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Jorjão AL. Metodologia da criação de Galleria mellonella para uso como 
modelo de infecção e efeitos de Lactobacillus rhamnosus inativado pelo 
calor in vivo e in vitro, desafiados por Staphylococcus aureus e 
Escherichia coli [tese]. São José dos Campos (SP): Instituto de Ciência e 
Tecnologia, UNESP - Univ Estadual Paulista; 2016. 
 
 
 

RESUMO 
 
 
 
 

Galleria mellonella é utilizada para estudar a virulência de micro-
organismos e a potência de antimicrobianos. Este estudo buscou 

estabelecer criação de lagartas utilizadas em ensaios in vivo e avaliar o 
efeito do probiótico Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469, inativado pelo 
calor, no modelo e in vitro. Os objetivos foram: a) desenvolver uma 
metodologia de criação de G. mellonella, avaliando quatro dietas 
diferentes sobre crescimento larval, volume da hemolinfa, quantidade de 
hemócitos e resposta à infecção por meio da curva de sobrevivência b) 
avaliar os efeitos de L. rhamnosus sobre G. mellonella analisando: curva 
de sobrevivência; contagem de hemócitos, melanização da hemolinfa, 
produção de óxido nítrico na hemolinfa e os efeitos de L. rhamnosus 
sobre macrófagos RAW 264.7 desafiados por S. aureus ou E. coli, 
analisando o perfil de indução de citocinas e óxido nítrico. Os resultados 
foram analisados estatisticamente (ANOVA e Tukey, 5%) e a curva de 
morte e estimativa das diferenças na sobrevivência foram determinadas 
por Log-rank (Mantel-Cox, 5%). As rações a base de fubá e pólen 
apresentaram os melhores resultados, sendo semelhantes entre si e 
diferentes das demais rações (p < 0,05), sendo a ração a base de fubá 
escolhida por apresentar resultados semelhante ao pólen e menor custo. 
Os resultados in vivo demontraram diminuição na mortalidade das 
lagartas no grupo com inoculação de L. rhamnosus, entretanto, sem 
diferença estatística. Houve aumento na contagem de hemócitos quando 
G. mellonella foi inoculada com S. aureus e E. coli, com ou sem 
inoculação de L. rhamnosus, além de haver melanização da hemolinfa, 
demonstradno que o L. rhamnosus melhorou a resposta de G. mellonella 
quando desafiada por bactérias. Os resultados in vitro demonstram que L. 
rhamnosus induziu alta produçaõ de TNF-α, igualmente aos demais 
grupos (p ≤ 0,05), não havendo produção de IL-1β e IL-6 no grupo 
estimulado apenas por L. rhamnosus. Nos grupos que receberam o 
segundo estímulo ou apenas o contato com S. aureus ou E. coli, houve 
produção de IL-1β, IL-6 e IL-10. As maiores produções de óxido nítrico 
foram observadas nos grupos estimulados com S. aureus. Houve 
diminuição na contagem de UFC/mL de S. aureus e E. coli, quando os 
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macrófagos foram estimulados com lactobcilos. Isso sugere que L. 
rhamnosus inativado foi capaz de modular produção de citocinas e óxido 
nítrico quando as células foram desafiadas por S. aureus e E. coli, além 
de diminuir a contagem de CFU/mL, sugerindo melhorar a capacidade 
fagocitária dos macrófagos. 
 
 
 
 
Palavras-chave: Galleria mellonella. Lactobacillus rhamnosus. 
Macrófagos. Citocinas. Óxido nítrico. 
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Jorjão AL. Methodology for creation of Galleria mellonella for use as 
infection model and effects of inactivated Lactobacillus rhamnosus in vivo 
and in vitro challenged by Staphylococcus aureus and Escherichia coli 
[doctorate thesis]. São José dos Campos (SP): Institute of Science and 
Technology, UNESP - Univ Estadual Paulista; 2016. 
 
 
 

ABSTRACT 
 
 
 
 

Galleria mellonella is used to study microorganisms virulence and 
antimicrobial power. This study aimed to standardize the creation of 
worms used in In vivo assays and evaluate the effect of heat-killed 
probiotic, Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469, on this model and in in 
vitro studies. The objectives were: a) developing a methodology for 
breeding G. mellonella with four different diets influence on larval growth, 
hemolymph volume, quantity of hemocytes and infection response by 
means of survival curve; b) evaluating the effects of L. rhamnosus on G. 
mellonella by means of the following analyzes: survival curve, hemocytes 
counting, hemolymph melanization, nitric oxide release, and the effects of 
L. rhamnosus on macrophages RAW 264.7 challenged by S. aureus or E. 
coli by means of cytokines and nitric oxide production. Results were 
statistically analyzed (ANOVA and Tukey, 5%). Death curve and 
estimation of differences in survival were determined by Log-rank (Mantel-
Cox, 5%). Cornmeal and pollen-based rations showed the best results, 
being similar to each other and different from the other ones (p 
<0.05).Cornmeal ration was chosen since it presents results similar to 
pollen and lower cost. In vivo results showed reduction in mortality of 
caterpillars in the group inoculated with L. rhamnosus, with no statistical 
difference. Hemocyte counting increased when G. mellonella was 
inoculated with S. aureus and E. coli, with or without inoculation of L. 
rhamnosus, add to that hemolymph melanization, showing that L. 
rhamnosus improved G. mellonella response challenged by bacteria. In 
vitro results show that L. rhamnosus induced high production of TNF-α, 
like other groups (p = 0.05), with no production of IL-1β and IL-6 in the 
group stimulated only by L. rhamnosus. The groups which received only 
the second stimulus or only the contact with S. aureus or E. coli, there was 
IL-1β, IL-6 and IL-10 production. The highest nitric oxide production was 
observed in the groups challenged with S. aureus. S. aureus and E. coli 
CFU/mL counting decreased when macrophages were stimulated with 
lactobacilli. This suggests that heat-killed L. rhamnosus was capable of 
modulating cytokine and nitric oxide production when cells were 
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challenged with S. aureus and E. coli and reduce the CFU/mL counting, 
suggesting that there was enhancement in the phagocytic capacity of 
macrophages. 
 
 
Keywords: Galleria mellonella. Lactobacillus rhamnosus. Macrophages. 
Cytokines. Nitric oxide. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

 

 

O uso de insetos como modelos de infecção experimental 

tem apresentado grande crescimento nas pesquisas envolvendo 

patógenos humanos, sendo uma alternativa valiosa em relação aos 

modelos animais, que atualmente são mais caros e envolvem conflitos 

éticos. Os insetos têm um sistema relativamente avançado de defesas 

antimicrobianas, pois possuem sistema imune inato complexo e células 

na hemolinfa que são capazes de encapsular ou fagocitar invasores 

microbianos, além de respostas adaptativas que incluem a produção 

induzida de lisozima e pequenos peptídeos antimicrobianos (Ramarao et 

al., 2012). Assim, os insetos são ferramentas polivalentes para a 

identificação e caracterização de fatores de virulência microbianos 

envolvidos em infecções de mamíferos (Hoffmann J, 2007) e as lagartas 

da traça da cera, Galleria mellonella, vêm sendo utilizadas como modelo 

experimental de infecção por apresentar várias vantagens, como baixo 

custo, possibilidade de criação em larga escala, e ainda, os ensaios são 

relativamente rápidos, de fácil execução e interpretação. Estudos 

demonstraram que as lagartas G. mellonella são um modelo experimental 

ideal para fornecer visão útil da patogênese de uma grande variedade de 

infecções microbianas em mamíferos (Achterman et al., 2011; Junqueira, 

2012; Diago-Navarro et al., 2014; Alghoribi et al., 2014; Arvanitis, 

Mylonakis, 2015; Scorzoni et al., 2015; Maekawa et al., 2015) 

Embora o modelo de G. mellonella já esteja bem 

desenvolvido para uso em infecção experimental, a criação deste inseto 

pode variar nos diferentes centros de pesquisa, de modo que a 

padronização de um protocolo de criação destas lagartas é fundamental 

para minimizar interferências externas nos resultados dos estudos, uma 
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vez que a própria alimentação das lagartas pode influenciar no seu 

desenvolvimento e possivelmente na resposta imunológica (Banville et al., 

2012) 

Poucos estudos têm utilizado esse modelo para estudos 

dos efeitos de bactérias probióticas (Vilela et al., 2015; Köhler, 2015). 

Probióticos são micro-organismos vivos que exercem efeitos benéficos no 

hospedeiro, quando administrados em quantidades adequadas, e têm 

atraído interesse crescente por seus efeitos benéficos, sendo comumente 

administrados em produtos lácteos fermentados (Nakayama et al., 2014; 

WHO, 2001). Os efeitos dos probióticos têm sido estudados ao longo dos 

anos em diversas áreas, no tratamento e prevenção de doenças e como 

alimentos funcionais. Acredita-se que o consumo desses alimentos possa 

favorecer o metabolismo da lactose, aumentar a digestão dos alimentos e 

modular do sistema imune (Nagpal et al., 2012), sendo que as bactérias 

mais comumente utilizadas como probióticos são as ácido lácticas, das 

espécies de Lactobacillus e Bifidobacterium, uma vez que evidências 

científicas demonstraram seus efeitos sobre a saúde humana por meio da 

modulação da atividade do sistema imune (Yasuda et al., 2008; Ashraf, 

Shah, 2014).  

No entanto, hoje em dia há uma grande discussão sobre a 

definição de probióticos, já que estudos demonstram que os micro-

organismos mesmo não viáveis, bem como os seus componentes, ainda 

podem ser utilizados, pois mantém seus efeitos (Dash et al., 2015). Este 

efeito foi observado também em estudos anteriores, no qual L. rhamnosus 

inativado pelo calor foi capaz de induzir produção de citocinas por 

macrófagos, igualmente a bactéria viável (Jorjão et al., 2015). Como os  

probióticos exercem essa função não está totalmente esclarecido, de 

modo que há um de grande interesse em avaliar seu efeito sobre o 

modelo G. mellonella, a fim de verificar a influência da bactéria probiótica 

inativada sobre resposta imune, através de um desafio bacteriano e in 

vitro sobre células do sistema imune, como os macrófagos, por exemplo, 
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a fim de tentar compreender melhor como atuam na ativação dessas 

células, influenciando sua capacidade de fagocitose e produção de 

citocinas pró e anti-inflamatórias. Com isso nosso estudo busca 

demonstrar o efeito da bactéria probiótica inativada pelo calor sobre G. 

mellonella e macrófagos. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

 

 

2.1 Galleria mellonella 

 

 

Galleria mellonella é uma espécie de insetos lepidópteros, 

mais especificamente de traças, pertencente à família Pyralidae. Os 

Lepidópteros são insetos holometabólicos, ovíparos. Dos ovos saem 

larvas, chamadas lagartas, as quais, depois de uma série de 

transformações, cada uma se evidenciando após uma ecdise, atingem o 

completo desenvolvimento, realizando-se, então, a primeira metamorfose, 

da qual resulta a pupa e desta após uma segunda metamorfose, o inseto 

adulto ou mariposa. Esse lepidóptero ocorre naturalmente em colmeias de 

abelhas e têm vasta distribuição geográfica, alimentam-se de material 

presente nelas como cera velha, pólen e mel. O período de 

desenvolvimento larval da G. mellonella é de 40 dias podendo variar 

devido a condições ambientais e a velocidade de crescimento que é 

diretamente proporcional à temperatura e ao suprimento alimentar. Em 

condições ideais de temperatura e alimentação, o peso das lagartas pode 

dobrar diariamente nos primeiros dez dias (Charrière, Imdorf, 1999). 

Na apicultura, G. mellonella, também conhecida como 

traça maior da cera, é globalmente considerada praga das colônias de 

mel de abelha (Apis mellifera). As lagartas fazem galerias nos favos, 

alimentando-se de cera, pólen e mel, podendo destruí-los totalmente, 

impedindo sua reutilização, além da destruição dos favos os adultos da 

traça podem, através das fezes, ser responsáveis pela transmissão de 

importantes patógenos para as larvas das abelhas. A importância 

econômica de traças de cera levou a uma série de investigações sobre 
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seu ciclo de vida, biologia, comportamento, ecologia, biologia molecular, 

fisiologia e controle (Vandenberg, Shimanuki, 1990). Com isso 

começaram a surgir criatórios dessa lagarta para melhorar o estudo em 

relação a genética molecular e fisiologia ou também para simplesmente 

alimentação de réptil, comida de passarinho e isca de peixe (Ellis et al., 

2013).  

Para iniciar um programa de criação, as mariposas podem 

ser obtidas a partir de colônias de abelhas infestadas ou adquiridos de 

outro criatório, e estas podem ser criadas de modo natural, em colmeia de 

abelhas contendo mel e pólen (Hood et al., 2004) ou criação in vitro, 

utilizada pela maioria dos laboratórios. A criação em laboratório de G. 

mellonella segue série de eventos, sendo eles: a) colocar os ovos de 

traça da cera sobre a nova dieta; b) coletar lagartas ou pupa e colocar em 

um segundo recipiente; c) deixar que a larva em último instar transforme-

se em pupa ou pupa para emergir como adultos; d) acasalamento dos 

adultos; e) depois permitir que as fêmeas ponham ovos e colocar os ovos 

novamente na nova dieta (Ellis et al., 2013).  

Um método para a alimentação de lagartas de traça da 

cera é simplesmente fornecer favo de mel, mas isso pode ser caro e 

insustentável, se são desejados um grande número de lagartas. Assim 

foram desenvolvidas diferentes dietas artificiais, sempre com base na 

alimentação natural, mel, cera e pólen (Coskun et al., 2006). Com a 

crescente utilização de insetos como modelo experimental em 

laboratórios, houve a necessidade de se criar esses animais para 

obtenção de quantidade padronizada para os estudos. As lagartas G. 

mellonella foram desenvolvidas como um modelo experimental de 

infecção e a procura no Brasil por esse modelo aumentou, entretanto, 

havia pouca oferta para esse fim. Desta forma, observou-se a 

necessidade de se realizar a criação dentro do nosso laboratório para uso 

específico como modelo de infecção experimental. Com isso surgiu o 
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interesse de desenvolver uma criação onde se consiga obter animais de 

bom tamanho, mais claros, padronizados e em grandes quantidades. 

