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IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA 

 

 

Diante do crescente aumento de infecções por espécies de Candida no Brasil e no 

mundo, e sua alarmante resistência aos tratamentos convencionais disponíveis, o 

que aumenta a morbidade e mortalidade dos pacientes, torna-se essencial o 

desenvolvimento de novas abordagens terapêuticas. Nesse contexto, os achados 

deste estudo apontam para estratégias promissoras com potencial aplicação futura 

na prevenção e no tratamento da candidíase, alinhando-se aos Objetivos de 

Desenvolvimento Sustentável, especialmente no que se refere à promoção da saúde 

e ao enfrentamento de doenças infecciosas. 

 

 

POTENTIAL IMPACT OF THIS RESEARCH 

 

 

Given the increasing number of Candida infections in Brazil and worldwide, and their 

alarming resistance to available conventional treatments, which increases patient 

morbidity and mortality, the development of new therapeutic approaches becomes 

essential. In this context, the findings of this study point to promising strategies with 

potential future application in the prevention and treatment of candidiasis, aligning 

with the Sustainable Development Goals, especially regarding health promotion and 

the fight against infectious diseases. 
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RESUMO 

 
 
Costa M E S. Avaliação da ação antifúngica da hemolinfa de Galleria mellonella 
previamente imunizada com Candida albicans inativada [dissertação]. São José dos 
Campos (SP): Universidade Estadual Paulista (UNESP), Instituto de Ciência e 
Tecnologia; 2026. 
 

 
As infecções fúngicas têm emergido como um problema de saúde global nas últimas 
décadas. Espécies do gênero Candida são frequentemente encontradas nessas 
diferentes infecções, devido a isso, no ano de 2022 a OMS incluiu a espécie Candida 
albicans em sua lista de agentes patogênicos fúngicos com prioridade crítica. A 
resistência antifúngica desse gênero é preocupante, o que torna urgente a criação 
de novas alternativas. Diante disso, o objetivo desse estudo foi investigar a ação 
antifúngica da hemolinfa das larvas de Galleria mellonella antes e após a imunização 
por C. albicans. Para isso, o trabalho foi realizado em três etapas: 1) Padronização 
do agente antimelanizante capaz de inibir a cascata de melanização da hemolinfa 
das larvas de G. mellonella; 2) Padronização das concentrações de C. albicans e 
seleção da imunização capaz de induzir resposta imune sem comprometer a 
sobrevivência do hospedeiro e 3) Imunização em diferentes tempos para realização 
dos testes em cultura planctônica, biofilme e filamentação. Como resultado, 
obtivemos que a hemolinfa de larvas imunizadas por 24 h foi capaz de reduzir o 
número de células viáveis em cultura planctônica após 60 minutos de contato, em 
contraste as imunizações de 48 h e 72 h não apresentaram redução quando 
comparadas aos seus respectivos controles. Os biofilmes originados das 
padronizações de 10⁴, 10⁵ e 10⁶ cél/mL de C. albicans apresentaram reduções de 
1,8; 2,5 e 3,2 log10, respectivamente, ao serem expostos à hemolinfa imunizada por 
24 h. Os biofilmes tratados com a hemolinfa imunizada por 48 h e 72 h apresentaram 
inibições de 0,3; 0,2 e 0,3 log10 e de 3,1; 1,1 e 0,8 log10, respectivamente. No teste 
de filamentação, as células fúngicas expostas à hemolinfa imunizada, em todos os 
tempos avaliados, apresentaram menor formação de hifas, sugerindo que esse 
tratamento exerce efeito modulador no dimorfismo do fungo. Diante do exposto, 
conclui-se que a hemolinfa de G. mellonella, previamente imunizada com C. albicans, 
apresenta atividade antifúngica e efeito modulador frente a seu dimorfismo, gerando 
a necessidade de estudos adicionais para elucidar os mecanismos envolvidos nessa 
resposta. 
 
 
Palavras-chave: Candida albicans; Galleria mellonella; Imunização larval; 
Resistência. 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

   
 

 
ABSTRACT 

 
 
Costa M E S. Evaluation of the antifungal activity of Galleria mellonella hemolymph 
previously immunized with inactive Candida albicans [dissertation]. São José dos 
Campos (SP): São Paulo State University (UNESP), Institute of Science and 
Technology; 2026. 

