes comprimentos de
onda de laser com ou sem trés corantes fotossensibilizadores (eritrosina, curcumina e
TBO), em células de C. albicans in vitro e em protocolos aPDT in vivo, utilizando larvas
experimentalmente infectadas da G. mellonella. Trés protétipos de laser, cuja poténcia
optica foi medida com um medidor de poténcia (PM-200, Thorlabs), foram utilizados para
este estudo: um laser de diodo vermelho (tamanho de ponto 0,2 cm?), comprimento de
onda 650 nm, para ser utilizado com o TBO; um laser de diodo azul-violeta (tamanho de
ponto 0,2 cm?), comprimento de onda 405 nm, para ser utilizado com curcumina; um laser
de diodo verde (tamanho de ponto 0,785 cm?), comprimento de onda 532 nm, para ser
utilizado com eritrosina. Larvas de G. mellonella no ultimo instar larval foram selecionadas
por seu peso (350 + 20 mg) e auséncia de pigmentacéo da cuticula, foram entédo divididas
aleatoriamente em 14 grupos (16 larvas/grupo) para avaliar a auséncia de toxicidade dos
corantes e a eficacia do aPDT ap6s infeccdo com C. albicans. Um grupo adicional serviu
como controle.

Aresposta imunolégica dos insetos demonstra semelhangas estruturais e funcionais
com a resposta imunoldgica inata dos mamiferos e, em particular, os hemécitos de insetos
e os neutréfilos de mamiferos tem demonstrado de forma semelhante a fagocitose e morte
de patégenos. Esses estudos demonstraram que o aPDT pode estimular no hospedeiro

mecanismos de defesa através da atracdo e acumulagdo de neutréfilos para a regido
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infectada. Isto pode explicar, pelo menos em parte, os resultados obtidos em G. mellonella.

Como os estudos in vivo sdo cruciais para a avaliagcdo da patogenicidade dos
microrganismos e desenvolvimento de tratamentos alternativos, Santos et al. verificaram a
eficacia do aPDT contra a infecg@o experimental por Porphyromonas gingivalis no modelo
da G. mellonella (DOS SANTOS et al., 2017a). P. gingivalis é descrito como um “patégeno
fundamental” na periodontite cronica. As larvas da G. mellonella foram irradiadas em
uma placa de cultura de 24 pogos, onde receberam a injecao do fotossensibilizador (MB,
10pL) 90 minutos apés a infecgdo bacteriana (Fig. 2). Para a realizagdo da irradiagéo
foram espagados mais 30 minutos para permitir uma boa dispersdo do fotossensibilizador
peloorganismo do inseto, com Laser de Galio-Arsénio-Aluminio, comprimento de onda de
660 nm.

Além disso, nesse estudo foi investigada a capacidade do aPDT (LED vermelho,
660nm) em dar uma resposta imune a G. mellonella através da avaliagdo das mudancgas
no namero de hemocitos disponiveis. Os resultados sugeriram que o aPDT tem algum
efeito imunomodulador no modelo da G. mellonella (DOS SANTOS et al., 2017b). Também
mostraram que a G. mellonella € um modelo adequado para o estudo de patégenos
periodontais, bem como terapias alternativas, indicando a importancia de estudos
adicionais empregando diferentes ensaios (fagocitose, andlise da produgcéo de peptideos
antimicrobianos e culturas de tecidos) que possam permitir analisar tanto o hospedeiro
como o microrganismo, a fim de elucidar caracteristicas da viruléncia de P. gingivalis, como

sua capacidade de induzir uma infeccao periodontal persistente.

Figura 2. Larvas de G. mellonella irradiadas em uma placa de cultura de 24 pocos (DOS SANTOS et
al., 2017a).

Paziani et al (2019) empregaram a G. mellonella para estudar in vivo os efeitos da
aPDT (laser de diodo vermelho, comprimento de onda 635 nm) com trés fotossensibilizadores
diferentes de fenotiazinio, MB, novo azul de metileno N e o pentaciclico S137, contra a
infeccéo por microconidios de Fusarium keratoplasticum e Fusarium moniliforme, fungos
filamentosos comuns no ambiente e causam micose, tanto em animais como em plantas.
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As infeccoes humanas incluem micetomas, ceratites e onicomicose, enquanto a micose
mais profunda ocorre em pacientes imunocomprometidos.