Modelos de mamífero de infecção são fundamentais para 

elucidar os mecanismos da patogênese bacteriano e também são usados 

para avaliar a eficácia de novos agentes antimicrobianos, antes do início 

de testes em humanos. Um trabalho pioneiro para determinar os 

parâmetros farmacocinéticos dos antibióticos clinicamente relevantes no 

modelo experimental de G. mellonella demonstrou que este modelo é útil 

para uma resposta aproximada a observada em humanos e os resultados 

apoiam a hipótese de que G. mellonella pode ser utilizado para pesquisar 

a eficácia de antimicrobianos (Thomas et al., 2013). 

As lagartas G. mellonella possuem características que as 

tornam particularmente útil para o estudo de agentes patogênicos 

humanos. Elas são relativamente grandes em tamanho (12 -20 mm), o 

que permite uma manipulação fácil e fácil obtenção de tecido e amostras 

de hemolinfa para análise, além do sistema imunológico com um elevado 

grau de estruturas, sendo parecido estrutural e funcionalmente com 

sistema imune inato de vertebrados (Lionakis, 2011). A resposta celular 

dos insetos inclui fagocitose, nodulação, e encapsulamento e a resposta 

imune humoral consiste em diversos processos, incluindo a melanização, 

coagulação da hemolinfa, e a produção de inúmeros peptídeos 

antimicrobianos potentes em grande escala (Hoffman JA, 1995). Além 

disso, as lagartas G. mellonella podem ser mantidas a 37 °C, um atributo 

importante quando se estuda agentes patogênicos humanos. O 

desenvolvimento de organismos modelo como ferramentas de 

investigação em pesquisas tem sido crucial para o avanço do 

conhecimento em várias áreas e para o sucesso de qualquer modelo 

experimental como uma ferramenta de pesquisa, sendo necessária a 

padronização do modelo e das condições de manutenção para produzir 

organismos com a menor variação possível (Ankeny et al., 2011). 
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Na literatura pode-se observar a utilização desse modelo 

para testar e avaliar terapias antimicrobianas, terapias alternativas para 

serem utilizadas contra micro-organismos resistentes a drogas. Jander et 

al. (2000) analisaram 32 diferentes cepas de Pseudomonas aeruginosa 

em camundongos e inseto (G. mellonella), os resultados mostraram uma 

correlação positiva nos padrões de virulência e os autores concluíram que 

G. mellonella é um bom modelo experimental para a identificação de 

fatores de virulência de P. aeruginosa. Também Mylonakis et al., em 

2005, utilizaram o modelo para avaliar genes de Criptococcus 

neoformans, que demonstraram em estudos anteriores estar envolvidos 

na virulência desta levedura e observaram que também em G. mellonella 

esses genes (CAP 59, GPA1, RAS1 e pKA1) desempenharam um papel 

na morte da lagarta. Além disso foi testada uma terapia de combinação 

antifúngica (anfotericina B +flucitosina), administrada antes ou após a 

inoculação das lagartas e os autores destacaram que G. mellonella pode 

ser um substituto para modelos de infecção de mamíferos para C. 

neoformans e pode facilitar os estudos in vivo da virulência do fungo e a 

eficácia de terapias antifúngicas. 

Outro estudo (Chibebe et al., 2013), utilizando TFD 

(terapia fotodinâmica) antimicrobiana demonstrou que o azul de metileno 

injetado no inseto seguido de iluminação de todo o corpo, prolongou a 

sobrevivência da G. mellonella e a terapia (TFD), de lagartas infectadas 

com E. faecium resistente, combinando a vancomicina prolongou 

significativamente a sobrevivência das lagartas em comparação aos 

tratamentos sozinhos. Os autores concluíram que G. mellonella fornece 

um modelo de hospedeiro invertebrado útil para estudar TFD 

antimicrobiana e para explorar melhores tratamentos combinados com 

TFD. Também testaram C. albicans resistente ao fluconazol em 

combinação com TFD e observaram que a administração de fluconazol, 

antes ou após a exposição das lagartas a APDT prolongou 

significativamente a sobrevivência delas em comparação com qualquer 
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um dos tratamentos isoladamente, concluindo que G. mellonella é um 

modelo in vivo útil para avaliar TFD como um regime de tratamento para 

infecções por Candida (Chibebe et al., 2013). 

Galleria mellonella é largamente utilizada como um 

modelo de infecção, Li DD et al. (2013) sugeriram que 5 x 105 unidades 

formadoras de colônias (UFC) /larva foi um inoculo adequado para 

otimizar o uso de G. mellonella como modelo de infecção para C.albicans, 

com o objetivo de avaliar os agentes antifúngicos. Estes autores relataram 

que este modelo fornece uma maneira rápida, barata e confiável para 

avaliar antifúngicos in vivo. Outro trabalho também avaliando eficácia de 

antifúngicos durante a infecção por C. krusei em G. mellonella, também 

demostrou que esse modelo não-mamífero é uma ferramenta útil para 

investigar a eficácia antifúngica in vivo e virulência de C. krusei (Scorzoni 

et al., 2013). Esses estudos demonstram o crescente interesse por esse 

modelo de infecção, e indica uma necessidade de padronização de 

criação desses animais. 

Na literatura encontra-se vários estudos utilizando G. 

mellonella como modelo de infecção, não somente em estudos de 

infecção por fungos, mas também para uma variedade de bactérias 

(Hornsey et al., 2013; Wand et al., 2013; Beeton et al., 2015). Richards et 

al. (2015) utilizaram o modelo para avaliar alterações genéticas e 

características fenotípicas específicas associadas a bacteremia por S. 

aureus resistente e conseguiram identificar novas características, 

observando a virulência das diferentes cepas no modelo de infecção. 

Benthall et al. (2015) recentemente utilizaram o modelo para determinar 

da eficácia dos antibióticos disponíveis contra culturas planctônicas e 

biofilme de Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella pneumoniae em 

comparação com a determinação in vitro de concentração inibitória 

mínima (CIM). Os autores relataram que, em geral, a análise in vitro 

concordaram com os estudos G. mellonella e que o estudo fornece 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Li%20DD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23995660
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informações importantes sobre a adequação de G. mellonella como 

modelo para testes de eficácia de antibióticos. 

Banville et al. (2012) mostraram que as lagartas privadas 

de nutrição durante sete dias antes da infecção foram mais suscetíveis à 

infecção por C. albicans. As lagartas não alimentadas demonstraram 

reduzida expressão de uma variedade de peptídeos antimicrobianos e 

proteínas do sistema imune. Como visto no estudo, a privação de G. 

mellonella de alimentos durante o experimento causou redução nas 

respostas imunitárias e um aumento da susceptibilidade à infecção, o que 

sugere que a incubação de lagartas na presença ou ausência de nutrição 

pode afetar os resultados e as comparações entre os diferentes 

laboratórios. Esta constatação tem implicações para comparações 

interlaboratoriais, já que essas lagartas representam um útil modelo de 

sistema in vivo, mas a duração da fase de pré-incubação (1, 3 ou 10 

semanas), que vem sendo utilizada em estudos, pode afetar 

significativamente a sua susceptibilidade a agentes microbianos 

patogênicos, possivelmente como resultado do metabolismo alterado 

(Browne et al., 2015).  

Para G. mellonella ser amplamente aceita como um 

organismo modelo para estudo da patogênese microbiana, um número de 

procedimentos de normalização precisa ser implementado para garantir 

comparabilidade experimental entre diferentes laboratórios de pesquisa 

(Cook, McArthur, 2013). Com isso, torna-se de grande importância 

melhorar os métodos de criação destas lagartas, padronizando rações 

que favoreçam seu desenvolvimento, bem como seu sistema imunológico, 

a fim de minimizar variações interlaboratoriais deste importante modelo 

experimental. 

 

 

2.2 Probióticos 
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Em 1907, Elie Metchinkoff, que hoje é considerado o pai 

dos probióticos, observando que populações de camponeses búlgaros 

apresentavam maior longevidade e saúde do que as demais, associou 

isso ao consumo regular de bactérias ácido láticas nos produtos 

fermentados, como iogurtes por exemplo e então sugeriu que por meio da 

alimentação é possível modificar a microbiota intestinal, substituindo 

micro-organismos patogênicos por micro-organismos benéficos. Desde 

então usava-se o termo terapia microbiana, que anos mais tarde começou 

a ser utilizado o termo probióticos (Lilly, Stillwell, 1965; Fuller et al., 1989; 

Huis in't Veld et al., 1994). Atualmente, utiliza-se o termo para designar 

micro-organismos vivos, comensais que produzem efeito benéfico sobre a 

saúde do hospedeiro por diferentes mecanismos. 

Os efeitos benéficos dos probióticos tem sido estudados 

ao longo dos anos em diversas áreas, no tratamento e prevenção de 

doenças e como alimentos funcionais. Em uma revisão, Hemarajata e 

Versalovic (2013) descreveram os principais mecanismos de ação dos 

probióticos no trato gastrointestinal do hospedeiro, onde demonstraram 

que os probióticos são capazes de modificar as comunidades microbianas 

do intestino e suprimir o crescimento de patógenos, devido a indução da 

produção de β-defensina e IgA pelo hospedeiro. Podem ser capazes de 

fortalecer a barreira intestinal através da manutenção das junções 

celulares e induzindo a produção de mucina e ainda a imunomodulação 

mediada por probiótico pode ocorrer por intermédio da mediação da 

secreção de citocinas por meio de vias de sinalização, tais como NF-kB e 

MAPKs, que também podem afetar a proliferação e diferenciação de 

células do sistema imiune (tais como as células T) ou células epiteliais.  

Os probióticos também demonstram capacidade de 

aumentar a resposta imune celular não específica caracterizada por 

ativação de macrófagos e células Natural Killer (NK). No sistema imune 

do intestino, os macrófagos desempenham um papel importante na 
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manutenção da saúde, mediante sua capacidade em eliminar micro-

organismos invasores, células defeituosas, e substâncias tóxicas, além 

disso são responsáveis por secretar um grande número de citocinas e 

quimiocinas, responsáveis por modular a respostas imunes do 

hospedeiro. Acredita-se que os probióticos sejam capazes de estimular 

essas células a desempenhar suas funções, por meio da modulação do 

perfil de indução de liberação de citocinas e também estimulando a 

fagocitose (Hardy et al., 2013). Os macrófagos são importantes no que diz 

respeito a ambas respostas imunes inata e adaptativa e os fenótipos pró-

inflamatória (M1) ou anti-inflamatória (M2) se diferenciam após a ativação. 

Estudos vem demonstrando que lactobacilos vivos e/ou mortos são 

capazes de estimular as funções dos macrófagos, afetando a polarização 

dessas células, sendo que esta atividade pode variar entre as cepas 

probióticas (Matsuguchi et al., 2003; Italiani, Boraschi, 2014). 

Christoffersen et al. (2014), demonstraram como as diferentes bactérias 

afetam a polarização dos macrófagos. Os autores cultivaram uma 

linhagem de macrófagos (RAW 264.7) com 16 diferentes cepas 

probióticas (comensais e de origem alimentar) e quantificaram a produção 

de óxido nítrico (NO) e expressão de genes que indica polarização para 

M1 ou M2. Cepas de Escherichia e Salmonella elevaram a expressão de 

NO mais do que cepas de Enterococcus, Lactobacillus e Lactococcus, 

sugerinado que cepas Gram-negativas são mais potentes indutores M1 e 

que as respostas foram específicas para cada cepa, isto é, dentro de 

cada espécie houve diferença nas expressões. 

O uso de probióticos representa uma estratégia 

alternativa potencialmente eficaz para a prevenção e tratamento de 

doenças inflamatórias ou alérgicas. Contudo, existe uma preocupação em 

relação a problemas de segurança decorrentes do uso extensivo de 

células microbianas vivas, com isso surge o interesse em micro-

organismos não viáveis ou extratos de células microbianas, podendo 

eliminar os problemas com transportes, fabricação, prazo de validade, 
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além de reduzir os riscos de infecção microbiana (Taverniti, Guglielmetti, 

2011). Como a Organização das Nações Unidas para e Agricultura e 

Alimentação (FAO) e a Organização Mundial de Saúde (OMS). sugere 

que a palavra “probiótico" deve ser restringida somente a produtos que 

contenham micro-organismos vivos, e considerando evidências científicas 

indicando que os micro-organismos inativados possam afetar 

positivamente a saúde do hospedeiro, podemos encontrar na literatura os 

termos “paraprobiotic’” ou “ghost probiotic” (probiótico fantasma) para 

indicar o uso de células microbianas inativadas ou frações celulares que 

possam conferir benefício para a saúde do hospedeiro (Taverniti, 

Guglielmetti, 2011; Dash et al., 2015) 

Muitas vezes as doses eficazes podem ser diferentes 

daquelas encontradas no probiótico imediatamente após a preparação, já 

que muitas vezes pode diminuir durante a armazenagem e o produto final 

pode conter bactérias mortas. Assim os efeitos benéficos exercidos pelos 

probióticos podem ser gerados tanto pelas células vivas quanto pelas 

mortas (Soccol et al., 2010). Adams (2010) sugere que células probióticas 

vivas podem influenciar a microbiota gastrointestinal e a resposta 

imunológica, enquanto os componentes de células mortas exercem uma 

resposta anti-inflamatória no trato gastrointestinal e que isso tem várias 

implicações para a produção e aplicação de probióticos, sendo que 

quantidades variáveis de células mortas podem contribuir para a variação 

das respostas o que é frequentemente visto na utilização de culturas 

probióticas vivas, sendo a utilização de probióticos mortos mais seguro. 