 
 
Fungal infections have emerged as a global health problem in recent decades. 
Species of the genus Candida are frequently found in these different infections; 
therefore, in 2022, the WHO included Candida albicans in its list of critically important 
fungal pathogens. Antifungal resistance in this genus is a concern, making the 
development of new alternatives urgent. Therefore, the objective of this study was to 
investigate the antifungal action of the hemolymph of Galleria mellonella larvae 
before and after immunization with C. albicans. To this end, the work was carried out 
in three stages: 1) Standardization of the anti-melanizing agent capable of inhibiting 
the melanization cascade of the hemolymph of G. mellonella larvae; 2) 
Standardization of C. albicans concentrations and selection of the immunization 
capable of inducing an immune response without compromising host survival; and 3) 
Immunization at different times to perform tests in planktonic culture, biofilm, and 
filamentation. As a result, we found that hemolymph from larvae immunized for 24 h 
was able to reduce the number of viable cells in planktonic culture after 60 minutes 
of contact. In contrast, immunizations of 48 h and 72 h did not show a reduction when 
compared to their respective controls. Biofilms originating from standardizations of 
10⁴, 10⁵, and 10⁶ cells/mL of C. albicans showed reductions of 1.8, 2.5, and 3.2 log10, 
respectively, when exposed to hemolymph immunized for 24 h. Biofilms treated with 
hemolymph immunized for 48 h and 72 h showed inhibitions of 0.3, 0.2, and 0.3 log10 
and of 3.1, 1.1, and 0.8 log10, respectively. In the filamentation test, fungal cells 
exposed to immunized hemolymph showed less hyphal formation at all evaluated 
times, suggesting that this treatment has a modulating effect on fungal dimorphism. 
Therefore, it is concluded that the hemolymph of G. mellonella, previously immunized 
with C. albicans, exhibits antifungal activity and a modulating effect on its dimorphism, 
generating the need for further studies to elucidate the mechanisms involved in this 
response. 
 
Keywords: Candida albicans; Galleria mellonella; Larval immunization; Resistance. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

Infecções fúngicas têm emergido como um problema de saúde global nas 

últimas décadas, estimativas sugerem uma incidência anual de 6,5 milhões de 

infecções fúngicas invasivas e 3,8 milhões de mortes (Cornely et al., 2025; Denning, 

2024). No Brasil, a taxa de incidência de infecções fúngicas é de 2,49 casos por 

1.000 internações (Groisman Sieben et al., 2024). Para além disso, investigações 

epidemiológicas mostram que taxas de mortalidade ultrapassam 70% entre os 

pacientes internados em unidades de terapia intensiva. Contudo, este número pode 

ser muito maior, uma vez que doenças fúngicas não integram, na maioria dos 

estados, a lista de doenças de notificação compulsória (Agnelli et al., 2023).  

Dentre os fungos oportunistas, o gênero Candida é destaque, pois 

frequentemente é associado a infecções superficiais de mucosa ou candidíase 

invasiva (Baltazar et al., 2015; Ben-Ami, Kontoyiannis, 2021; Bilal et al., 2022; Cortés 

et al., 2020). Esse gênero apresenta diversas espécies que podem ser encontradas 

na microbiota humana como comensais: Candida albicans, Candida glabrata 

(Nakaseomyces glabrata), Candida tropicalis, Candida parapsilosis e Candida krusei 

(Pichia kudriavzevii) (Farooq et al., 2022; Pereira et al., 2020). Em situações de 

desequilíbrio do ambiente ou do hospedeiro, esses fungos podem manifestar um 

caráter oportunista que leva a um potencial comportamento patogênico. Um estudo 

global com aproximadamente 256.882 isolados de Candida spp. coletados em 142 

locais em 41 países mostrou que cerca de 90% de todos os casos de candidemia 

foram causados por C. albicans (65,3%), N. glabrata (11,3%), C. tropicalis (7,2%), C. 

parapsilosis (6%) e P. kudriavzevii (2,4%) (Silva et al., 2019).  

