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IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA 

 

O presente estudo investigou ação antimicrobiana a partir da hemolinfa de G. 

mellonella imunizadas com S. aureus e C. albicans, com o objetivo de investigar novas 

estratégias terapêuticas frente a infecções causas por S. aureus e ao avanço da 

resistência antimicrobiana, alinhando-se com o ODS 3 (Saúde e bem-estar), a qual 

visa reduzir a mortalidade e apoia o desenvolvimento de novos medicamentos. 

 

 

POTENTIAL IMPACT OF THIS RESEARCH 

 

The present study investigated antimicrobial action from the hemolymph of G. 

mellonella immunized with S. aureus and C. albicans, with the objective of investigating 

new therapeutic strategies against infections caused by S. aureus and the advance of 

antimicrobial resistance, in line with SDG 3 (Health and well-being), which aims to 

reduce mortality and supports the development of new drugs.  
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RESUMO 

 

Silva FAS. Análise da atividade antibacteriana da hemolinfa de Galleria mellonella a 
partir da imunização com Staphylococcus aureus e Candida albicans [dissertação]. 
São José dos Campos (SP): Universidade Estadual Paulista (Unesp), Instituto de 
Ciência e Tecnologia, 2026. 

 
A resistência antimicrobiana, intensificada pelo uso indiscriminado de antibióticos e 
agravada durante a pandemia de COVID-19, tem favorecido a emergência de 
patógenos resistentes, como Staphylococcus aureus, uma bactéria coco Gram-
positiva associada a infecções nosocomiais e comunitárias e com elevada capacidade 
de adquirir mecanismos de resistência, tornando urgente o desenvolvimento de novas 
estratégias terapêuticas. Neste contexto, produtos naturais têm ganhado relevância 
como fontes de biomoléculas com atividade antimicrobiana, e o invertebrado Galleria 
mellonella destaca-se como uma fonte promissora de compostos naturais. Diante 
disso, este estudo investigou atividade antimicrobiana da hemolinfa de larvas de G. 
mellonella, sob diferentes imunizações, tempo pós-imunização (24, 48 e 72h) e 
processamento, sobre a formação de biofilmes de S. aureus. Para isso, foram 
avaliados quatro grupos experimentais 1) Controle de crescimento (CC); 2) IM Sa 
(imunizado com S. aureus); 3) IM Ca (imunizado com C albicans) e 4) Controle da 
hemolinfa (sem imunização). De cada grupo experimental, foram obtidas hemolinfas 
que passaram por três diferentes processamentos: a) Hemolinfa completa (HC); b) 
Hemolinfa livre de hemócitos (HL); c) Hemócitos isolados (HI). Sua atividade sobre a 
formação do biofilme foi avaliada pela contagem de unidades formadoras de colônias 
(UFC/mL); quantificação de biomassa total (cristal violeta); atividade metabólica (XTT) 
e quantificação de espécies reativas de oxigênio (ROS). Em todos os testes foi 
utilizado o programa GraphPad Prism 8.0, com nível de significância de 5%. A 
atividade antimicrobiana da hemolinfa e suas frações, foi independente do 
microrganismo imunizante, sendo seu efeito mais influenciado pelo tempo de pós-
imunização e processamento. No ensaio de UFC/mL, a fração HL de 48h de 
imunização apresentou a maior inibição, reduzindo 3,95 Log10. Já a HI exibiu efeitos 
expressivos em todos os tempos com reduções superiores a 6 Log10. A HC com 24h 
de imunização apresentou até 4,94 Log10. A análise por cristal violeta demonstrou 
redução significativa da biomassa do biofilme, em destaque as frações HL e HI, 
quando comparadas com o CC. A HC apresentou comportamento distinto em relação 
as demais frações, apresentando uma redução de menor magnitude. No ensaio de 
XTT, redução ambas as frações demonstraram atividade metabólica indetectável em 
todas as densidades avaliadas. Na quantificação de ROS, a HC e a fração HL 
apresentaram aumento progressivo na produção de ROS nos tempos de 18h e 24h. 
Diante do exposto, conclui-se que a imunização com diferentes microrganismos é 
capaz de induzir respostas imunes especificas e/ou cruzadas, e que a extensão da 
atividade antimicrobiana e antibiofilme da hemolinfa está diretamente associada ao 
pico e ao tipo da resposta imune larval. Desse modo, esses resultados reforçam o 
potencial desse modelo como fonte de biomoléculas naturais para o desenvolvimento 
de novas abordagens terapêuticas frente à resistência antimicrobiana  
 