Outro fator essencial para a funcionalidade do probiótico é 

a sua capacidade de chegar e colonizar o trato gastrointestinal do 

hospedeiro suportando a condição adversa criado pelas enzimas 

digestivas, sistema imune do hospedeiro e a camada de muco intestinal, 

além de ter que competir com a microbiota já estabelecia no local. Com 

isso, torna-se difícil para o probiótico recentemente introduzido competir 

com a microbiota normal, isso faz com que doses mais elevadas sejam 
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utilizadas levando a uma prevalência temporária da bactéria probiótica 

(Vieira et al., 2008). Além disso, muitas bactérias podem não resistir a 

essas condições e também aos processos de fabricação do produto, 

criando assim a possibilidade de que alguns dos efeitos benéficos 

exercidos por tais probióticos possam ter sido efetivamente alcançado a 

partir da bactéria morta ou até mesmo dos componentes (Dash et al., 

2015). Bernardeau et al. (2008) estudaram o potencial de adesão “in vitro” 

de cepas de L. rhamnosus e Lactobacillus farciminis inativados pelo calor 

e observaram que estes mantinham a capacidade de aderência no 

modelo de mucosa estudado. Os autores também relataram que os 

lactobacilos inativados podem melhorar a resposta dos animais aos 

patógenos entéricos, criando um efeito de barreira e estimulando 

respostas imunológicas devido a estabilidade das cepas inativadas e a 

preservação das estruturas da parede celular, sendo que a capacidade de 

aderência a mucosa intestinal é mantida em várias cepas probióticas 

estudadas, quando estas estão mortas. 

Marin et al. (1997) avaliaram diversas cepas de 

bifidobactérias inativadas pelo calor e observaram que estas tinham uma 

atividade imunomoduladora em macrófagos (RAW 264.7) e também em 

uma linhagem de células T. As bactérias inativadas pelo calor foram 

capazes de induzir produção de TNF-α e IL-6 em comparação com o 

grupo controle. Estes autores concluíram que a interação dos macrófagos 

com as células de bididobactérias foi capaz de reforçar a produção de 

citocinas pró-inflamatórias, podendo esse efeito ser benéfico na 

manutenção do equilíbrio imunológico, aumentando a resistência a 

infecções. Também em estudo anterior (Jorjão et al., 2015) utilizando a 

mesma linhagem celular, L. rhamnosus vivo, morto ou até mesmo 

somente suspensões mortas pelo calor foram capazes de induzir a 

síntese de diferentes citoquinas pró-inflamatórias (TNF-α e IL-6) ou com 

funções de regulação (IL-10), sugerindo que a L. rhamnosus ATCC 7469 

é capaz de exercendo efeito imuno-regulador sobre os macrófagos. 
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Em 2013, Harb et al. avaliaram o papel da bactéria 

probiótica L. rhamnosus GG (LGG) viva e seus derivados, após morte 

pelo calor, em inflamações alérgicas das vias respiratórias. Eles avaliaram 

a produção de citocinas pró e anti-inflamatórias em camundongos recém-

nascidos com inflamação alérgica aguda induzida por ovalbumina na 

quarta semana de vida. Os animais foram alimentados com LGG vivo e 

somente com seus derivados e os autores concluíram que LGG e também 

derivados exercem atividades imunomoduladoras, e a bactéria viável ou 

sobrenadante podem fornecer uma alternativa viável para reduzir 

respostas inflamatórias alérgicas. Lactobacillus rhamnosus GG (LGG) 

vivos, tanto quanto mortos pelo calor, foram capazes de diminuir a 

produção de IL-8 quando uma resposta inflamatória foi gerada através de 

estimulação pelo fator de necrose tumoral (TNF-α) em linhagem celular 

Caco-2 (células epiteliais humana). Foi observado que o pré-tratamento 

com as duas formas da bactéria probiótica, viva ou morta, foi capaz de 

regular a resposta inflamatória ao TNF-α, porém os autores relataram a 

necessidade de altas doses da bactéria viva para o efeito ser alcançado, 

tornando assim, LGG morto pelo calor mais seguro e efetivo na 

atenuação da inflamação (Zhang L et al., 2005).  

Jensen et al. (2014) em um estudo utilizando linhagem 

celular monocítica avaliou a produção de citocinas a partir da THP-1 e a 

ativação de NF-kB, tentando elucidar a capacidade estimulante dos 

lactobacilos in vitro. Neste estudo, foi utilizada duas cepas probióticas, 

comercialmente disponíveis. Foi observado que as cepas de L. reuteri 

induziu maior secreção de citocinas e maior ativação de NF-kB, enquanto 

culturas de L. plantarum e L. rhamnosus GG foram baixo indutores. Os 

autores observaram que uma das proteínas da superfície de L. reuteri, 

Hmpref0536_10802, pareceu ser importante para a estimulação das 

células. Esses resultados aumentam a complexidade da interação entre 

lactobacilos e células humanas e é provável que é a soma de proteínas 

de superfície das bactérias, seus metabólitos e/ou as proteínas 
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secretadas que podem induzir a secreção de citocinas em células THP-1 

e ativação de NF-kB. Fang et al. (2014) demonstraram que as estruturas 

de células bacterianas de L. rhamnosus GG, não foram danificadas pelo 

processo de calor para matar a bactéria e que suas estruturas externas 

permaneceram intactas e que por isso a morte pelo calor da bactéria, não 

minimizou o efeito modulador de L. rhamnosus GG sobre a expressão de 

citocinas. 

Evidências sugerem que existe uma regulação da 

produção de citocinas por meio de um mecanismo intracelular que torna 

as células relativamente resistentes após exposições repetidas a 

estímulos pró-inflamatórios por meio de micro-organismos comensais ou 

patogênicos, desencadeando uma série de reações enzimáticas que irá 

alterar inibidor kB, resultando em tolerância e auxiliando na prevenção de 

doenças. Os probióticos mortos pelo calor ou inativados por UV vêm 

demonstrando poder afetar essas vias de sinalização (Kataria et al., 

2009). Li N et al. (2009) em conclusão relataram que tanto o vivo, quanto 

LGG morto pelo calor, fornecido por via enteral, foram capazes de 

diminuir a produção de mediadores pró-inflamatórios e aumentar 

mediadores anti-inflamatórios, em inflamação induzida por LPS 

(lipopolissacarideo).  Sendo assim, os mecanismos de ação dos micro-

organismos probióticos mortos, assim como seus componentes 

microbianos na regulação intracelular dos mediadores inflamatórios são 

de grande interesse para estudos futuros. 

Chuang et al. (2007) demonstraram que 3 cepas mortas 

por calor de Lactobacillus foram capazes de modular a resposta imune 

por meio da proliferação celular e produção de IL-10, IL-12, e IFN- γ. 

Estes resultados demostram que os lactobacilos vivos ou mortos pelo 

calor, exercem um papel potencialmente importante na modulação das 

respostas imunes a reações alérgicas. Outro estudo utilizando cepas de 

lactobacilos (L. rhamnosus OLL2984, L. delbrueckiis sp. bulgaricus 

OLL1073R-1) avaliou o efeito dessas bactérias sobre dermatite atópica, 
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desenvolvido pela aplicação tópica de antígeno de ácaro, em ratos. A 

ingestão oral de células mortas pelo calor OLL1073R-1 inibiu o 

desenvolvimento da dermatite, sendo que as células mortas de outra cepa 

bacteriana, L. rhamnosus OLL2984, não exerceu efeito inibitório sobre a 

dermatite. A ingestão oral de células mortas pelo calor OLL1073R-1 

também atenuou a secreção de IL-6 e reduziu os níveis de IL-6 em 

tecidos inflamados. Os autores ressaltaram a questão de que o efeito do 

probióticos, até mesmo das células mortas, são cepa dependente e há 

necessidade de estudos adicionais para melhor aplicação da terapia, até 

mesmo utilizando bactérias mortas (Kano et al., 2013).  

Os probióticos têm sido utilizados como alternativa 

terapêutica em doenças inflamatórias intestinais. Muitos estudos têm 

demonstrado que as diferentes cepas bacterianas probióticas possuem 

efeitos imunomoduladores, no entanto, há um interesse crescente pelo 

uso de bactérias não-viáveis para reduzir o risco de infecção microbiana e 

translocação. L. rhamnosus GR-1 é uma bactéria probiótica utilizada para 

manter a saúde urogenital. O suposto mecanismo para o seu efeito 

probiótico é mediante modulação da imunidade do hospedeiro. Infecções 

do trato urinário são frequentemente causadas por Escherichia coli 

uropatogênica. Avaliou-se o papel de L. rhamnosus GR-1 na ativação do 

NF-kB em células estimuladas por E. coli. L. rhamnosusGR-1 viável 

demonstrou potencializar a atividade de NF-kB em células estimulada por 

E. coli, enquanto que os lactobacilos mortos pelo calor demonstraram um 

pequeno aumento na atividade de NF-kB, sugerindo que os lactobacilos 

não viáveis possam ser uma nova estratégia para a prevenção ou 

tratamento de infecção urinária provocada por E. coli (Karlsson et al., 

2012).  

Rodríguez-Nogales et al. (2015) avaliaram se a 

viabilidade de L. fermentum CECT5716 era essencial para exercer o seu 

efeito anti-inflamatório intestinal. Foram comparados os efeitos 

preventivos de probiótico viáveis e não viáveis no modelo de colite por 
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TNBS em ratos e também em células (Caco-2 e RAW 264.7). Os autores 

avaliaram os efeitos dos probióticos na expressão, IL-1β, IL-8 e produção 

de nitrito. Os resultados in vitro revelaram uma diminuição na produção de 

mediadores pró-inflamatórios, independentemente da viabilidade do 

probiótico. As duas formas do probiótico produziram uma redução 

significativa de IL-1β, níveis TNF-α e expressão de iNOS (Óxido nítrico 

sintase indutível), também quando administrados aos ratos. Os autores 

concluíram que, tanto L. fermentum CECT5716 vivo quanto morto, foram 

capazes de atenuar o processo inflamatório e diminuir a produção de 

alguns dos mediadores inflamatórios. Sendo que, de fato, a viabilidade 

deste probiótico não afetou suas propriedades imunomoduladoras e anti-

inflamatórias  

O trato gastrointestinal em mamíferos e insetos está 

associado com os micro-organismos (coletivamente a microbiota), que 

são controlados pelo sistema imune do intestino. Micro-organismos 

patogênicos estão sempre presentes, podendo infectar as células 

epiteliais do intestino e causar doença. Existem cada vez mais evidências 

que há uma relação mútua entre bactérias benéficas e patogênicas no 

intestino e pelo sistema imune. Decifrar essas interações complexas entre 

a microbiota intestinal e o sistema imunológico requer sistemas ou modelo 

de infecção, como as lagartas G. mellonella. A exposição da microbiota 

de G. mellonella a antibióticos induz imunidade e expressão de genes 

relacionados ao estresse no intestino (Mukherjee et al., 2013). Vilela et al. 

(2015) demonstraram que a injeção de L. acidophilus em lagartas G. 

mellonella infectadas com C. albicans aumentou a sobrevivência destes 

animais. Além disso, o número de C. albicans UFC / mL recuperado a 

partir da hemolinfa de larvas foi menor no grupo inoculado com L. 

acidophilus em comparação com o grupo de controle. Em conclusão, os 

autores relataram que L. acidophilus ATCC 4356 foi capaz de proteger G. 

mellonella contra candidose experimental e que até mesmo somente seus 

produtos demonstraram este efeito.  
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Com isso busca-se demonstrar no presente estudo que G. 

mellonella pode ser um modelo útil para se estudar os efeitos dos 

probióticos sobre o hospedeiro. Como foi observado em estudos 

anteriores, L. rhamnusus ATCC 7469 não viáveis foram capazes de 

induzir produção significativa de TNF-α, IL-6, IL-10 e óxido nítrico em 

células da linhagem RAW 264,7, de forma semelhante a bactéria viva 

(Jorjão et al., 2015). Também quando estas células foram desafiadas por 

moléculas microbianas (LPS, LTA, manana), pode-se observar que os 

lactobacilos vivo ou morto, foram capazes de modular a produção das 

citocinas (TNF-α, IL-6, IL-10 e IL-12) de modo semelhante (Oliveira, 

2013). Com isso, sugere-se que as bactérias não viáveis de L. rhamnosus 

possam induzir produção de citocinas pró-inflamatórias e também de IL-

10, sugerindo um efeito regulador na produção de citocinas pelos 

macrófagos. Assim, torna-se de grande interesse ampliar os estudos da 

ação dos probióticos inativados pelo calor in vitro e in vivo a fim de 

verificar sua influência na resposta imune frente a um desafio bacteriano. 
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3 PROPOSIÇÃO 

 

 

 

 

3.1 Objetivos gerais 

 

 

Os objetivos do presente estudo foram desenvolver uma 

metodologia de criação de G. mellonella que proporcionasse lagartas 

mais padronizadas quanto ao tamanho, peso e quantidade de hemolinfa e 

avaliar os efeitos da bactéria probiótica L. rhamnosus ATCC 7469 

inativada pelo calor sobre o modelo in vivo (G. mellonella) e in vitro sobre 

macrófagos RAW 264.7, ambos desafiados por S. aureus e E. coli. 

 

 

3.2 Objetivos específicos 

 

 

Os objetivos específicos do presente estudo foram: 

 

a) Desenvolver uma metodologia de criação de G. 

mellonella, estabelecendo a ração da dieta que 

proporciona melhor desenvolvimento das 

lagartas, a fim de obter um modelo padronizado 

de G. mellonella para pesquisas futuras; 

b) Analisar os efeitos do L. rhamnosus inativado 

pelo calor, no modelo de criação padronizado de 

G. mellonella quando desafiados por S. aureus 

ou E. coli, avaliando os seguintes parâmetros: 

susceptibilidade à infecção experimental, 
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contagem total de hemócitos; melanização e 

produção de óxido nítrico; 

c) Avaliar os efeitos de L. rhamnosus inativado pelo 

calor sobre macrófagos, na produção de 

citocinas (TNF-α, IL-1β, IL-6, IL-12, IL-10), óxido 

nítrico e atividade fagocítica, quando desafiados 

por S. aureus ou E. coli. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

 

 

4.1 Criação de Galleria mellonella com diferentes dietas 

 

 

Para iniciar o processo de criação de G. mellonella e 

avaliar o efeito das dietas padronizadas em seu ciclo biológico, 

inicialmente, as lagartas de G. mellonella, doadas pela Empresa Brasileira 

de Pesquisa Agropecuária (Embrapa), foram mantidas em potes plásticos 

com voal e tampa perfurada (Figura 1A) para transformar-se em 

mariposas. Em seguida, foi colocado cartolina na tampa como substrato 

para ovoposição (Figura 1B). 