Nos últimos anos, esse cenário tornou-se ainda mais preocupante, pois as 

infecções fúngicas foram agravadas pela pandemia de COVID-19, uma vez que o 

amplo uso de antibióticos, corticosteroides, cateteres venosos e diálise, juntamente 

com os danos causados pelo SARS CoV-2, favoreceram infecções bacterianas e 

fúngicas. Pacientes que apresentam formas graves de COVID-19 correm maior risco 

de desenvolver candidemia (Arastehfar et al., 2020; Rzymski et al., 2024). Devido a 

alarmante incidência de infecção, no ano de 2022 a OMS (Organização Mundial da 
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Saúde) publica sua primeira lista global de patógenos fúngicos prioritários, com o 

objetivo de direcionar os esforços de pesquisa aos fungos que apresentem maior 

ameaça à saúde pública. 

A lista incluiu a espécie C. albicans em seu índice de agentes patogênicos 

fúngicos com prioridade crítica, ao lado de Cryptococcus neoformans, Aspergillus 

fumigatus e Candida auris (Candidozyma auris). Essa classificação reflete não 

apenas a elevada prevalência da espécie, mas também sua plasticidade fenotípica, 

sustentada por diferentes mecanismos de virulência. Entre eles, destacam-se a 

habilidade de aderir a tecidos e superfícies e a capacidade de alternar entre as 

formas morfológicas de levedura unicelular e hifa verdadeira. Ambas são essenciais 

para a virulência total da espécie: enquanto a forma leveduriforme está mais 

associada à disseminação sistêmica, as hifas estão relacionadas à invasão tecidual 

(Agnelli et al., 2023; D’enfert et al., 2021; Staniszewska, 2019). 

Além dos fatores previamente mencionados, a capacidade de formar biofilmes 

também é um fator de virulência importante (D’enfert et al., 2021). O 

desenvolvimento dos biofilmes de C. albicans pode ser dividido em quatro etapas 

fundamentais: I) adsorção e adesão de leveduras a uma superfície adequada, II) 

divisão celular, III) maturação da estrutura com a produção de matriz extracelular, e 

IV) dispersão de células do biofilme (Ponde et al., 2021). Essa última etapa 

representa um desafio clínico relevante, pois as células dispersas apresentam 

características distintas das células planctônicas, como maior capacidade de 

filamentação e formação de novos biofilmes, maior adesão a substratos bióticos e 

abióticos, além de menor suscetibilidade aos antifúngicos. Tais atributos sugerem 

que as células dispersas do biofilme encontram-se “pré-condicionadas” para 

expressar máxima virulência, dificultando a reversão do quadro infeccioso (Ponde et 

al., 2021). 

Do ponto de vista nutricional, C. albicans apresenta preferência pelo uso de 

carbono como fonte primária de energia. No entanto, diante da limitação desse 

recurso, o fungo demonstra elevada flexibilidade metabólica, sendo capaz de 

explorar outras fontes, como nitrogênio, fosfato e micronutrientes, como ferro e zinco 

(D’enfert et al., 2021). Essa plasticidade contribui para sua sobrevivência em 

diferentes nichos do hospedeiro. Além disso, a parede celular desempenha papel 

essencial na manutenção da estabilidade osmótica e na proteção contra estresses 
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ambientais, funcionando como uma estrutura dinâmica e adaptável (D’enfert et al., 

2021). Já a membrana plasmática contém ergosterol, indispensável para a 

manutenção de sua integridade, enquanto a parede celular é composta 

principalmente por polissacarídeos, como a glucano. Essas estruturas, além de 

fundamentais para a sobrevivência do fungo, diferenciam-se das células humanas e, 

por isso, constituem os principais alvos das classes de antifúngicos disponíveis, 

como azóis, equinocandinas e polienos. Contudo, a crescente resistência a esses 

fármacos evidencia a necessidade urgente de identificar novos alvos terapêuticos e 

desenvolver alternativas inovadoras para o tratamento das infecções fúngicas, 

sobretudo diante da ausência de vacinas licenciadas ou em fase de ensaio clínico 

para o tratamento de doenças fúngicas (Denning, 2024; Ivanov et al., 2022; Liang et 

al., 2016; Quiles-Melero, García-Rodrígues, 2021). 