A terapia fotodindmica antimicrobiana com MB (1500 puM), novo azul de metileno
(200 puM) e o derivado pentaciclico S137 (200 uM) ndo demonstraram toxicidade ou
apresentam baixa toxicidade para as larvas da G. mellonella e aumentaram a sobrevivéncia
das larvas infectadas com microconidios de F. keratoplasticum e F. moniliforme. O aumento
da sobrevivéncia larval foi devido a redugéo da carga fungica inerente e ao aumento da
resposta imunitéria celular (PAZIANI et al., 2019).

Figueiredo-Godoi et al (2019) avaliou a agdo do aPDT (laser de Galio-Arsénio-
Aluminio, comprimento de onda de 660 nm) sobre a candidiase experimental e o impacto
do laser no tecido, usando a G. mellonella como modelo de infeccdo, mediado pelo
fotossensibilizador MB. O uso de aPDT no controle de C. albicans provou ser eficiente tanto
para microrganismos em forma planctdnica quanto para aqueles organizados em biofiimes.
A aplicagcdo do aPDT foi encontrada para melhorar a ativacdo de células especificas
através da melhoria da resposta imunitaria. Todos os insetos selecionados eram de cor
clara e livres de melanizagdo, processo que pode indicar o envolvimento de um processo
infeccioso nas larvas, algo que influenciaria o resultado do experimento. Aqui, concluiram
que o aPDT e a irradiacéo laser influenciaram positivamente a melhoria da infeccéo de C.
albicans em G. mellonella. Além disso, G. mellonella provou ser um potencial hospedeiro
modelo para avaliar a correlagéo entre a baixa penetragéo e a eficacia do aPDT.

Estudos in vivo usando modelos de invertebrados s&o ferramentas importantes
que tém sido amplamente utilizadas e tornaram-se uma alternativa muito promissora para
ensaios de toxicidade. As vantagens de propor modelos de larvas da G. mellonella sdo seu
baixo custo, facilidade de execucgéo e triagem de alto rendimento para ativos em relagéo a
toxicidade e viruléncia. Os resultados do estudo de Sanches et al. (2019) mostraram uma
reducdo nas contagens de Streptococcus mutans quando a diacetilcurcumina (DAC) foi
utilizada como fotossensibilizador para aPDT (LED azul, comprimento de onda 440-480nm)
in vivo. Esses resultados corroboram os de ChibebedJunior et al. (2013) e Dos Santos et al.
(2017), que também apresentaram redugédo do numero de bactérias apds a aplicagdo de
aPDT in vivo utilizando a G. mellonella como modelo experimental. Segundo Chibebe Junior
et al. (2013), o uso de aPDT leva a danos nas paredes celulares bacterianas, facilitando
assim a fagocitose pelos hemécitos de G. mellonella. Como o DAC possui grupos lipofilicos,
é também esperado que haja maior penetracdo através das biomembranas bacterianas
(Sanches et al., 2019)

Huang et al. (2020) investigaram a seguranca para a administracdo de aPDT
no modelo animal G. mellonella com dois diferentes fotossensibilizadores: &acido
5-aminolevulinico (ALA) e azul de metileno (MB) em concentra¢des seriadas (10 mM a 500
mM) infectadas por Fonsecaea monophora. O aPDT mediado por ALA se mostrou atoxico
em comparagcdo com aPDT mediada por MB. De fato, a aPDT mediada por ALA poderia
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salvar G. mellonella da infeccdo fungica de F. monophora, uma vez que, o ALA-aPDT
poderia aumentar a densidade e a suscetibilidade dos hemacitos a patdégenos, investigacdes
de infeccdo em modelos de G. mellonella sao benéficos para a compreenséo do efeito
imunorregulador mediado por aPDT. Em geral, este estudo implica que a implementacao
de aPDT em G. mellonella facilita a compreenséo detalhada da propriedade antimicrobiana
e imunomoduladora da aPDT (HUANG et al., 2020).