Foram distribuídos aleatoriamente em 4 potes plásticos 

(Figura 1C) 1000 ovos, sendo 250 em cada. Os ovos obtidos (Figura 1D) 

foram contados em microscópio estereoscópico (Figura 1E). Em todos os 

potes foi acrescentado cera alveolada (Figura 1F) e as diferentes rações 

(figura 1G), perfazendo 4 grupos experimentais: 

a) EMBRAPA- Ração da Embrapa: 120 g de açúcar 

mascavo, 80 g de glicerol, 400 g de leite em pó, 

120 g de levedo de cerveja, 200 g de farinha de 

trigo integral, 200 g de farelo de trigo (fibra de 

trigo), 200 g de gérmen de trigo (Figura 2A); 

b) AVEIA – 300 g de aveia em flocos, 300 g de 

farinha integral, 60 g de levedura seca, 120 mL 

de glicerol, 120 mL de mel e cera- (Mead et al., 

1985, modificada) (Figura 2B); 
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c) FUBÀ- 250 g de fubá, 150 g levedura de cerveja, 

100 g de farinha de soja, 100 g de leite em pó 

desnatado, 250 g de mel e 210 g de glicerol e 

cera (Brighenti et al., 2005- modificada) (Figura 

2C);  

d) PÓLEN – 5 g de Pólen e 20 g cera. (Figura 2D). 

 

Os potes foram incubados em estufa a 28 ºC por 

aproximadamente 20 dias. Neste período, foi realizado acompanhamento 

semanal para verificar o crescimento das lagartas. 

Após este período, quando as lagartas já atingiram o 

tamanho que permitiu o manuseio (aproximadamente 1 cm), foi realizada 

a limpeza das mesmas, retirando as teias e os casulos. As lagartas foram 

transferidas para recipientes de alumínio com 7,5 cm de altura e 16,5 cm 

de diâmetro, com tampas dotadas de furos e foram mantidas as diferentes 

dietas (Figura 1H).  

Os potes foram mantidos a 28 ºC e foi realizado o 

acompanhamento seu ciclo biológico e desenvolvimento das lagartas, 

registrando: 1) a duração da fase larval (dias de duração do ciclo larval 

das lagartas- desde ovo até o último estágio larval); 2) viabilidade das 

lagartas (% de pupas no último instar); 3) peso no último estágio larval 

(amostra de 30 lagartas de cada grupo experimental foram pesadas no 

último estágio larval); 4) cor no último estágio larval; 5) (foi observado se 

houve diferença na coloração das lagartas alimentadas com as diferentes 

rações, no último estágio larval).  

Também foi avaliada influência das rações sobre volume 

da hemolinfa, onde a hemolinfa foi retirada e passada para outro 

microtubo, com auxílio de pipeta e a contagem total de hemócitos, 

realizada a coleta da hemolinfa de 10 lagartas e foi utilizado o teste de 

exclusão com azul de Tripan para realizar a contagem total de hemócitos 
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no contador automático de células (Countess® Automated Cell Counter- 

Invitrogen). 

 

 

Figura 1- Material utilizado na criação e aspecto dos ovos de G. mellonella. A) pote 
plástico com voal para evitar a saída das mariposas de G. mellonella; B) tampa com 
cartolina como substrato para ovoposição; C) pote plástico, com tampa perfurada, 
utilizado para acondicionar os ovos; D) aspecto dos ovos de G. mellonella vistos a olho 
nu; E) ovos observados em microscópio estereoscópico (Carl Zeiss, Stemi DV4 – 

Alemanha - aumento de 24X); F) cera alveolada; G) medida de ração utilizada; H) 

recipiente de alumínio contendo cera alveolada e ração, onde são colocadas as lagartas 
após 20 dias até o momento de utilização para experimento ou reprodução. 
 

A B 

C D 

E 

H F 

G 
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Figura 2 - Rações utilizadas no experimento, nas imagens pode-se observar a diferença 
na textura das dietas. A) Ração EMBRAPA; B) Ração a base de Fubá; C) Ração a base 
de Aveia; D) Pólen. 

 

 

4.1.1 Susceptibilidade à infecção experimental (Curva de sobrevivência) 

 

 

Também para observar influência das diferentes dietas no 

sistema imune, lagartas de G. mellonella no estágio final da fase larval, 

sendo 12 lagartas de cada dieta, foram inoculadas com 10 µL de 

suspensão de S. aureus ATCC 6538 ou E. coli ATCC 25922. Foram 

utilizadas cepas padrão de mantidas em freezer a -70 ºC no Laboratório 

de Microbiologia e Imunologia do Instituto de Ciência e Tecnologia de São 

José dos Campos/ UNESP. A partir de colônias isoladas e confirmadas 

pela coloração de Gram, foram padronizadas as suspensões dos micro-

organismos em PBS estéril e apirogênico até a concentração de 108 

A B 

D C 
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células/mL, em espectrofotômetro (Gibreel, Upton, 2013; Mak et al., 

2010). 

 Um inóculo de 10 μL das suspensões foi injetado na 

lagarta através da última proleg inferior esquerda. Foi utilizado um grupo 

inoculado apenas com PBS para acompanhar o estado de saúde das 

lagartas de G. mellonella durante todo o experimento. Após as 

inoculações, as lagartas foram armazenadas em placas de Petri e 

incubadas a 37 ºC em estufa bacteriológica. O número de G. mellonella 

mortas foi anotado primeiramente 18 h após a inoculação dos micro-

organismos e posteriormente a cada 24 h, sendo monitoradas por 7 dias 

após o início do experimento. As lagartas foram consideradas mortas 

quando não apresentaram nenhum movimento ao toque. A morte de 

todas as lagartas do grupo experimental ou a transição para a forma de 

pupa determinou o término do experimento. 

Após o término dos testes envolvendo a criação de G. 

mellonella, foi selecionada a melhor dieta e melhor metodologia de 

criação, e este protocolo foi padronizado para todos os experimentos 

seguintes. Este protocolo de criação (ANEXO A) está sendo utilizado no 

Laboratório de Invertebrados do Departamento de Bociências e 

Diagnóstico Bucal, no ICT-UNESP.  

 

 

4.2. Efeitos de L. rhamnosus inativado pelo calor na resposta de G. 
mellonella desafiada com S. aureus e E. coli 
 

 

4.2.1 Cultivo e preparação das suspensões de L. rhamnosus (morto pelo 
calor), S. aureus e E. coli 
 

 

Foi utilizada cepa padrão da espécie L. rhamnosus ATCC 

7469, que foi semeada em Ágar Man-Rogosa-Shape (MRS- Oxoid, 
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Basingstroke, Hampshire, England) e cultivada a 37 ºC em 5% de CO2 por 

24 h. A partir das colônias isoladas e confirmadas pela coloração de 

Gram, foi padronizada uma suspensão em PBS estéril e apirogênico até a 

concentração de 108 células/mL, em espectrofotômetro com comprimento 

de onda de 540 nm. A suspensão anterior foi autoclavada a 121 ºC por 15 

min e em seguida, centrifugada por 10 min a 5000 rpm e o pellet 

ressuspenso em PBS estéril e apirogênico.  

As suspensões de S. aureus e E. coli, foram preparadas 

como descrito no item 4.1.1 e a partir de colônias isoladas e confirmadas 

pela coloração de Gram. Foi padronizada suspensão dos micro-

organismos em PBS estéril e apirogênico até a concentração 109 

células/mL, em espectrofotômetro. 

 

 

4.2.2 Curva de sobrevivência 

 

 

Foram utilizadas lagartas G. mellonella em estágio final da 

fase larval com peso corporal de aproximadamente de 0,280 a 0,320 g. 

Antes do estudo da interação de L. rhamnosus com S. aureus e E. coli foi 

realizada uma análise da susceptibilidade de G. mellonella a infecção por 

esses micro-organismos para determinação da concentração sub-letal de 

ambas as bactérias nesses animais. Para isso, foram inoculadas em G. 

mellonella várias suspensões padronizadas que variaram de 108 a 105 

células/mL. Para cada concentração inoculada, foi utilizado um grupo de 

12 lagartas. Um inóculo de 10 μL de cada suspensão foi injetado na 

lagarta para determinação da curva de sobrevivência, conforme descrito 

no item 4.1.1. 

Para interação de L. rhamnosus inativado, S. aureus ou E. 

coli, um inóculo de 10 μL da bactéria probiótica padronizada, inativada 

pelo calor, foi injetado com auxílio de seringas de precisão (Hamilton Inc., 
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EUA) na hemolinfa de cada lagarta pela última proleg (Figura 3A) 

esquerda. Após 2 h e 30 min, 10 μL da suspensão padronizada das 

outras bactérias foram inoculados na última proleg direita). Foram 

realizados grupos controles onde houve a inoculação de apenas um 

micro-organismo. Para esses grupos foi inoculado 10 μL de PBS. O 

número de G. mellonella mortas foi anotado primeiramente 18 h após a 

inoculação dos micro-organismos e posteriormente a cada 24 h, sendo 

monitoradas por 7 dias após o início do experimento. As lagartas foram 

consideradas mortas quando não apresentaram nenhum movimento ao 

toque (Figura 3B). A morte de todas as lagartas do grupo experimental ou 

a transição para a forma de pupa determinou o término do experimento. 

 

 

4.2.3 Coleta da hemolinfa  

 

 

Foram utilizadas lagartas G. mellonella em estágio final da 

fase larval com peso corporal de aproximadamente 0,280 g a 0,320 g. As 

lagartas foram inoculadas conforme descrito no item 4.2.2 e após 24 h foi 

realizada eutanásia e coleta da hemolinfa 

Para a coleta de hemolinfa as lagartas foram imobilizadas 

em placa de Petri gelada por cerca de 20 min, em seguida, as lagartas 

foram cortadas com bisturi na parte ventral (Figura 3C) e espremidas para 

a retirada da hemolinfa (Figura 3D), que foi coletada em microtubo 

gelado. Essa hemolinfa foi centrifugada a 9500 xg/10 min a 4 ºC e 

utilizada para as análises. 

 

 

4.2.3.1 Contagem total dos hemócitos 
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Foi realizada a contagem total de hemócitos, para 

observar se o probiótico foi capaz de influenciar seu número na hemolinfa.  

Para contagem total de hemócitos foi realizada a coleta da hemolinfa, 

como descrito no item 4.2.3. Após centrifugação, a hemolinfa foi 

transferida para outro microtubo e o pellet foi ressuspendido em 1 mL de 

IPS (tampão anticoagulante estéril: 150 mM de cloreto de sódio, 5 mM de 

cloreto de potássio, 10 mM de tris-HCl, pH 6,9, 10 mM de EDTA e 30 mM 

de citrato de sódio) gelado, foi realizada uma nova centrifugação (9500 

xg/ 10 min a 4 ºC) e o pellet novamente ressuspendido em 1 mL de IPS. A 

viabilidade celular foi avaliada pelo teste de exclusão, utilizando azul de 

tripan e a contagem total de hemócitos realizada em contador de células 

(Countess Cell).  

 

 

4.2.3.2 Análise da melanização da hemolinfa 

 

 

Para quantificação da melanização, a hemolinfa coletada 

conforme item 4.2.3, foi colocada na placa de 96 poços (n = 8) e diluída 

em IPS (10 µL de hemolinfa em 40 µL de IPS). Após 5 min, foi realizada a 

leitura em espectrofotômetro com comprimento de onda de 405 nm. 

 

 

Figura 3- Metodologia de infecção e retirada da hemolinfa de lagartas de G. mellonella. 
A) inoculação com auxílio de seringas de precisão (Hamilton Inc., EUA); B) lagartas 
mortas após infecção- melanização; C) corte na parte ventral entre as últimas prolegs, 

com auxílio de um bisturi; D) retirada da hemolinfa em microtubo gelado. 

A B C D 
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4.2.3.3 Produção de óxido nítrico 

 

 

A concentração de óxido nítrico foi determinada com base 

no reagente de Griess, onde uma alíquota de 100 μL de amostra de 

hemolinfa foi diluída em 900 μL de IPS e alíquotas de 100 μL das 

amostras foram colocadas em microplaca de 96 poços (n = 8) e após a 

mesma quantidade do reagente de Griess foi adicionado. Após dez 

minutos, a absorbância foi medida em leitor de microplacas com 

comprimento de onda de 570 nm.  

 

 

4.3 Efeitos in vitro de L. rhamnonus inativado pelo calor em 
macrófagos (RAW 264.7) estimulado por S. aureus e E. coli 
 

 

4.3.1 Cultura de macrófagos RAW 264.7 

 

 

Uma linhagem de macrófagos de camundongos (RAW 

264.7) obtida do banco de células da Associação Técnico Científica Paul 

Ehrlich (APABCAM, Rio de Janeiro, RJ) foi mantida em meio DMEM 

(LGCBio, São Paulo) completo enriquecido com 10% de soro fetal bovino 

(Invitrogen) a 37 ºC com 5% de CO2 por 7 dias. Para realização dos 

testes, foi preparada uma suspensão celular com a remoção mecânica 

das células aderidas, utilizando varredores de células (cell scrapper – 

Corning Costar). Em seguida, o meio de cultura contendo as células 

foram transferidos para tubos e submetidos à centrifugação (3500 xg, 5 

min, 25 ºC). O sobrenadante foi descartado e as células (pellet) 

ressuspendidas em meio DMEM completo. A viabilidade celular foi 

avaliada pelo teste de exclusão, utilizando azul de tripan e contagem das 

células viáveis pelo contador automático. 
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4.3.2 Preparação das suspensões de L. rhamnosus (morto pelo calor), S. 
aureus e E. coli 
 

 

As cepas de S. aureus e E. coli foram cultivadas e as 

suspensões preparadas conforme descrito no item 4.2.1. L. rhamnosus na 

concentração 5 x 107 células/mL, em espectrofotômetro com comprimento 

de onda de 540 nm e DO 0,40. S. aureus e E. coli, 108 células/mL, 

padronizadas em espectrofotômetro. 