Para o desenvolvimento de novos antifúngicos, os testes iniciais são 

realizados in vitro e, posteriormente, em modelos in vivo. Estima-se que 

aproximadamente 20 milhões de animais sejam utilizados anualmente em pesquisas 

biomédicas, sendo camundongos e ratos os principais modelos empregados 

(Robinson et al., 2019). Estes animais, porém, estão assegurados por inúmeras 

restrições éticas, além de apresentarem alto custo de manutenção, o que demanda 

tempo e recursos consideráveis para a pesquisa (Vanhoffelen et al., 2023). Diante 

dessas limitações, nos últimos anos, insetos têm ganhado destaque como modelos 

alternativos de hospedeiro, uma vez que não estão contemplados em 

regulamentações éticas tão rigorosas quanto os vertebrados. Ademais, o sistema 

imunológico inato presente tanto em mamíferos quanto em insetos, reconhece 

invasores externos e aciona vias de resposta imune semelhantes, reforçando a 

aplicabilidade desses modelos (Ahlawat, Sharma, 2023).  

Diante do cenário de expansão do uso de insetos como modelo de infecção, 

as larvas de Galleria mellonella têm se destacado, visto que possuem um sistema 

imunológico inato funcionalmente semelhante ao dos mamíferos, composto por três 

componentes principais: (I) barreiras físicas, (II) resposta celular e (III) resposta 

humoral. A primeira linha de defesa é representada pela cutícula, formada por quitina 

e proteínas com propriedades antimicrobianas, que atua como uma barreira física 

contra a entrada de patógenos (Durieux et al., 2021).  

Além dessa proteção externa, as larvas apresentam um sistema circulatório 
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aberto composto pela hemolinfa, fluido análogo ao sangue dos mamíferos, 

responsável pelo transporte de nutrientes e células imunológicas (Piatek et al., 

2020). É nesse compartimento que se desenvolve a resposta celular, mediada 

principalmente por hemócitos, que desempenham funções equivalentes à dos 

neutrófilos em vertebrados. Esses hemócitos circulam livremente pela hemolinfa ou 

aderem a órgãos e participam ativamente dos principais mecanismos de defesa 

inata: fagocitose, nodulação e encapsulamento (Bugyna et al., 2023; Serrano et al., 

2023).  

A ativação desses mecanismos de defesa depende da capacidade de 

reconhecimento do patógeno. Os hemócitos de G. mellonella expressam em sua 

superfície os chamados Receptores de Reconhecimento de Padrões (PRRs – 

Pattern Recognition Receptors), que detectam Padrões Moleculares Associados a 

Patógenos (PAMPs), como lipopolissacarídeos, peptidoglicanos e β-glucanos. Esse 

reconhecimento inicial é essencial para a ativação de respostas específicas contra 

diferentes microrganismos (Curtis et al., 2022; Giammarino et al., 2024).  

Os hemócitos são classificados em subtipos com funções imunológicas 

distintas. Os pró-hemócitos atuam como células progenitoras, garantindo a 

renovação da população celular. Os plasmatócitos são os mais abundantes, 

desempenham papel central na fagocitose e na produção de fatores antimicrobianos. 

Os granulócitos, caracterizados pela presença de grânulos citoplasmáticos, 

participam tanto na fagocitose quanto no encapsulamento de patógenos. Os 

coagulócitos contribuem para a coagulação da hemolinfa, uma resposta imediata 

contra injúrias e infecções. Já os esferócitos estão envolvidos no transporte de 

componentes da cutícula, enquanto os oenócitos produzem precursores da enzima 

fenoloxidase, essencial no processo de melanização (Giammarino et al., 2024; 

Ménard et al., 2021; Trevijano-Contador, Zaragoza, 2019).  

Complementando a resposta celular, a imunidade humoral de G. mellonella 

envolve a liberação de moléculas solúveis com ação antimicrobiana, como peptídeos 

antimicrobianos (AMPs), opsoninas, enzimas da cascata da melanização e proteínas 

derivadas de vias proteolíticas (Pereira et al., 2020). Os AMPs desempenham papel 

central devido à diversidade de seus mecanismos de ação, que incluem a 

desorganização de membranas e a inibição da síntese de DNA e proteínas (Cristine 

Pereira et al., 2018). As opsoninas, por sua vez, favorecem o reconhecimento e a 
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fagocitose de microrganismos ao se ligarem a componentes estruturais, como os β-

glucanos. Assim como os PRRs em mamíferos, essas moléculas participam 

ativamente do reconhecimento e eliminação de fungos (Pereira et al., 2020).  