Atualmente, a aPDT tépica € um tratamento eficaz para varias doengas de pele,
incluindo infec¢bes bacterianas, micoses e psoriase. Além disso, a aPDT também é usada
paratratar cancer de pele ndo-melanoma e pode ser uma potente ferramenta paramelanoma,
associados a outros tratamentos. No trabalho realizado por De Franca (DE FRANCA ET
AL, 2020), foi avaliada a fotoatividade antitumoral de um novo fotossensibilizador a base de
pireno (TPPy) utilizando a linhagem celular de melanoma murino (B16F10). Para determinar
a toxicidade in vivo, foi utilizado a G. mellonella como modelo animal alternativo de estudo.
Os resultados mostraram que TPPy é um fotossensibilizador promissor para aplicagdo
em aPDT (LED azul, comprimento de onda 440-480nm), com potencial fotoatividade
antitumoral (IC50 6,5 pmol L-1), auséncia de toxicidade no modelo de G. mellonella em
maior concentragdo (70,0 mmol L-1) e a tendéncia de acimulo nos sitios epidérmicos e
dermicos (165,20 + 4,12 ng/cm2).

Klebsiella pneumoniae € um dos patdgenos gram-negativos mais relevantes
associadas a infec¢des antibidtico-resistentes hospitalares e adquiridas na comunidade.
Dentre essas, algumas cepas de K. pneumoniae também apresentam fenotipo
hipermucoviscoso que geralmente fornece a capacidade de evitar respostas imunes no
hospedeiro. Com base no potencial antimicrobiano da aPDT com MB, com duas fontes de
luz distintas, LED azul com 410 nm e LED vermelho com 660 nm, Dos Anjos et al. (2020)
investigaram a capacidade de inativar cepas hvKp/hmKp de K. pneumoniae, incluindo
linhagens de ST23 global e capsular sorotipo K1. Além disso, compararam a sensibilidade
das cepas hvKp/hmKp em relacdo a uma cepa de controle ndo-hipermucoviscosa para
investigar se este poderia levar a uma sensibilidade distinta a fotoinativagcdo. Neste estudo
também foi possivel observar o grau de viruléncia das cepas hipermucoviscosas, uma vez
que essas causaram mortalidade de 100% das larvas de G. mellonella 24 h ap6s a infecgao,
resultando em taxa de mortalidade significativamente maior quando em comparacgéo com a
cepa de controle nao hipermucoviscosa de K. pneumoniae (ATCC 7006083).

Um estudo conduzido por Garcez et al (2021), utilizou a Criotomografia Eletronica
(ECT) e imagens fluorescentes para avaliar a aPDT na arquitetura do envelope de uma
bactéria gram-negativa e os efeitos da terapia combinada de aPDT com MB e antibiéticos.
Para o experimento in vivo, larvas de G. mellonella foram infectadas com Escherichia coli e
tratadas com antibiéticos, aPDT (LED vermelho, comprimento de onda 660 nm) ou terapia
combinada. As imagens de ECT apresentaram danos nas paredes celulares e estruturas

das vesiculas dentro e fora da bactéria e as imagens fluorescentes mostraram efeito dose-
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dependente da aPDT. O antibiético ou aPDT sozinhos ndo melhoraram a sobrevida das
larvas, mas a terapia combinada aumentou significativamente a curva de sobrevida.

Recentemente (GRIZANTE BARIAO et al., 2022) investigaram os efeitos in vitro e in
vivodoaPDT (LED vermelho,comprimentode onda 660 nm.) com quatrofotossensibilizadores
de fenotiazinio: (I) azul de metileno (MB), (1) azul de toluidina (TBO), e dois derivados de
MB, (Ill) novo azul de metileno (NMBN) e (1V) o derivado pentaciclico S137, contra Candida
auris. Para medir a eficacia in vitro de cada fotossensibiliuzador, foram determinadas
as concentragfes inibitérias minimas (MICs) e a fracdo de sobrevivéncia. Também, a
eficiéncia do aPDT foi avaliada in vivo com o modelo experimental de G. mellonella para
infecgéo e tratamento. Embora a cepa de C. auris utilizada nesse estudo tenha se mostrado
resistente aos antifingicos clinicos mais comumente utilizados, ela ndo péde suportar os
danos impostos pelo aPDT com nenhum dos quatro fotossensibilizadores. Entretanto, para
0 modelo in vivo, apenas o aPDT realizado com S137 permitiu a sobrevivéncia das larvas
infectadas de G. mellonella. Esses resultados mostraram que as propriedades estruturais e
quimicas dos fotossensibilizadores desempenham um papel importante nos resultados do
aPDT in vivo e ressaltam a necessidade de sintetizar e desenvolver novos.