Palavras-chave: Galleria mellonella; sistema imune; resistência antimicrobiana; 
Staphylococcus aureus  



 
 

   
 

 
ABSTRACT 

 
 

Silva FAS. Analysis of the antibacterial activity of Galleria mellonella hemolymph from 
immunization with Staphylococcus aureus and Candida albicans [dissertation]. São 
José dos Campos (SP): Universidade Estadual Paulista (Unesp), Instituto de Ciência 
e Tecnologia, 2026. 
 
Antimicrobial resistance, intensified by the indiscriminate use of antibiotics and 
aggravated during the COVID-19 pandemic, has favored the emergence of resistant 
pathogens, such as Staphylococcus aureus, a Gram-positive coccus bacterium 
associated with nosocomial and community infections and with a high capacity to 
acquire resistance mechanisms, making the development of new therapeutic 
strategies urgent. In this context, natural products have gained relevance as sources 
of biomolecules with antimicrobial activity, and the invertebrate Galleria mellonella 
stands out as a promising source of natural compounds. Therefore, this study 
investigated the antimicrobial activity of the hemolymph of G. mellonella larvae, under 
different immunizations, post-immunization time (24, 48 and 72h) and processing, on 
the formation of S. aureus biofilms. For this, four experimental groups were evaluated: 
1) Growth control (CC); 2) IM Sa (immunized with S. aureus); 3) IM Ca (immunized 
with C albicans) and 4) Hemolymph control (no immunization). From each 
experimental group, hemolymphs were obtained and underwent three different 
processing: a) Complete hemolymph (CH); b) Hemocyte-free hemolymph (HF); c) 
Isolated hemocytes (IH). Its activity on biofilm formation was evaluated by counting 
colony-forming units (CFU/mL); quantification of total biomass (violet crystal); 
metabolic activity (XTT) and quantification of reactive oxygen species (ROS). In all 
tests, the GraphPad Prism 8.0 program was used, with a significance level of 5%. The 
antimicrobial activity of hemolymph and fractions was independent of the immunizing 
microorganism, and its effect was more influenced by the post-immunization time and 
processing. In the CFU/mL assay, the 48-hour HF immunization fraction showed the 
highest inhibition, reducing 3.95 Log10. IH, on the other hand, exhibited significant 
effects at all times with reductions greater than 6 Log10. The HC with 24 hours of 
immunization showed up to 4.94 Log10. The violet crystal analysis showed a 
significant reduction in the biomass of the biofilm, especially the HF and IH fractions, 
when compared to the CC. The CH showed a different behavior in relation to the other 
fractions, showing a reduction of lower magnitude. In the XTT assay, both fractions 
showed undetectable metabolic activity at all densities evaluated. In the quantification 
of ROS, the CH and the HF fraction showed a progressive increase in ROS production 
at 18h and 24h. In view of the above, it is concluded that immunization with different 
microorganisms is capable of inducing specific and/or cross-immune responses, and 
that the extent of antimicrobial and antibiofilm activity of hemolymph is directly 
associated with the peak and type of larval immune response. Thus, these results 
reinforce the potential of this model as a source of natural biomolecules for the 
development of new therapeutic approaches against antimicrobial resistance  
 
 
Keywords: Galleria mellonella; immune system; antimicrobial resistance; 
Staphylococcus aureus  
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

No início da era dos antibióticos, cepas resistentes eram pouco frequentes e 

geralmente associadas a infecções nosocomiais. Contudo, atualmente, o surgimento 

desses microrganismos tornou-se cada vez mais comum, contribuindo para o 

aumento da mortalidade, morbidade e para a necessidade de uso prolongado de 

antibióticos (Bharadwaj et al., 2022). O uso indiscriminado de antibióticos na medicina 

e na indústria agroalimentícia, favorece a seleção de patógenos resistentes, tornando 

o tratamento de infecções bacterianas cada vez mais desafiador. Diante disso, a 

resistência antimicrobiana se consolidou como um dos mais graves desafios para a 

saúde pública mundial (Bharadwaj et al., 2022; Christaki et al., 2020; Wang et al., 

2020).  