Esse arsenal imunológico torna-se particularmente relevante em infecções 

por C. albicans. Estudos demonstram que o reconhecimento desse fungo por 

hemócitos de G. mellonella ocorre por meio de múltiplos receptores, entre eles o 

GmCD8, que atua como opsonina e facilita a fagocitose das células fúngicas. Os 

principais epítopos identificados estão na parede celular de C. albicans, com 

destaque para os β-glucanos, que também induzem a expressão de genes 

codificadores de AMPs (Trevijano-Contador, Zaragoza, 2019).  

Em infecções experimentais, C. albicans é capaz de causar mortalidade em 

larvas de G. mellonella, evidenciando a importância da atuação coordenada entre as 

respostas celular e humoral para o controle da infecção. Diversos fatores, como o 

estresse térmico (incubação a 4 °C ou 37 °C), a pré-exposição a doses subletais do 

patógeno ou outras formas de estimulação, podem aumentar a concentração de 

hemócitos e induzir a expressão de genes imunológicos, conferindo maior 

resistência às larvas (Trevijano-Contador, Zaragoza, 2019). Outro ponto de destaque 

é que a possibilidade de injetar doses definidas e reprodutíveis de microrganismos 

torna o modelo altamente controlável e confiável para estudos de infecção (Tsai et 

al., 2016).  

Embora as larvas não possuam linfócitos T, anticorpos ou moléculas do 

complexo principal de histocompatibilidade (MHC), elas podem responder de 

maneira mais eficaz a uma segunda infecção, por meio de um fenômeno 

denominado priming imunológico. O priming resulta em respostas mais intensas em 

desafios subsequentes, mesmo na ausência de memória adaptativa (Wojda et al., 

2020). Em um estudo de Vertyporokh et al. (2019), larvas pré-expostas a uma dose 

subletal de C. albicans apresentaram 80% de sobrevivência após uma reinfecção 

letal, enquanto apenas 50% das larvas não estimuladas sobreviveram. Esse 

aumento de resistência foi associado a alterações no padrão proteico da hemolinfa, 

incluindo a presença de novos polipeptídeos imunologicamente ativos, o que reforça 

o potencial desse fluido como fonte de moléculas antimicrobianas de interesse.  

Diante desse cenário, há um crescente interesse na investigação da 

resposta imune de G. mellonella e na identificação de moléculas bioativas presentes 
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em sua hemolinfa. O estudo de seus mecanismos imunológicos, especialmente após 

imunização com patógenos como C. albicans, pode revelar compostos com potencial 

antifúngico promissor. Assim, o presente trabalho tem como objetivo avaliar a 

atividade antifúngica da hemolinfa de G. mellonella imunizada com C. albicans. 

Espera-se com isso contribuir para o desenvolvimento de novas alternativas 

terapêuticas frente às infecções fúngicas, problema de saúde pública em constante 

ascensão e ainda subestimado.  
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7 CONCLUSÃO 

 

 

Com base nos resultados obtidos, conclui-se: 

a) A combinação de IPS e PTU foi a mais eficaz na inibição da melanização da 

hemolinfa após a extração, preservando suas características físico-químicas 

e viabilizando sua utilização nos ensaios in vitro.  

b) O tempo de imunização está diretamente relacionado ao pico da resposta 

imunológica e à atividade antimicrobiana, sendo mais evidente em 24 horas.  

c) A hemolinfa imunizada apresentou efeito antifúngico mais discreto em cultura 

planctônica e mais expressivo em biofilme, sugerindo que sua ação está 

associada ao tempo de exposição e à complexidade do modelo biológico.  

Dessa forma, dentro das limitações do estudo, os resultados indicam que a 

hemolinfa de G. mellonella imunizada constitui uma fonte promissora para o 

isolamento futuro de moléculas com potencial antimicrobiano. 
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