 

 

4.3.3 Exposição das células às bactérias 

 

 

Foram distribuídos 5 x 105 células viáveis de macrófagos 

em microplacas de poliestireno de 24 poços, e acrescentado meio DMEM 

completo até o volume final de 1 mL. As placas foram incubadas por 24 h 

a 37 ºC e 5% de CO2, para a aderência celular. As células não aderidas 

foram removidas através de duas lavagens com soro fisiológico estéril e 

apirogênico. Foram acrescentados 500 µL de meio DMEM enriquecido 

com 10% de soro fetal bovino (Cross et al., 2004; Jorjão et al., 2015). 

Alíquotas de 500 µL da suspensão probiótica foram 

adicionadas juntamente aos poços da microplaca contendo as células, 

totalizando volume final de 1 mL. Para o grupo controle foram 

acrescentados 500 µL de solução fisiológica estéril e apirogênica e 500 µL 

de meio DMEM. Em seguida, as placas foram incubadas por um período 

de 2 h e 30 min a 37 ºC e 5% de CO2. 

Após esse período, o conteúdo das placas foi removido e 

passou por nova lavagem com soro fisiológico estéril e apirogênico. Em 

seguida, foram adicionados 500 µL de meio DMEM e 500 µL de uma das 

suspensões das bactérias (S. aureus ou E. coli). Para o grupo controle 

foram acrescentados 500 µL de solução fisiológica estéril e apirogênica e 
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500 µL de meio de cultura. As placas foram novamente incubadas por um 

período de 2 h e 30 min a 37 ºC e 5% CO2.  As placas foram lavadas e foi 

acrescentado 1 mL de meio DMEM com antibiótico a 1% e incubadas por 

16 h a 37 ºC e 5% CO2. Os sobrenadantes das células foram coletados, 

aliquotados e congelados em freezer (-20 ºC) para posterior análise das 

citocinas e óxido nítrico.  

Os testes foram realizados em triplicata, sendo 4 

repetições em cada, totalizando 12 amostras para cada grupo 

experimental. Sendo os grupos experimentais: a) cultura de células 

apenas com lactobacilos inativado; b) cultura celular com lactobacilos e 

posteriormente S. aureus; c) cultura celular com lactobacilos e 

posteriormente E. coli; d) cultura celular somente com S. aureus; e) 

cultura celular somente E. coli; f) grupo controle onde os macrófagos não 

sofreram estímulo. 

 

 

4.3.4 Detecção e quantificação de citocinas pró e anti-inflamatórias 

 

 

A quantificação de citocinas foi realizada pelo teste 

imunoenzimático (ELISA). Para tanto, placas de microtitulação de 96 

poços (Nunc) foram sensibilizadas com anticorpos de captura específicos 

para cada citocina de camundongo (anti-TNF-, anti-IL-1β, anti-IL-6, anti-

IL-10, anti-IL-12) (R & D Systems, NE), sendo 100 L/poço. As placas 

permaneceram overnight em temperatura ambiente.  

Posteriormente, as placas foram lavadas com 300 μL de 

Tampão de Lavagem (PBS acrescido de 0,05% de Tween 20) por três 

vezes. As placas foram bloqueadas com tampão de bloqueio. As placas 

foram mantidas em temperatura ambiente por uma hora. Após os 

procedimentos de lavagem, foram adicionados nas placas 100 μL do 

padrão de citocinas (curva-padrão) ou 100 μL das amostras 
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(sobrenadantes da cultura celular). Os testes foram realizados em 

duplicata. As placas foram mantidas por duas horas em temperatura 

ambiente. Em seguida, foram acrescentados 100 μL de anticorpo de 

detecção (anti-TNF-α, anti-IL-1β, IL-6, anti-IL-10 ou anti-IL-12) marcado 

com biotina. Após 2 h em temperatura ambiente, foram adicionados 100 

μL de estreptavidina conjugada com enzima peroxidase. As placas foram 

cobertas com papel alumínio e mantidas em temperatura ambiente por 20 

min. 

Para revelar a reação, foram adicionados 100 μL da 

solução de substrato cromogênico, composto por Reagente A (peróxido 

de hidrogênio) e Reagente B (tetrametilbenzidina) na proporção de 1:1. 

As placas foram mantidas cobertas com papel alumínio, à temperatura 

ambiente por 20 min. Logo após foram adicionados 50 μL da solução de 

parada da reação (ácido sulfúrico 2N). As placas foram imediatamente 

levadas ao leitor de microplacas, com comprimento de onda de 450 nm. 

Os valores de DO de cada citocina foram convertidos para pg/mL pelo 

programa GraphPadPrism 6.0. 

 

 

4.3.5 Detecção e quantificação de óxido nítrico 

 

 

A produção de óxido nítrico nos sobrenadantes de cultura 

de macrófagos foi determinada indiretamente pela concentração de nitrito 

detectada pelo reagente de Griess (03553-Sigma-Aldrich). As amostras 

(100 µL) dos sobrenadantes foram acrescentados aos poços de uma 

placa de 96 poços, a seguir o mesmo volume do reagente de Griess 

(03553-Sigma-Aldrich) foi acrescentado. Após 10 min, a leitura foi 

realizada utilizando leitor de microplacas com comprimento de onda 570 

nm. Para o cálculo da concentração do nitrito, foram utilizadas amostras 

padrão de nitrito de 100 µM a 0,781 µM constituindo uma curva-padrão. 
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4.3.6 Contagem de UFC/mL de S. aureus e E. coli, após contato do L. 
rhamnosus com macrófagos: 
 

 

Para avaliar a influência dos lactobacilos inativados sobre 

a atividade fagocítica dos macrófagos, as células foram distribuídas em 

microplacas de poliestireno de 96 poços (TPP), sendo que em cada poço 

foram colocadas 2 x 104 células viáveis e meio DMEM completo até obter 

o volume final de 200 µL. As placas foram incubadas por 24 h a 37 ºC e 

5% de CO2, para a aderência celular. As células não aderidas foram 

removidas através de duas lavagens com soro fisiológico estéril e 

apirogênico. Foram acrescentados 100 µL de meio DMEM enriquecido 

com 10% de soro fetal bovino e alíquotas de 100 µL da suspensão 

probiótica foram adicionadas juntamente aos poços da microplaca 

contendo as células, totalizando volume final de 200 µL. Para o grupo 

controle foram acrescentados 100 µL de solução fisiológica estéril e 

apirogênica. Em seguida, as placas foram incubadas por um período de 2 

h e 30 min a 37 ºC e 5% CO2. 

Após esse período, as placas tiveram seu conteúdo 

removido e passaram por nova lavagem com soro fisiológico estéril e 

apirogênico. Em seguida, foram adicionados 100 µL de meio DMEM e 100 

µL de uma das suspensões bacterianas (S. aureus ou E. coli). Para o 

grupo controle foram acrescentados 100 µL de solução fisiológica estéril e 

apirogênica. As placas foram novamente incubadas por um período de 30 

min a 37 ºC e 5% CO2. 

Depois de 30 min (melhor tempo obtido após prévia 

análise), 100 µL do sobrenadante foi recolhido e realizada diluições 

seriadas e todas as diluições semeados em triplicata em Ágar BHI (20 µL) 

e incubados a 37 ºC por 48 h para posterior contagem do número de 

unidades formadoras de colônia. 
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4.4 Análise estatística 

 

 

Os resultados foram analisados estatisticamente pela 

análise de variância ANOVA, complementado pelo teste de Tukey. A 

curva de morte e estimativa das diferenças na sobrevivência foi 

determinada pelo teste de Log-rank (Mantel-Cox). O nível de significância 

adotado em todas as análises foi 5% (p ≤ 0,05) e foi utilizado o programa 

estatístico GraphPad Prism 6.0. 
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5 RESULTADOS 
 

 

 

 

5.1 Criação de Galleria mellonella com diferentes dietas 

 

 

5.1.1 Duração da fase larval 

 

 

Pode-se observar na Tabela 1 que a duração da fase 

larval se diferenciou em alguns dias dentre os grupos estudados, sendo 

que o menor intervalo foi obtido quando as lagartas foram alimentadas 

com pólen, não se diferenciando estatisticamente do grupo FUBÁ. O 

maior intervalo observado foi o do grupo AVEIA, não havendo diferença 

estatística em relação ao grupo EMBRAPA, sendo este também maior 

estatisticamente em relação ao grupo PÓLEN e FUBÁ. 

 

 

5.1.2 Viabilidade das lagartas (% de pupas no último instar) 

 

 

Em relação a porcentagem de pupas que se formam 

durante o estágio larval, pode-se observar na Tabela 1, que quando as 

lagartas são alimentadas com a ração EMBRAPA, é observado maior 

formação de pupas durante esse período, sendo estatisticamente superior 

aos demais grupos onde no grupo AVEIA foi encontrada a menor 

porcentagem.  
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5.1.3 Peso no último estágio larval 

 

 

Na Tabela 1 estão demonstrados os valores médios dos 

pesos das lagartas no último estágio larval, não havendo diferença 

estatística (p ≤ 0,05) entre a média dos pesos das lagartas no último 

estágio, alimentadas com as rações EMBRAPA ou AVEIA. Também pode-

se observar que o peso das lagartas alimentadas com ração FUBÁ foi 

maior no último estágio larval, não se diferenciando estatisticamente das 

alimentadas com PÓLEN. 

 

 

5.1.4 Volume da hemolinfa e contagem total dos hemócitos 

 

 

Os valores do volume de hemolinfa e contagem total de 

hemócitos estão demonstrados na Tabela 1. Pode-se observar que não 

houve diferença estatística entre o volume de hemolinfa e contagem total 

de hemócitos entre os grupos de lagartas, no último estágio larval, 

alimentadas com as rações EMBRAPA ou AVEIA (p > 0,05). Sendo o 

volume encontrado nestes grupos experimentais estatisticamente menor 

(p < 0,05) em relação aos grupos FUBÁ e PÓLEN, os quais foram 

estatisticamente semelhantes entre si (p > 0,05).  

 

 

5.1.5 Susceptibilidade à infecção experimental (Curva de sobrevivência) 

 

 

As porcentagens de sobrevivência das lagartas podem 

ser observadas na Tabela 2 e nas figuras 4A, 4B. Apesar de haver 

diferença nas porcentagens de sobrevivência das lagartas em cada grupo 
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estudado, não houve diferença estatística (p>0,05) entre nenhum dos 

grupos, para nenhum dos micro-organismos estudados. 

 

Tabela 1- Valores médios e desvio-padrão para cada grupo experimental 
durante o período de experimento do ciclo larval de G. mellonella 
 

Ração Peso (g) Fase larval 

(dias) 
% Pupa 

Volume da 

Hemolinfa 

(µL) 

Contagem 

total de 

Hemócitos 

(x106/mL) 

Embrapa 0,277 ± 0,031a 42 ± 1,53a 
15,2 ± 1,70a 20 ± 4,57a 2,4 ± 0,294a 

Aveia 0,278 ± 0,019a 49 ± 2,52b 4 ± 1,29b 23 ± 5,29 a 2,8 ± 0,171a 

Fubá 0,365 ± 0,033b 35 ± 2,00c 8,4 ± 0,84c 48 ± 4,20 b 5,7 ± 0,432b 

Pólen 0,382 ± 0,032b 32 ± 1,53 c 6,8 ± 0,47bc 53 ± 4,35 b 6,14 ± 0,110b 

 

 

Tabela 2 - Porcentagem de sobrevivência de G. mellonella a infecção por 
S. aureus e E. coli, nos diferentes grupos experimentais  
 

 % de sobrevivência 

Grupos S. aureus E. coli 

Embrapa 41,67 33,33 

Aveia 41,67 41,67 

Fubá 50 58,33 

Pólen 58,33 58,33 
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Figura 4- Curva de sobrevivência de G. mellonella a infecção por bactérias nos 
diferentes grupos experimentais: EMBRAPA, AVEIA, FUBÁ e PÓLEN. A) curva de 
sobrevivência de G. mellonella quando inoculadas com S. aureus nos diferentes grupos 
experimentais; B) Curva de sobrevivência de G. mellonella quando inoculadas com E. 
coli 

 

 

5.2 Efeitos de L. rhamnosus inativado pelo calor na resposta de G. 

mellonella desafiada com S. aureus e E. coli 

 

 

5.2.1 Determinação da concentração sub-letal de S. aureus e E. coli 

nesses animais 
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A 

B 

Antes do estudo da interação de L. rhamnosus com S. 

aureus e E. coli foi realizada uma análise da susceptibilidade de G. 

mellonella a infecção por esses micro-organismos para determinação da 

concentração sub-letal de S. aureus e E. coli. Como podemos observar na 

figura 5 (A, B), a concentração de 109 células/ mL foi letal para os 

animais, e então para o estudo da interação foi utilizada a padronização 

dos micro-organismos a 108 células/ mL. 
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Figura 5- Curva de susceptibilidade de G. mellonella a S. aureus e E. coli. A) curva de 

sobrevivência de G. mellonella quando inoculada com diferentes suspensões (109 a 106 

células/ mL) de S. aureus; B) curva de sobrevivência de G. mellonella quando inoculada 

com diferentes suspensões (109 a 106 células/mL) de E. coli 
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5.2.2 Curva de sobrevivência 

 

 

Os números de lagartas mortas durante a infecção por S. 

aureus e E. coli, nos diferentes tempos e grupos experimentais e 

porcentagem de sobrevivência ao final do experimento estão 

demonstrados na tabela 3. As figuras 6A e 6B demonstram que não 

houve diferença estatística entre os grupos tratados previamente com L. 

rhamnosus e os somente infectados com as bactérias (p > 0,05) O grupo 

L. rhamnosus diferenciou-se estatisticamente dos demais grupos, não 

havendo morte significativa das lagartas (p ≤ 0,05). Apesar de não haver 

diferença estatística pode-se observar que houve morte das lagartas com 

24 h, quando não foram inoculadas previamente com os lactobacilos 

inativados. 