De acordo com a Organização Mundial da Saúde (OMS), a resistência 

antimicrobiana é uma dez principais ameaças à saúde pública mundial (World Health 

Organization, 2025). Projeções recentes indicam que caso o atual ritmo seja mantido, 

entre os anos de 2025 e 2050 as mortes associadas a resistência antimicrobiana 

poderão chegar a aproximadamente 39 milhões (Naghavi et al., 2024). Além do 

impacto na mortalidade, a resistência antimicrobiana pode elevar os gastos aos 

sistemas de saúde, podendo atingir US$ 159 bilhões anuais até 2050, se nenhuma 

medida for tomada (Laurence et al., 2025). Esse cenário já se encontra em 

andamento, em 2021 aproximadamente 4,71 milhões de mortes foram associadas a 

patógenos resistentes, das quais 1,14 milhão foram diretamente atribuídas a eles 

(Naghavi et al., 2024). Além disso, estimativas globais indicam que aproximadamente 

US$ 66 bilhões anuais foram gastos no tratamento de infecções resistentes (valores 

ajustados para 2022) (Laurence et al., 2025) Desse modo a resistência antimicrobiana 

não impacta apenas de forma clínica, mas também de forma econômica, o que reforça 

a urgência no desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos  

Apesar dessa necessidade, barreiras econômicas, regulatórias e científicas 

ainda retardam a criação de novos fármacos (Farha et al., 2025; Gargate et al., 2025; 

Harbarth et al., 2014). O custo para desenvolver um único antimicrobiano pode 

ultrapassar US$1,3 bilhões, e o retorno incerto desencoraja o interesse e o 

investimento de empresas farmacêuticas (Sertkaya, Franz, 2022; Renwick, Mossialos, 



14 

 

   
 

2018). Do ponto de vista científico, a identificação de novos alvos terapêuticos e a 

compreensão da permeabilidade bacteriana permanecem como desafios recorrentes, 

agravados pela escassez de métodos experimentais adequados para avaliar a ação 

e a agregação dos compostos. Mesmo quando novos candidatos são identificados, 

ainda é necessário superar um processo regulatório rigoroso e complexo (Farha et al., 

2025; Gargate et al., 2025). Além disso, a chegada de antimicrobianos ao mercado 

representa apenas parte da solução, uma vez que sua eficácia pode ser rapidamente 

comprometida pela capacidade das bactérias em desenvolver mecanismos de 

resistência (Keck et al., 2024; Laborda et al., 2024). 

Diante desse cenário, em 2015 a OMS propôs o “Plano de Ação Global” para o 

desenvolvimento de estratégias de enfrentamento à resistência antimicrobiana. Esse 

plano envolve atividade como: a conscientização, prevenção, vigilância e pesquisa 

(Corrêa et al., 2023; Khouja et al., 2022). Desde sua implementação, foram 

observados avanços significativos no combate à resistência (Khouja et al., 2022; 

OPAS, 2022). No entanto, esses avanços sofreram um revés com o surgimento do 

novo coronavírus (SARS-CoV-2) e o início da pandemia, que redirecionaram a 

atenção mundial e os recursos antes voltados ao combate da resistência 

antimicrobiana (Corrêa et al., 2023; Khouja et al., 2022; Organização Pan-Americana 

da Saúde, 2022). Além disso, durante esse período houve um aumento no número de 

prescrições de antibióticos, resultando uma pressão seletiva sobre as bactérias, 

elevando os números de cepas resistentes (Lucien et al., 2021; Rodríguez-Baño et al., 

2021; Segala et al., 2023).  