Por fim, a utilizacdo de G. mellonella como modelo experimental in vivo para terapia
fotodindmica antimicrobiana é eficaz, permitindo a utilizacdo de diversos microrganismos
patogénicos (Tab. 1), com variadas fontes de luz (Tab. 2) bem como a replicagdo dos
estudos em larga escala, sem envolver aspectos éticos limitantes, bem como a pesquisa e

o desenvolvimento de diferentes fotossensibilizadores (Tab. 3).

Microrganismos Referéncias
Enterococcus faecium CHIBEBE JUNIOR, 2013a.
Candida albicans CHIBEBE JUNIOR, 2013b; MERIGO et al. 2017;

FIGUEIREDO-GODOI et al., 2019.

Porphyromonas gingivalis DOS SANTOS et al., 2017a.
Fusarium keratoplasticum PAZIANI et al., 2019.
Fusarium moniliforme PAZIANI et al., 2019.
Streptoccoccus mutans SANCHES et al., 2019.
Fonsecaea monophora HUANG et al., 2020.
Klebsiella pneumoniae DOS ANJOS et al., 2020.
Escherichia coli GARCEZ et al., 2021.
Candida auris. GRIZANTE BARIAO et al., 2022.

Tabela 1. Microrganismos utilizados em estudos de terapia fotodindmica antimicrobiana (aPDT).
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Fonte de luz e comprimento de onda

Referéncias

Non coherent light source (LumaCare, Newport
Beach, CA), comprimento de onda 660 nm.

CHIBEBE JUNIOR, 2013a; CHIBEBE JUNIOR,
2013b.

Laser de diodo vermelho, comprimento de onda
635-650 nm.

MERIGO et al., 2017; PAZIANI et al., 2019.

Laser de diodo azul-violeta, comprimento de
onda 405 nm.

MERIGO et al., 2017.

Laser de diodo verde, comprimento de onda 532
nm.

MERIGO et al., 2017.

Laser de Galio-Arsénio-Aluminio vermelho,
comprimento de onda de 660 nm.

DOS SANTOS et al., 2017a; FIGUEIREDO-
GODOl et al., 2019.

LED vermelho, comprimento de onda 660 nm.

DOS SANTOS et al., 2017b; DOS ANJOS et al.,
2020; GARCEZ et al., 2021; GRIZANTE BARIAO
et al., 2022.

LED azul, comprimento de onda 410—-480 nm.

SANCHES et al., 2019; DE FRANCA et al., 2020;
DOS ANJOS et al., 2020.

Tabela 2. Fontes de luz e comprimentos de ond

a utilizados em estudos de terapia fotodinamica

antimicrobiana (aPDT).

Fotossensibilizador

Referéncias

Azul de metileno (MB)

CHIBEBE JUNIOR, 2013a; CHIBEBE JUNIOR,
2013b; DOS SANTOS et al., 2017a; PAZIANI
etal.,, 2019; FIGUEIREDO-GODOI et al., 2019;
HUANG et al., 2020; DOS ANJOS et al., 2020;
GARCEZ et al., 2021; GRIZANTE BARIAO et al.,
2022.

Azul de toluidina

MERIGO et al., 2017; GRIZANTE BARIAO et al.,
2022.

Curcumina

MERIGO et al., 2017.

Eritrosina

MERIGO et al., 2017.

Novo azul de metileno

PAZIANI et al., 2019; GRIZANTE BARIAO et al.,
2022.

Pentaciclico S137 (derivado de MB)

PAZIANI et al., 2019; GRIZANTE BARIAO et al.,
2022.

Diacetilcurcumina

SANCHES et al., 2019.

Acido 5-aminolevulinico (ALA)

HUANG et al., 2020.

Fotossensibilizador & base de pireno (TPPy)

DE FRANCA et al., 2020.

Tabela 3. Fotossensibilizadores utilizados em estudos de terapia fotodindmica antimicrobiana (aPDT).

CONSIDERACOES FINAIS

Desse modo, pode-se concluir que o modelo alternativo G. mellonella podem

ser muito interessantes para estudos e avangos da aPDT contra diversos patégenos.

E importante ressaltar que esses modelos ndo excluem a necessidade de estudos em

animais convencionais como mamiferos, mas reduzem significantemente o uso desses

animais em pesquisas e fornecem informagdes importantes sobre o mecanismo de agéo da

aPDT nas bactérias, fungos e tecidos hospedeiros.
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