 

Tabela 3 - Porcentagem de sobrevivência de G. mellonella durante 
infecção por S. aureus e E. coli, nos diferentes grupos experimentais, com 
ou sem prévia inoculação com L. rhamnosus inativados  
 

Controle 
L. 

rhamnosus 

S. 

aureus 

L. 

rhamnosus 

S. aureus 

E. coli 

L. 

rhamnosus 

E. coli 

100% 87,5% 50% 58,33% 58,33% 75% 
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Figura 6 - Curva de sobrevivência da lagarta G. mellonella quando inoculadas com 
bactérias, S. aureus e E. coli, com ou sem prévia inoculação de L. rhamnosus inativado. 
A) Curva de sobrevivência de G. mellonella ao S. aureus, com ou sem previa inoculação 
de L. rhamnosus inativado; B) Curva de sobrevivência de G. mellonella a E. coli, com ou 
sem previa inoculação de L. rhamnosus 
 

 

5.2.3 Contagem total dos hemócitos 

 

 

Na figura 7, observou-se que a maior contagem de 

hemócitos foi encontrada nos grupos em que as lagartas foram 

inoculadas previamente com L. rhamnosus e a maior contagem foi 

encontrada quando foram inoculadas somente com S. aureus, se 
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diferenciando estatisticamente dos demais grupos (controle, L. 

rhamnosus, S. aureus) (p < 0,05). Apesar de não haver diferença 

estatística, o grupo que sofreu ação somente dos L. rhamnosus houve 

uma diminuição na contagem total de hemócitos em relação ao controle.  

Houve diferença estatística também entre os grupos inoculados com E. 

coli com ou sem prévia inoculação de lactobacilos em relação ao controle 

(p < 0,05). 
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Figura 7- Médias e desvio padrão da contagem total de hemócitos na hemolinfa de G. 
mellonella 24 h após inoculação de S.aureus e de E. coli com ou sem prévia inoculação 
de L. rhamnosus. 

 

 

5.2.4 Melanização da hemolinfa 

 

 

Na figuras 8 pode-se observar maior melanização (p < 

0,05) nos grupos estimulados com lactobacilos e infectados pelas 

bactérias. A melanização no grupo inoculado com S. aureus foi maior 
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estaticamente que os grupos controle e somente L. rhamnosus (p < 0,05). 

No grupo somente estimulado com L. rhamnosus a melanização não se 

diferenciou estatisticamente do grupo controle (p > 0,05). O grupo L. 

rhamnusus + S. aureus apresentou maior densidade ótica, sendo superior 

estatisticamente em relação a todos os demais grupos.  
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Figura 8- Médias e desvio padrão das densidades óptica (DO) da melanização produzida 
em lagartas infectadas com S. aureus ou E. coli, com ou sem prévia inoculação de L. 
rhamnosus, após 24 h. 

 

 

5.2.5 Óxido nítrico 

 

 

Na figura 9 pode-se observar que o único grupo que 

diferenciou estatisticamente (p ≤ 0,05) do controle foi o inoculado com S. 

aureus após prévia inoculação de L. rhamnosus inativado. 
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Figura 9- Médias e desvio padrão das concentrações (µM) de óxido nítrico (NO) na 
hemolinfa de lagartas infectadas com S. aureus ou E. coli, com ou sem prévia inoculação 
de L. rhamnosus, após 24 h. 

 

 

5.3 Efeitos in vitro de Lactobacillus rhamnonus inativado pelo calor 
em macrófagos (RAW 264.7) estimulado por S. aureus e E. coli 

 

 

5.3.1 Detecção e quantificação de citocinas  

 

 

A figura 10 demonstra diferenças significativas da 

produção TNF-α em todos os grupos estudados em relação ao controle (p 

≤ 0,05). Sendo que o grupo L. rhamnosus foi estatisticamente superior ao 

grupo estimulado com S. aureus e o grupo controle (p ≤ 0,05) e 

semelhante aos grupos estimulados por E. coli (p > 0,05). 
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Figura 10- Médias e desvio padrão das concentrações de TNF-α (pg/mL) nos 
sobrenadantes, após 16 h,  da cultura de macrófagos estimulados por S. aureus ou E. 
coli, com ou sem prévia estimulação com L. rhamnosus, detectadas pelo teste 
imunoenzimático ELISA.  
 

 

Na figura 11 em relação a IL-1β o grupo L. rhamnosus 

não foi capaz de induzir produção estatisticamente significante desta 

citocina, sendo semelhante ao controle (p > 0,05). Nos grupos S. aureus e 

S. aureus após estímulo de L. rhamnosus, essa produção foi maior 

estatisticamente em relação ao controle p ≤ 0,05). Nos grupos 

estimulados com E. coli, onde a produção desta citocina foi 

significativamente maior (p ≤ 0,05) que em relação a todos os grupos. 
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Figura 11- Médias e desvio padrão das concentrações de IL-1β (pg/mL) nos 
sobrenadantes, após 16 h da cultura de macrófagos estimulados por S. aureus ou E. 
coli, com ou sem prévia estimulação com L. rhamnosus, detectadas pelo teste 
imunoenzimático ELISA.  

 

 

Em relação a IL-6 (Figura 12) não foi observada produção 

significativa pelo grupo L. rhamnosus, sendo que nos demais grupos a 

produção desta citocina foi estatisticamente superior (p ≤ 0,05), havendo 

um aumento significativo no grupo L. rhmanosus com S. aureus a em 

relação ao S. aureus. Nos grupos estimulados com E. coli a produção foi 

maior estatisticamente (p ≤ 0,05) em relação a todos os demais grupos. 
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Figura 12- Médias e desvio padrão das concentrações de IL-6 (pg/mL) nos 
sobrenadantes após 16 h, da cultura de macrófagos estimulados por S. aureus ou E. 
coli, com ou sem prévia estimulação com L. rhamnosus, detectadas pelo teste 
imunoenzimático ELISA.  

 

 

Em relação a IL-12, pode-se observar na figura 13 baixa 

produção em todos os grupos, sendo todos os grupos foram 

estatisticamente semelhantes ao grupo controle (p > 0,05).  
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Figura 13 - Médias nas concentrações de IL-12 (pg/mL) nos sobrenadantes, após 16 h, 
da cultura de macrófagos estimulados por S. aureus ou E. coli, com ou sem prévia 
estimulação com L. rhamnosus, detectadas pelo teste imunoenzimático ELISA.  
 

 

Em relação a IL-10, pode-se observar na figura 14, que 

não houve produção significativa (p > 0,05) desta citocina pelo L. 

rhamnosus apenas, mas nos grupos estimulados pelas bactérias a 

produção foi significativamente maior que o grupo controle (p ≤ 0,05). 
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Figura 14 - Médias nas concentrações de IL-10 (pg/mL) nos sobrenadantes, após 16 h, 
da cultura de macrófagos estimulados por S. aureus ou E. coli, com ou sem prévia 
estimulação com L. rhamnosus, detectadas pelo teste imunoenzimático ELISA.  

 

 

5.3.2 Óxido nítrico 

 

 

A figura 15 demonstra que a produção de óxido nítrico foi 

maior nos grupos em que as células sofreram estímulo por S. aureus, 

diferenciando estatisticamente (p ≤ 0,05) dos grupos controle, somente 

estimulado com lactobacilos e estimulados com E. coli. Sendo que nos 

grupos estimulados com E. coli, essa produção foi estatisticamente menor 

(p ≤ 0,05) que o grupo somente estimulado pelo lactobacilos.  
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Figura 15 - Concentração (µM) de óxido nítrico (NO) no sobrenadante de macrófagos 
RAW 264.7, cultivados em contato com S. aureus ou E. coli, por 2 h e 30 min, com ou 
sem estímulo prévio de L. rhamnosus inativado pelo calor também por 2 h e 30 min.  

 

 

5.3.3 Contagem total de unidades formadoras de colônia:  

 

 

Em relação a influência dos lactobacilos mortos pelo calor 

na contagem total de UFC/mL das bactérias, pode-se observar que a 

quantidade de UFC/ mL foi menor nos grupos em que houve primeiro 

estímulo por L. rhamnosus inativados pelo calor, em relação a aqueles em 

que não houve o contato da célula com o lactobacilos. Como podemos 

observar nas figura 16, houve diferença estatística (p ≤ 0,05) na contagem 

de unidade formadoras de colônia nos grupos onde o micro-organismo foi 

cultivado somente com as células e aquela em que as células sofreram 

ação de L. rhamnosus, sugerindo que os lactobacilos foram capazes de 

aumentar a capacidade fagocitária dos macrófagos. 
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Figura 16 - Média e desvio padrão da contagem de unidades formadoras de colônia 
UFC/mL (105) obtidos após cultivo de macrófagos com as bactérias, com ou sem prévio 
estímulo do L. rhamnosus. A) Média e desvio padrão dos dados de UFC/mL obtidos 
após cultivo das células com S. aureus por 30 min, com ou sem prévio estímulo do L. 
rhamnosus; B) média e desvio padrão dos dados de UFC/mL obtidos após cultivo das 
células com S. aureus por 30 min, com ou sem prévio estímulo do L. rhamnosus. 
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6 DISCUSSÃO 

 

 

 

 

No presente estudo buscamos desenvolver uma 

metodologia de criação de G. mellonella que promovesse melhor 

desenvolvimento das larvas e avaliar o efeito in vivo da bactéria probiótica 

(L. rhamnosus ATCC 7469) inativada pelo calor sobre o modelo in vivo 

(G. mellonella) e in vitro (macrófagos RAW 264.7), ambos desafiados por 

S. aureus e E. coli. Este estudo buscou desenvolver uma metodologia de 

criação de G. mellonella, estabelecendo a ração da dieta que 

proporcionasse melhor desenvolvimento das lagartas, a fim de obter um 

modelo padronizado para pesquisas futuras. Para isso, foi acompanhado 

o desenvolvimento das lagartas desde ovo até o último estágio larval, no 

qual as lagartas são utilizadas nos experimentos.  

Avaliando esses parâmetros, o estudo buscou uma 

criação onde o tempo de duração do estágio larval (ovo até último 

estágio) fosse o menor possível, sem alterar o desenvolvimento das 

lagartas. Pode-se observar que a duração da fase larval se diferenciou 

em alguns dias dentre os grupos estudados, sendo que o menor intervalo 

foi obtido quando as lagartas foram alimentadas com pólen, não se 

diferenciando do grupo FUBÁ, sendo que nas demais rações AVEIA e 

EMBRAPA, foi observado um aumento significativo neste intervalo. 

Mohamed et al. (2014) avaliaram a influência de cinco dietas naturais 

[favo de mel velho (OW), favo de mel velho e adicionado 10% de pólen 

(OWP), favo de mel novo (NW), favo de mel novo contendo 10% de pólen 

(NWP), e somente pólen de abelha (BP), no desenvolvimento e 

mortalidade das lagartas de G. mellonella, e observaram que houve 

variações significativas no desenvolvimento das lagartas. Os autores 

relataram que o favo novo (NW) demonstrou ser a dieta larval mais pobre 
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induzindo uma maturação prolongada, além de diminuição na 

produtividade de ovos, retardando a oviposição e prolongando a duração 

de todo o ciclo de vida, causando maior mortalidade em todas as fases de 

vida em geral. Em contraste, alimentando as larvas em dietas com favo 

envelhecido ou contendo pólen, o desenvolvimento foi afetado 

positivamente e a vitalidade em todas as fases da vida. O período larval 

encontrado por esses autores foi mais longo (114,5 ± 0,6 dias) nas 

lagartas alimentadas somente com favo novo (NW) e essa duração larval 

diminuiu acentuadamente (22,7 ± 0,3, 27,1± 0,2, 30,0 ± 0,6 e 52,5 ± 0,3 

dias) nas dietas que continham pólen (BP, OWP, NWP e OW). 

Em nosso estudo, onde as rações que não continham 

alimento natural (mel ou pólen) ou o mel em menor quantidade da lagarta 

em sua composição, foi observado os maiores intervalos (EMBRAPA 42 

dias e AVEIA 49 dias) e sendo que o consumo de alimentos parece estar 

correlacionado com a duração da fase larval. Neste estudo não foi 

observado o consumo da ração por esses animais, mas há uma indicação 

de que os animais tenham preferência pelas dietas contendo mel e pólen 

e que consumiram mais estas dietas. Isso pode estar relacionado também 

com a porcentagem de formação de pupas precocemente durante o 

estágio larval, onde no grupo alimentado com ração EMBRAPA, é 

observado maior formação de pupas durante esse período, sendo 

estatisticamente superior aos demais grupos onde no grupo AVEIA foi 

encontrada a menor porcentagem. Além disso, Krams et al. (2015) 

destacaram que estudos anteriores demonstram que G. mellonella pode 

ter desenvolvimento larval rápido e maior peso corporal apenas quando 

se alimentam com dietas de alta qualidade nutricional, mostrando que a 

má nutrição resultou em diminuição no tamanho do corpo de G. mellonella 

e precoce pupação. Isso sugere que a ração EMBRAPA pode não ser a 

ideal para alimentar esses animais nos primeiros estágios, em nossas 

condições.  
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Também foi levado em consideração em nosso estudo, a 

obtenção de uma quantidade grande de lagartas e que estas formassem 

grupos homogêneos em tamanhos e pesos maiores que as geralmente 

utilizadas em nossos experimentos, para que conseguíssemos obter 

maior quantidade de amostras (tecido e hemolinfa) para os experimentos. 

Os grupos FUBÁ e PÓLEN, em que o peso das lagartas no último estágio 

larval foi de 0,365 g e 0,382 g, apresentaram pesos significativamente 

maiores que os grupos EMBRAPA (0,277 g) e AVEIA (0,278 g). Coskun et 

al. (2006) avaliaram o efeito de diferentes quantidades de favo de mel (0, 

25, 50, 100, 200 ou 300 g) e troca de mel por sacarose (0, 5, 10, 15 ou 

20%) em uma dieta artificial (500 g de farelo, 300 mL de glicerina, 200 g 

favo de mel, 150 mL água pura e 150 mL de mel) sobre o 

desenvolvimento das lagartas durante 3, 7 e 10 dias. Eles observaram 

que as lagartas podem tolerar diferentes dietas sem graves problemas 

durante o seu desenvolvimento, pois todas completaram seu crescimento, 

entretanto, foi observada perda de peso na dieta que não continha mel. 