Esse impacto tornou-se evidente também no Brasil. Segundo um levantamento 

feito pelo Laboratório de Pesquisa em Infecção Hospitalar do Instituto Oswaldo Cruz 

(IOC/Fiocruz), em parceria com a Agência Nacional de Vigilância Sanitária (Anvisa) e 

o Ministério da Saúde (MS), em 2020, primeiro ano da pandemia, foram registradas 

quase 2 mil amostras clínicas resistentes. Já e em 2021, esse número ultrapassou 3,7 

mil amostras confirmadas. Quando comparado esses dados com os coletados em 

2019, ano pré-pandemia, foi constatado que os números triplicaram (Menezes, 2021). 

Entre os microrganismos resistentes identificados nesse periodo, infecções 

causadas por S. aureus chamam atenção (de Oliveira Whitaker et al., 2025; Segala et 

al., 2023). Um estudo realizado em São Paulo, no Hospital das Clínicas, analisou o 

impacto da pandemia na incidência de infecções causadas por S. aureus resistente à 
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meticilina (MRSA). Os resultados revelaram um aumento de 94% nas unidades gerais 

e 46% nas Unidade de Terapia Intensiva (UTIs) em 2020, quando comparados ao 

período pré-pandemia de 2019 (Polly et al., 2022).  

Staphylococcus aureus é uma bactéria Gram-positiva, comumente encontrada 

na microbiota humana, presente em cerca de 30% da população, sendo isolada 

principalmente na pele e na mucosa nasal (Howden et al., 2023; Park, Ronholm, 

2021). Seu comportamento comensal torna sua colonização inofensiva, no entanto 

quando o hospedeiro sofre uma lesão ou passa por procedimento cirúrgico pode 

resultar em uma infecção oportunista, que variam de infecções leves de pele e 

mucosas a infecções graves, como osteomielite, endocardite, pneumonia, síndrome 

do choque tóxico, bacteremia, que pode evoluir para sepse, entre outras infeções 

(Douglas et al., 2023; Guo et al., 2020; Park, Ronholm, 2021). No contexto da 

resistência antimicrobiana, as infecções causas por cepas resistentes de S. aureus 

podem dificultar o tratamento e agravar o quadro clinico, levando ao aumento da 

mortalidade. Em 2021, a cepa MRSA foi associada a aproximadamente a 550 mil 

mortes e responsável por cerca de 330 mil mortes atribuídas (Naghavi et al., 2024).   

A expressão de fatores de virulência reflete diretamente na gravidade das 

infecções provocados por S. aureus, incluindo mecanismos de evasão do sistema 

imune do hospedeiro, adesão, liberação de toxinas e formação de biofilme (H. Chen 

et al., 2022; Park, Ronholm, 2021). A capacidade de evasão imunológica e de adesão 

estão relacionadas, principalmente, a expressão de proteínas como a proteína A 

(SpA), a proteína de adesão extracelular (Eap) e a proteína ligadora de fibronectina 

(FnbpB) (Chen et al., 2022; Howden et al., 2023; Linz et al., 2023). Já a liberação de 

toxinas está intimamente associada à patogenicidade da bactéria, sendo possível 

classificá-las em três grupos: toxinas formadoras de poros (ɑ-hemolisina, γ-hemolisina 

e δ-hemolisina), toxinas esfoliativas (A/B/C/D) e superantígenos (Linz et al., 2023; 

Oliveira et al., 2018).  

Ainda sobre fatores de virulência, a formação do biofilme merece destaque. 

Esse processo consiste em um aglomerado de células microbianas aderidas à uma 

superfície, envoltos por uma matriz extracelular, a qual confere proteção à 

comunidade bacteriana e facilita a comunicação célula-célula (Craft et al., 2019). O 

biofilme desempenha um papel crucial na persistência das infecções por S. aureus, 

proporcionando maior proteção contra agentes antimicrobianos e ao sistema imune, 
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além de favorecer a transferência de genes de resistência entre as bactérias (Guo et 

al., 2020; Howden et al., 2023; Parastan et al., 2020).  