Especialmente nas relações em que a quantidade de favo de mel é mais 

baixa do que o controle, foi relatada uma deficiência nutricional e, como 

consequência pupação precoce. Isso não foi observado quando houve um 

aumento da quantidade de favo de mel na dieta (50%). 

Observa-se que o aumento de peso é diretamente 

proporcional com a quantidade de favo de mel e estes dados podem 

auxiliar na compreensão dos nossos estudos, pois as dietas em que não 

apresentam nenhum alimento natural desses animais (EMBRAPA) ou mel 

em menor quantidade (AVEIA), o ganho de peso foi bem menor e o 

desenvolvimento mais lento. O efeito negativo da remoção do favo de mel 

a partir da dieta (com diferentes razões) sobre o desenvolvimento 

mostraram que estas dietas não podem dar aos insetos suas 

necessidades nutricionais corretamente. As dietas devem oferecer 

compostos nutricionais tais como carboidratos, proteínas e lipídios e esta 
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é a razão da perda de peso nas dietas, as quais não inclui mel e sacarose 

(Coskun et al., 2006). 

Niemierko e Wlodawer (1950) relataram a necessidade de 

proteína nas dietas dessas lagartas e que a cera de abelha somente não 

oferece a quantidade necessária de proteína. Por isso geralmente não 

são encontradas criações de G. mellonella somente alimentadas com 

cera de abelha e em condições laboratoriais as lagartas se desenvolvem 

bem em várias dietas artificiais em que a cera é substituído com 

carboidratos (Dadd, 1964). Nas rações estudadas foram utilizadas 

diferentes fontes de carboidratos e proteínas, sendo a ração da 

EMBRAPA rica em carboidrato, mas fraco em energia, a ração de AVEIA 

rica em proteína, ração de FUBÁ rica em carboidrato e energia e o 

PÓLEN é um alimento nutritivos completo, rico em proteína. Além disso a 

variação na composição desses alimentos pode ter ocasionado diferenças 

no consumo e capacidade digestiva das lagartas e isso pode ter 

ocasionado a variação de peso e ciclo larval.  

Os resultados do presente estudo, demonstraram que não 

houve diferença entre o volume de hemolinfa e contagem total de 

hemócitos entre os grupos de lagartas, no último estágio larval, 

alimentadas com as rações EMBRAPA ou AVEIA, rações com baixa 

energia, sendo o volume encontrado nestes grupos experimentais 

inferiores aos grupos FUBÁ e PÓLEN, rações com alto valor nutricional, 

sendo que o grupo alimentado somente com pólen apresentou maior 

volume de hemolinfa e maior contagem total de hemócitos. Outros 

estudos demostraram que uma dieta rica em proteínas geralmente 

aumenta a quantidade de hemócitos e níveis de fenoloxidase e 

consequentemente melanização e encapsulamento (Washburn et al., 

1996; Trudeau et al., 2001). Com isso nossos resultados demostraram 

que a produção de hemolinfa e hemócitos, foi proporcional ao peso e 

tamanho das lagartas. 
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Quando as lagartas receberam as diferentes rações, 

foram submetidas a infecções experimentais por S. aureus e E. coli e, 

apesar de não haver diferença estatística nas curvas de sobrevivência, foi 

observada diferença nas porcentagens de sobrevivência das lagartas, 

sendo que em todos os grupos alimentados com ração da EMBRAPA ou 

AVEIA, para os 2 micro-organismos, essa porcentagem foi menor. 

Também foi demonstrado que houve uma resistência inicial a infecção 

nas primeiras horas nos grupos alimentados com FUBÁ e PÓLEN, para 

as 2 bactérias, sendo observada a primeira morte com 48 h e nos grupos 

EMBRAPA e AVEIA houve morte de lagartas já com 24 h. Isso também 

pode estar relacionado com o tamanho do corpo da lagarta e a 

quantidade de hemolinfa e hemócitos que auxiliam na defesa desse 

organismo, o que mostra a importância de relatar o peso das lagartas nos 

estudos.  

Durante o ciclo de vida das lagartas, quando alimentadas 

com ração da EMBRAPA, foi observado um crescimento mais vagaroso e 

menor agilidade dessas lagartas, quando comparadas as demais. 

Também houve grande formação de pupa com as lagartas em estágios 

de desenvolvimento precoces, além de apresentarem uma coloração mais 

escura. No grupo alimentado com a ração de AVEIA foi observado que as 

lagartas se desenvolveram bem nos primeiros estágios larvais, depois o 

desenvolvimento foi mais lento, apresentando ao final dos experimentos o 

maior tempo do ciclo de ovo ao último estágio larval. Os grupos 

alimentados com a ração de FUBÁ e PÓLEN apresentaram-se muito 

semelhantes, sendo que houve rápido desenvolvimento larval, coloração 

mais clara e baixa taxa de pupação precoce. Foi observada a coloração 

da lagarta, sendo desejado que fossem mais claras, pois um dos testes 

mais utilizados é o de susceptibilidade a infecção, onde é observada a 

melanização da lagarta. Em relação a esse parâmetro não foi encontrada 

muita diferença, sendo que as alimentadas com FUBÁ e PÓLEN ficaram 

um pouco mais claras. Outro fator importante que foi observado durante 
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nosso experimento, foi a formação de teias e casulos. Verificou-se que 

nos grupos FUBÁ e PÓLEN essa formação foi menor, proporcionando 

maior facilidade na limpeza e manejo das lagartas. Nos grupos 

EMBRAPA e AVEIA foi observado que os casulos formados foram mais 

resistentes e com maior formação de teia, dificultando a limpeza das 

mesmas. Estes dados são apenas qualitativos. 

Outro fator observado durante o experimento foi a 

temperatura para desenvolvimento das lagartas, apesar de não ter 

registrado, observou-se que em temperaturas baixas (22 °C) o 

desenvolvimento das lagartas é mais lento, e quando a temperatura 

estava mais alta (30 ºC) as lagartas se desenvolviam muito rapidamente e 

isso não permitia a homogeneidade dentro do grupo. Isso foi relatado por 

Cardoso et al. (2007), em que a duração dos estágios imaturos foi 

inversamente proporcional à temperatura, sendo que para os períodos de 

desenvolvimento larval foram obtidos valores de 40 dias quando mantidas 

a 22 ºC, 27 °C e 23 a 32 ºC. Então, em nossas condições experimentais e 

para o objetivo deste estudo, a melhor temperatura encontrada foi 28 °C, 

com as lagartas mantidas em estufa tipo BOD.  

Por esse motivo, foi de grande importância avaliar o 

tamanho e tempo de duração do estágio larval, para que, uma quantidade 

elevada de lagartas para atender o laboratório e para reprodução fosse 

obtida, dentro de um tempo hábil para o trabalho. Julgamos, também, de 

grande importância o tamanho da lagarta, uma vez que as de maior 

tamanho permitem uma manipulação mais fácil e maior obtenção de 

hemolinfa e tecidos para as análises. Com isso após o término dos testes 

envolvendo a criação de G. mellonella, foi selecionada a melhor dieta e 

melhor metodologia de criação, que para nossas exigências foi a ração 

FUBÁ, por não se diferenciar do Pólen, que favoreceu todos os 

parâmetros estudados, mas é mais barata para ser utilizada na criação. 

Foi então desenvolvido um protocolo desenvolvido foi adotado no 

Laboratório de Invertebrados no ICT-UNESP São José dos Campos. 
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Em relação aos efeitos de L. rhamnosus inativados pelo 

calor na resposta de G. mellonella desafiada com S. aureus e E. coli, 

pode-se observar que apesar de não haver diferença estatística entre as 

curvas de sobrevivência das lagartas, nos grupos inoculados com L. 

rhmanosus antes das bactérias, a porcentagem de sobrevivência foi 

maior, e as lagartas demora mais para morrer (48 h). Além disso o 

lactobacilos inativado provocou baixa mortalidade das lagartas (87,5%), 

não diferenciando estatisticamente do grupo controle. Isso sugere que a 

inoculação do lactobacilos inativado, antes das bactérias, desencadeou 

uma resposta imune, em que na maioria das lagartas não causou sua 

morte e auxiliou na resposta ás bactérias, sendo que para algumas essa 

resposta possa ter sido exacerbada, causando assim sua morte.  

Vilela et al. (2015) inocularam uma cepa probiótica de L. 

acidophilus e somente o sobrenadante da suspensão, previamente a 

infecção por C. albicans em G. mellonella e observaram um aumento da 

sobrevivência das lagartas. Além disso, o número de C. albicans 

(UFC/mL) recuperado a partir da hemolinfa de larvas foi menor no grupo 

inoculado com L. acidophilus comparativamente com o grupo controle, 

sugerindo um aumento na fagocitose deste micro-organismo. Os autores 

concluíram que L. acidophilus ATCC 4356, e somente o sobrenadante da 

suspensão, foram capazes de proteger G. mellonella contra candidose 

experimental. Desbois e Coote (2011) utilizaram G. mellonella para 

investigar tratamento profiláticos com daptomicina e vancomicina, contra 

infecção com S. aureus. Os autores observaram uma melhora na 

sobrevivência larval e este efeito protetor foi dose dependente, com 

maiores doses desses agentes aumentando sobrevivência das larvas. Na 

literatura não foram encontrados muitos trabalhos utilizando ATCC de E. 

coli em G. mellonella, mas estudos com isolados clínicos de linhagens 

uropatogênicas de E. coli (UPEC) usando larvas G. mellonella, 

demonstraram que G. mellonella é uma excelente ferramenta para a 

investigação preliminar de interações patógeno-hospedeiro, da virulência 
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das cepas de UPEC (Leuko, Raivio, 2012; Alghoribi et al., 2013; Repizo et 

al., 2015) 

Insetos não têm uma resposta adaptativa no sistema 

imune, mas possuem um sistema imune inato que se baseia em fatores 

de reconhecimento, que protege de forma eficaz e rápida quando há 

infecção por micro-organismos e parasitas. Este sistema é altamente 

desenvolvido e compreende componentes celulares e humorais que 

podem ser ativados por invasão de corpos estranhos, incluindo patógenos 

(Hoffmann JA et al., 1995). No mecanismo de defesa celular, os 

hemócitos são capazes reconhecer as ameaças ao organismo e podem 

reagir de três maneiras diferentes contra patógenos: fagocitose, formação 

de nódulos e encapsulamento (Shaurub, 2012). Em nosso estudo, foi 

observado que a contagem de hemócitos foi maior quando as lagartas 

foram inoculadas previamente com L. rhamnosus. Isso pode ser 

observado nos dois grupos infectados com as bactérias, mas no grupo em 

que houve inoculação de S. aureus, este aumento foi maior, sugerindo 

que sendo as duas bactérias (L. rhamnosus e S. aureus) Gram-positivas, 

desencadeiam a mesma resposta.  

Fuchs et al. (2015) estudaram um tratamento profilático 

com micafungina em G. mellonella infectadas com S. aureus (um agente 

patogênico para o qual o antimicrobiano não demonstra atividade direta). 

Os autores verificaram que no modelo de G. mellonella, o tratamento 

profilático inibiu ação dos agentes patogênicos e isso foi caracterizado por 

um aumento de 2,43 vezes em comparação com larvas inoculadas 

apenas com PBS na densidade de hemócitos. Eles relataram que esse 

aumento ocorreu 4 h após infecção, e que a densidade hemocitária 

diminuiu ao longo do tempo, sendo que com 24 h após injeção do 

antimicrobiano, o aumento não foi significativo sobre PBS. Isso pode 

explicar porque foi observada a diminuição na contagem de hemócitos 

quando o grupo que foi inoculado apenas com L. rhamnosus, pois essa 

contagem ocorreu 24 h após a inoculação. Além disso, Gibreel e Upton, 
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em 2013, relataram que um peptídeo sintético antimicrobiano, que possui 

uma potente atividade contra micro-organismos Gram-positivos, protegeu 

a lagarta G. mellonella da infecção por S. aureus, mas não aumentou a 

contagem total de hemócitos, após 24 h da infecção e concluíram que a 

defesa contra a infecção, possa ter sido alcançada pelo aumento na taxa 

de fagocitose. 

Nossos resultados demonstraram que L. rhamnosus 

inativado também pode influenciar essa taxa, e por isso a contagem de 

hemócitos neste grupo inoculado apenas com a bactéria probiótica, possa 

não ter aumentado, já que essa bactéria em nosso estudo in vitro 

demonstrou aumentar a fagocitose de macrófagos. Também nos leva a 

pensar que a densidade hemocitária, nos grupos inoculados com as 

bactérias, poderia ser maior se fosse realizada a contagem com menos 

tempo de infecção. Rajendran et al. (2015) estudando o efeito de 

acetilcolina na patogênese por C. albicans em G. mellonella, 

demonstraram que acetilcolina protegeu as lagartas da infecção e que 

essa proteção ocorreu por meio da melhorara da função de hemócitos, 

demonstrando aumento na contagem total dos hemócitos. Os autores 

relataram que esse aumento foi observado 4 h após infecção e que em 24 

h houve uma diminuição.  

G. mellonella possui mecanismo de defesa humoral, onde 

existem componentes que estão envolvidos no reconhecimento ou são 

diretamente responsáveis pela resposta imune. Estes componentes são 

responsáveis pela síntese e liberação de vários peptídeos 

antibacterianos. Além disso, existem também outros componentes 

humorais, incluindo lectinas (hemaglutininas) e um sistema de melanina-

fenoloxidase (PO) responsável pela coagulação da hemolinfa 

(melanização) e morte de invasores microbianos, bem como parasitas 

(Shaurub, 2012; Zdybicka-Barabas et al., 2014). Em nosso estudo essa 

resposta foi avaliada por meio da melanização da hemolinfa e os 

resultados demonstraram haver desencadeamento desta resposta imune 
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após inoculação de lactobacilos inativados, observando maior 

melanização nos grupos estimulados com lactobacilos antes da infecção 

por bactérias, sugerindo que a inoculação da bactéria inativada 

desencadeou a sequência de respostas, sem causar a morte da lagarta, 

modulando essa resposta. No grupo somente estimulado com L. 

rhamnosus inativado a melanização não se diferenciou estatisticamente 

do grupo controle, reforçando a ideia do uso de lactobacilos inativados e 

não vivos. 