Além da capacidade de formar biofilme, S. aureus possui facilidade em adquirir 

mecanismos de resistência a antibióticos, seja por mutação ou transferência horizontal 

de genes de resistência provenientes de outras bactérias (Craft et al., 2019; Linz et 

al., 2023). Esses mecanismos podem resultar na redução da permeabilidade do 

fármaco, alteração do alvo, inativação enzimática e superexpressão de bomba efluxo 

(Guo et al., 2020; Yılmaz, Aslantaş, 2017). Um exemplo da sua capacidade adaptativa 

é o surgimento da cepa MRSA, a qual apresenta resistência a maioria dos β-

lactâmicos devido à aquisição do gene mecA, que resulta na alteração do sitio alvo 

(Lakhundi, Zhang, 2018; Lee et al., 2018). Essa cepa, ocupa uma posição de destaque 

na lista de microrganismos prioritários da OMS, devido as opções limitadas para seu 

controle (Ali Alghamdi et al., 2023; Guo et al., 2020).  

Atualmente a vancomicina, é o principal antibiótico é empregado no tratamento 

de infecções graves por MRSA, contudo, cepas resistentes à vancomicina (VRSA) já 

são realidade vivenciada no mundo (Cheung et al., 2021; Guo et al., 2020). O 

surgimento desses mecanismos de resistência limita as opções de tratamentos, desse 

modo, estudos recentes estão se voltando para identificação de compostos naturais 

com ação antimicrobiana contra S. aureus (Álvarez-Martínez et al., 2020; Douglas et 

al., 2023). 

Produtos naturais têm fornecido uma base importante para o desenvolvimento 

de antibióticos de diferentes classes, como β-lactâmicos, tetraciclina, lincosamida, 

aminoglicosídeos, glicopeptídeos e macrolídeo (Elmaidomy et al., 2022). A 

diversidade estrutural dessas biomoléculas, que resulta em propriedades e 

mecanismos de ações distintos, tem despertado crescente interesse na investigação 

de composto com atividade antimicrobiana, visando o desenvolvimento de novas 

medidas terapêuticas (Abdel-Razek et al., 2020; Álvarez-Martínez et al., 2020). Apesar 

da sua popularidade, ainda há muito a ser explorado, considerando à grande 

variedade de fontes naturais disponíveis, que incluem microrganismos, plantas e 

animais (Álvarez-Martínez et al., 2020; Atanasov et al., 2021). 

Entre os animais, os invertebrados são possíveis fontes de compostos naturais 

com atividade antimicrobiana (Álvarez-Martínez et al., 2020; Mahanta et al., 2023; 

Zhou et al., 2024). Na última década, a larva de Galleria mellonella, mais conhecida 
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como traça-da-cera, vem se destacando como modelo in vivo alternativo para estudar 

a relação patógeno hospedeiro de infecções bacterianas, fúngicas e parasitárias. Esse 

modelo também vem sendo explorado como um teste pré-triagem, possibilitando 

avaliar a eficácia e toxicidade de novos antimicrobianos (Kavanagh, Sheehan, 2018; 

Pereira et al., 2020; Tomiotto-Pellissier et al., 2016; Tsai et al., 2016).  

A popularidade deste modelo está crescendo devido às vantagens que 

apresenta sobre modelos tradicionais, como: baixo custo, reprodução em larga escala, 

variedade vias de infecção (oral, cutânea e sistêmica), possibilidade de incubação à 

temperatura de 37 ºC, ausência da aprovação do Comitê de Ética e facilidade na sua 

manipulação. Outra vantagem é que sua utilização vai de acordo com o princípio 3R's 

(Replace, Reduce, Refine), já que é possível reduzir o número de vertebrados 

utilizados a partir de uma triagem com as larvas de G. mellonella (Campos-Silva et al., 

2019; Ménard et al., 2021; Serrano et al., 2023; Tsai et al., 2016). 

A resposta imune da larva de G. mellonella traz algumas similaridades com o 

sistema imune inato dos mamíferos, esse fator é um dos pontos mais importantes na 

escolha desse modelo para estudos (Gallorini et al., 2024; Jorjão et al., 2018; 

Kavanagh, Sheehan, 2018; Serrano et al., 2023). Seu sistema imunológico é dividido 

em duas respostas: celular e humoral, e apesar dessa divisão é possível notar a ação 

conjunta das respostas (Serrano et al., 2023; Tsai et al., 2016).  

A resposta celular é mediada por hemócitos que se encontram de maneira livre 

pela hemolinfa ou ligados a órgãos. Essas células são responsáveis por realizar a 

fagocitose, produção de superóxido, liberação de enzimas, encapsulamento e 

nodulação (Tsai et al., 2016). A resposta humoral é mediada por moléculas solúveis 

como, opsoninas, peptídeos antimicrobianos (AMPs), melanina e produtos criados por 

cascatas proteolíticas, como a via da fenoloxidase (PO) (Marena et al., 2025). As 

respostas imunes são desencadeadas a partir da identificação e interação dos 

padrões moleculares associados a patógenos (PAMPs) como, peptidoglicano, 

lipopolissacarídeos (LPS), ácidos lipoteicoicos (LTA) e glucanos, com receptores de 

reconhecimento de padrões (PRR) presentes nos hemócitos (Serrano et al., 2023; 

Wu, Xu, et al., 2016). 

Além do sistema imune inato, mamíferos dispõem de outra via imunológica, o 

sistema imune adaptativo, no entanto os invertebrados carecem desse sistema 

(Sheehan et al., 2020). Contudo, estudos apontam que alguns insetos apresentam 
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priming imunológico, esse fenômeno resulta no aumento da densidade de hemócitos 

circulantes e elevação de AMPs na hemolinfa, devido a exposição prévia por um 

patógeno, desafiando e aprimorando o sistema imune fazendo com que haja maiores 

chances de sobrevivência do inseto em uma infecção secundária com o mesmo 

patógeno(Browne et al., 2013; Cooper, Eleftherianos, 2017; Sheehan et al., 2020). Na 

literatura ainda há pouco sobre como esse processo funciona, grau de especificidade 

da resposta e a possibilidade do isolamento de moléculas com potencial 

antimicrobiano (Wu, Xu, et al., 2016). Diante disso, o objetivo desse trabalho é 

investigar a atividade antibacteriana da hemolinfa da larva de G. mellonella imunizada 

com S. aureus e Candida albicans inativadas, na formação de biofilmes de S. aureus. 
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7 CONCLUSÃO 

 

 

 Com base nos resultados obtidos, concluiu-se que: 

a) A combinação de IPS com PTU apresentam melhor inibição da melanização 

da hemolinfa pós extração, preservando suas características físico-químicas. 

b) O tempo de imunização está inteiramente ligado ao pico de resposta 

imunológica e atividade antimicrobiana, variando entre as frações. 

c) A imunização com diferentes microrganismos, sendo bactéria ou fungo, induziu 

a resposta imune, resultando em uma resposta cruzada, independente do 

produto final. 

d) A hemolinfa e suas frações apresentaram redução da viabilidade celular, 

independente da densidade inicial do biofilme, em destaque as frações HL e 

HI. O efeito da fração HL sobre a viabilidade do biofilme que pode estar 

relacionado com aumento e o surgimento de AMPs após a imunização. A 

fração HI apresentou efeito maior, sendo associado principalmente a possível 

ação conjunta de fagocitose e a liberação de AMPs. A HC, com redução 

moderada não exibiu sinergismo entre as respostas celular e humoral.  

e) As frações HL e HI foram capazes de desestruturar e inibir a formação do 

biofilme, reduzindo a biomassa total e a atividade metabólica.  

 

Portanto, dentro das limitações do estudo, os resultados obtidos indicam que a 

hemolinfa imunizada apresenta potencial para o isolamento de moléculas com 

potencial antimicrobiano. 
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