Foi observado em nosso estudo, maior melanização da 

hemolinfa nos grupos inoculados com S. aureus, no tempo de 24 h. Wand 

et al., 2013 avaliaram a resposta de G. mellonella a infecção por diversas 

cepas Klebsiella pneumoniae e relataram que em geral, as cepas que 

causaram um maior grau de mortalidade das lagartas mostraram aumento 

nos níveis de melanização. E que as cepas que produziram pouca 

melanização, tiveram uma atividade inicial fenoloxidase (PO), responsável 

pela coagulação da hemolinfa, após 60 min, mas que esta atividade não 

permaneceu após 4 h, sendo que as cepas mais virulentas demonstraram 

aumento significativo nos níveis de atividade de PO em relação ao 

controle não infectado. Isso foi observado em nosso trabalho também, 

onde S. aureus demonstrou ser mais patogênico para as lagartas, com 

maior mortalidade e maior melanização.  

Com relação à produção de óxido nítrico, pode-se 

observar que o único grupo em que houve maior produção de óxido 

nítrico foi o infectado com S. aureus com prévia inoculação do L. 

rhamnosus inativado e observou-se também diminuição, quando as 

lagartas foram inoculadas com L. rhamnosus antes da infecção com E. 

coli, sem diferença estatística. NO é uma molécula importante porque 

participa em vários processos fisiológicos e patológicos, incluindo a 

resposta imune aos micro-organismos e parasitas, em insetos. Semenova 

et al. (2014) relataram que uma análise quantitativa de produção de NO 

em insetos é mais complicada que em mamíferos devido a uma 
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desaceleração das atividades metabólicas. Isso impõe exigências 

específicas sobre os métodos, tais como sensibilidade e especificidade, é 

que os métodos utilizados não permitem conclusões definitivas sobre os 

papéis funcionais de NO na hemolinfa de larvas de G. mellonella. 

Também em 2007, Whitten et al. observaram que a resposta imune 

mediada por NO em insetos são específicas para cada patógeno e que 

através da inoculação de LPS, foi mais observada no corpo de gordura e 

hemócitos. Por isso a detecção deste mediador possa não ter sido 

observada, sendo que foi avaliada somente a produção de NO na 

hemolinfa da lagarta. 

Com relação aos efeitos in vitro de L. rhamnonus 

inativado pelo calor em macrófagos (RAW 264.7) desafiados por S. 

aureus e E. coli verificou-se, em relação a produção de TNF-α, que o 

probiótico foi capaz de induzir uma produção superior aos demais grupos 

estimulados com S. aureus e o grupo controle. No grupo estimulado por 

E. coli a indução foi semelhante ao grupo L. rhamnosus inativado. 

Estudos anteriores demonstraram que os lactobacilos mesmo inativados 

são capazes de estimular alta produção de TNF-α (Marin et al., 1997; 

Cross et al., 2004; van Hoffen et al., 2010; Jorjão et al., 2015). 

Macrófagos também são o principal produtor de IL-1β e sua produção 

pode ser estimulada também por TNF-α e LPS (Dinarello, 1989; Shavit et 

al., 2006), o que pode explicar a maior produção nos grupos estimulados 

com bactéria Gram-negativa. Fang et al. (2014) demonstraram que ambos 

L. rhamnosus GG, vivos ou mortos pelo calor, tinham tendência em 

regular positivamente a expressão de TNF-α em células Caco-2 após 2 e 

4 horas de tratamento e que o efeito regulador foi maior quando as 

bactérias estavam mortas. Em resumo os autores destacaram que, as 

duas formas de L. rhamnosus GG podem regular positivamente a 

expressão de TNF-α e que a morte pelo calor não minimizou o efeito 

modulador da cepa. Em relação a IL-1β o grupo L. rhamnosus inativado 

não foi capaz de induzir produção estatisticamente significante desta 
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citocina, concordando com o resultado anterior (Jorjão et al., 2015). 

Foram encontradas produções significativas desta citocinas quando as 

células estimuladas apenas com E. coli, sendo lactobacilos inativado, 

capaz de diminuir essa produção.  

Curiosamente em relação a IL-6, não foi verificada 

produção significativa pelo grupo L. rhamnosus inativado, somente 

quando as células foram desafiadas por S. aureus ou E. coli houve 

produção significativa desta citocina. TNF-α e IL-1β são importantes 

indutores de IL-6 e por isso pode ter induzido a produção desta citocina 

nestes grupos. A IL-6 pode ser produzida por vários tipos celulares, sendo 

as células B, T e monócitos as principais fontes (Heinrich et al, 1990; 

Zang JM, An, 2007), o que pode explicar a baixa produção quando não 

houve um segundo estímulo aos macrófagos, já que no grupo L. 

rhamnosus inativado, não houve produção de IL-1β também. Pode-se 

observar também que no grupo estimulado por lactobacilos, seguido da 

estimulação por S. aureus essa produção foi maior. Marin et al. (1997) 

avaliaram 14 cepas de bifidobactérias inativadas pelo calor e observaram 

que estas tinham uma atividade imunomoduladora sobre os macrófagos 

(RAW 264,7). Os autores relataram um aumento na produção de TNF-α 

(até várias centenas de vezes) e IL-6 em células não estimuladas e que 

após a estimulação de células RAW 264.7 com LPS, a produção de TNF-

α e IL-6 foi aumentada. Também em nosso estudo L. rhamnosus inativado 

foi capaz de reforçar a produção de citocinas pró-inflamatórias, podendo 

esse efeito ser benéfico na manutenção do equilíbrio imunológico, 

aumentando a resistência a infecções.  

Em relação a IL-12, pode-se observar que houve baixa 

produção em todos os grupos. Cross et al. (2004) relataram um aumento 

na produção desta citocina quando macrófagos J774A.1 foram cultivados 

durante 8 h ou 16 h na presença de L. casei Shirota. Os autores relataram 

que houve secreção acentuada de IL-12 e TNF-α, mas diminuição da 

produção de IL-10, e que esta produção foi significativa nos dois tempos 
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de cultivo, sendo que com 16 h a produção foi maior. Esses resultados 

demonstraram que para indução de alta produção desta citocina, há 

necessidade de maior contato do estimulo com a célula, já que neste 

estudo as bactérias permaneceram em contato com as células durante 

24, 48 e 72 h. Em nossos estudos as bactérias, tanto o lactobacilos 

inativados quanto S. aureus ou E. coli, permaneceram em contato com os 

macrófagos por apenas 2 h e 30 min, isso pode sugerir ser a causa de 

baixa produção desta citocina, já que acredita-se que esta exerça papel 

fundamental na indução de respostas imunes Th1, sendo sua ação 

principal estimular células NK e sua secreção inibida pela produção de IL-

10.  

Em relação a IL-10, observou-se produção significativa 

desta citocina nos grupos estimulados pelas bactérias e quando foram 

previamente estimuladas pelo L. rhamnosus inativado anteriormente. Mas 

somente lactobacilos inativado não foi capaz de induzir produção desta 

citocina. Esses resultados foram semelhantes aos encontrados em 

relação a IL-6. Isso pode ser explicado pela capacidade de IL-10 em inibir 

produção de citocinas pró-inflamatórias, principalmente IL-1β e IL-6 e, IL-

12, sugerindo que o aumento na produção desta citocina (IL-10) nos 

grupos em que houve aumento de IL-1β e IL-6, se deve ao fato de essa 

citocina ser reguladora (Raeburn et al., 2002).  

Distúrbios no equilíbrio da produção e liberação das 

citocinas têm papel significativo no desencadeamento e agravamento de 

diversas enfermidades. Jensen et al. (2015) investigaram o papel 

imunoestimulante de cepas probióticas em linhagem celular monocítica 

THP-1 e U937. Cepas de L. reuteri induziram maior produção de citocinas 

em comparação com L. plantarum e L. rhamnosus GG. Lactobacilos vivos 

e preparações inativadas por UV induziram respostas diferentes para as 

cepas investigadas. Os autores sugerem que a soma de proteínas de 

superfície das bactérias probióticas, metabolitos bacterianos e / ou as 

proteínas secretadas induzem a secreção de citocinas em células THP-1 
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e ativam NF-kB em células U937-3xkB-Luc. Liu et al. (2014) investigaram 

os efeitos anti-alérgicos de L. plantarum K37 inativado pelo calor na asma 

e reações alérgicas sistêmicas em camundongos sensibilizados com 

ovalbumina e verificaram importante modulação nos níveis de citocinas e 

relataram que L. plantarum K37 inativado pelo calor pode ser um 

candidato promissor para tratamentos profiláticos e terapêuticos de 

doenças alérgicas. 

Os macrófagos produzem óxido nítrico como composto 

nocivo para bactérias. Em nossos resultados pode-se observar que a 

produção de óxido nítrico foi maior nos grupos em que as células 

sofreram estímulo por S. aureus, sendo que no grupo estimulado com 

bactéria Gram-negativa essa produção foi menor até que a induzida pelo 

L. rhamnosus inativado. Villamil et al. (2002) analisaram 6 cepas 

bacterianas produtoras de ácido láctico e relataram que foram capazes de 

aumentar significativamente a produção de NO e o maior aumento foi 

observado após 72 h de incubação. Além disso os autores relataram que 

este aumento melhorou o efeito antibacteriano dos produtos 

extracelulares. Korhonen et al. (2001) sugeriram que ácido lipoteicóico 

(LTA), estrutura antigênica em bactérias gram-positiva, induz a formação 

de NO nas células J774 (macrófagos), o que pode explicar o maior 

aumento na produção de NO nos grupos onde as células sofreram 

estímulos de bactérias Gram-positivas.  

Em relação a influência dos lactobacilos na atividade 

fagocítica dos macrófagos, pode-se observar que a quantidade de 

UFC/mL foi menor nos grupos em que houve primeiro estímulo por L. 

rhamnosus inativados pelo calor, sugerindo que o probiótico inativado foi 

capaz de aumentar a capacidade fagocitária dos macrófagos, sendo este 

resultado de grande interesse nos casos de infecções. 
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7 CONCLUSÃO 

 

 

 

 

Com base nos resultados da presente pesquisa, pode-se 

concluir que as rações fubá e pólen mostraram os melhores resultados no 

desenvolvimento larval, sendo a ração FUBÁ a ração escolhida como 

padrão, por apresentar menor custo. No estudo in vivo a prévia 

inoculação de L. rhamnosus inativada pelo calor melhorou a resposta 

imune de G. mellonella quando desafiada por bactérias. No estudo in vitro 

L. rhamnosus inativado foi capaz de induzir produção de TNF-α e óxido 

nítrico e também IL-6 e IL-10 quando as células foram desafiadas por S. 

aureus e E. coli, além de diminuir a CFU/mL das bactérias quando em 

contato com macrófagos RAW 264.7, sugerindo que o L. rhamnosus foi 

capaz de melhorar a atividade fagocitária dessas células. 
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ANEXO A- Manutenção da criação de Galleria mellonella 

 

 

Iniciar a criação a partir das lagartas em seu último estágio:  

 

 

ETAPA A) 

 

 

1. Em recipientes plásticos pretos com furos na tampa colocar as 

lagartas que estão no último estágio e/ou já pupas, para 

transformarem em mariposas; 

 

 

2. Colocar um pano tipo voal e por cima cartolina, como substrato 

para ovoposição. 

 

 

 

 

  

  

 

 

 

 

Obs: Nessa fase os animais não se alimentam. Não colocar ração, nem 

cera, dentro do pote. Manter em temperatura ambiente. 

 

 

 

Voal 

Cartolina 
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ETAPA B) 

 

 

1. Semanalmente retirar as cartolinas com os ovos e colocar no pote de 

plástico branco;  

 

 

2. Adicionar uma medida de ração e cera; 

 

 

 

3. Fechar o pote com a tampa que possui diversos furos, lembrando-

se de colocar papel toalha entre a tampa e o pote para evitar que 

as lagartas pequenas consigam sair; 

 

4. Datar e incubar na estufa a 28 ºC por mais ou menos 20 dias. 

Neste período, é importante monitorar 1 vez por semana, para 

acompanhar o crescimento, entretanto, evita-se mexer nas 

lagartas. 

ovos 

Ração Cera 
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5. Após os 20 dias, quando as lagartas já estiverem num tamanho 

que permita ser manuseada (aproximadamente 1 cm), deve-se 

realizar a limpeza das mesmas, retirando as teias e os casulos, e 

separando-as de acordo com o tamanho. 

 

ETAPA C) 

 

 

1. Transferir para potes de alumínio com tampa perfurada, separando 

os tamanhos em: pequenas, médias e grandes, de acordo com o 

esquema abaixo. Manter na estufa (28 ºC); 

  

 

2. Realizar a limpeza 3 vezes por semana, para retirada das teias, até 

o estágio que será utilizada na pesquisa, aproximadamente 2 

Papel 

Toalha 

Data 
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semanas (período de transformação das lagartas pequenas em 

grandes). 

 

 

Obs:  

 Sempre utilizar luvas e jaleco para manipular as lagartas 

 Retirar completamente as lagartas dos casulos 

 Reutilizar a cera e adicionar mais se for necessário 

 Adicionar mais ração a cada limpeza 

 

Temperatura na estufa: 28 °C 

 

As lagartas que não forem utilizadas e as que transformarem em Pupa 

durante esse período, colocar nos potes pretos para dar continuidade ao 

ciclo de criação (ETAPA A).  

 

 

Receita da Ração: 

 250 g de fubá,  

 150 g levedura de cerveja,  

 100 g de farinha de soja,  

 100 g de leite em pó desnatado, 

 200 g de mel e  

 200 g de glicerol 

Misturar todos os ingredientes até ficar uma massa homogênea  

 

 


