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Resumo:

As infeccdes fungicas sdo um problema crescente de saude publica, pois apresentam diagndstico dificil e
tratamento longo. Em individuos imunocomprometidos, a alta prevaléncia de infeccbes causadas por
leveduras oportunistas € preocupante, sendo de extrema importancia a identificacdo de alvos moleculares
essenciais para a patogenicidade fungicas, bem como a busca por novas op¢des terapéuticas. Para tanto,
se faz necessario o uso de modelos in vivo de infeccdo, sendo os modelos mamiferos de ratos e
camundongos comumente utilizados. No entanto, o interesse por modelos animais alternativos tem
aumentado nos Ultimos anos, evidenciando o uso do inseto Galleria mellonella como hospedeiro
experimental para a avaliacdo da interacdo hospedeiro-patdgeno, da viruléncia de isolados clinicos e da
eficdcia antifingica. Os principais beneficios do uso deste inseto como hospedeiro incluem: a resposta
imunolégica inata semelhante a dos seres humanos, a relativa facilidade de manutencédo laboratorial das
larvas e auséncia de restricdo ética até o momento. O presente trabalho se propde a fazer uma discusséo
sobre a crescente utilizacdo do modelo invertebrado de larvas de G. mellonella em infecgBes fangicas
causadas por leveduras de importancia médica, destacando as principais vantagens e desvantagens frente
a outros invertebrados e os desafios do modelo.

Palavras-chave: Galleria mellonella, modelo de infeccéo, leveduras, Candida spp., Cryptococcus spp.

Abstract

Fungal infections are a growing public health problem, since they present difficult diagnosis and long
treatment. In immunocompromised individuals the high prevalence of infections caused by opportunistic
yeast is worrying, being of extremely importance the identification of molecular targets essential for fungal
pathogenicity and the search for new therapeutic options. Therefore, the use of in vivo models of infection is
necessary, and the mammalian models, such as rats and mice are commonly used. However, interest in
alternative animal models has been increasing in recent years, evidencing the use of the insect Galleria
mellonella as experimental host for the evaluation of the host-pathogen interaction, of the virulence of clinical
isolates and of antifungal efficacy. The main benefits of using this insect as a host include: the innate
immune response similar to that of humans, the relative easiness of laboratory maintenance of larvae and
because there is no ethical constraint to date. This paper aims to discuss about the growing use of
invertebrate model of G. mellonella larvae in fungal infections caused by medically important yeasts,
highlighting the main advantages and disadvantages compared to other invertebrates and the challenges of
the model.

Key-words: Galleria mellonella, infection models, yeasts, Candida spp.. Cryptococcus spp.



1. Introducéo

A partir de 1980 os fungos emergiram como uma das principais causas de infeccdes em humanos?.
Essa incidéncia crescente de doencas fungicas se atribui ao aumento da populagdo imunocomprometida,
incluindo pacientes transplantados, HIV positivos, recém-nascidos prematuros, pacientes com cancer,
pacientes em recuperacao de cirurgia de grande porte e idosos?3,

InfeccBes fungicas por patégenos oportunistas Candida spp. e Cryptococcus spp. estdo sendo cada
vez mais descritas*. Somente nos Estados Unidos, foi identificado um aumento de 207% no numero de
sepses causadas por fungos em aproximadamente vinte anos!.Considerando Cryptococcus spp., a
meningite criptocococica em pacientes HIV positivos é a infeccdo oportunista mais preocupante e pode ser
fatal se ndo for tratada®. A incidéncia em regides subdesenvolvidas é elevada e estima-se 650.000 mortes
por ano’. Cerca de 1 milhdo de casos foram registrados em todo o mundo em 2006, sendo a Africa sub-
saariana a regido com maior prevaléncia®.

Outra levedura que se destaca pela patogenicidade é Candida spp. Esta levedura faz parte da
microbiota normal humana, podendo ser isolada a partir da mucosa oral, trato gastrointestinal e trato genital
de individuos saudaveis®. Segundo Ho et al (2015)?, Candida spp. é a quarta principal causa de infec¢des
na corrente sanguinea. Dentre as espécies de Candida, a mais conhecida e estudada é a Candida albicans,
a qual coloniza as membranas mucosas de aproximadamente 30 a 60% dos humanos e também é a
principal responséavel pelas infecgfes invasivas®1. De fato, C. albicans é considerada a quarta principal
causa de infecgbes relacionadas a cateter vascular, apresentando uma alta taxa de mortalidade!?, e a
terceira causa de infec¢des urinarias relacionadas a sondas. No entanto, um aumento significativo das
infecgBes produzidas por Candida ndo-albicans tem sido reportado nos Ultimos anos'!, como por exemplo
Candida parapsilosis, a qual tem causado milhares de infe¢cbes hospitalares, segundo Németh et al
(2013)12. Interessantemente, algumas Candida nao-albicans podem ser intrinsecamente resistentes aos
antifingicos da classe dos azoéis e apresentam uma reduzida sensibilidade aos demais antifingicos.

Outra importante problematica com relacdo as infec¢Bes flngicas causadas por leveduras é a
formacado de biofilmes. Estimativas sugerem que a maioria das infec¢ces hospitalares estdo associadas a
formacdo de biofilmes, estando intimamente relacionadas com o uso de cateteres e sondas. Estes
dispositivos médicos muitas vezes sdo essenciais no tratamento e suporte dos pacientes, mas acabam
sendo a porta de entrada para patdgenos oportunistas, especialmente em pacientes em condi¢des
debilitadas®®. Ainda, o diagnéstico laboratorial dos fungos é muitas vezes complicado e demorado,
dificilmente atingindo-se a identificacdo em nivel de espécie, e o tratamento geralmente € longo. Associado
a isto, a limitada disponibilidade de medicamentos e uso massivo de antifiingicos na profilaxia, como por
exemplo o fluconazol, levam a selecao de cepas fungicas patogénicas resistentes.

Desta forma, a identificacdo de alvos moleculares importantes para a patogénese flngica, o
desenvolvimento de novos antimicrobianos e a avaliacdo de terapias combinadas j& disponiveis
comercialmente se tornam essenciais na busca por alternativas terapéuticas. Para estes estudos, modelos
animais de infec¢@o sdo ferramentas Uteis, especialmente para avaliagdo da eficicia e da toxicidade de
compostos e farmacos!®. As larvas de G. mellonella tém se destacado nos Ultimos anos como alternativa
aos modelos de estudo convencionais com animais mamiferos, principalmente ratos e camundongos, e
estudos publicados recentemente na literatura tém destacado os beneficios do uso das larvas de G.
mellonella como hospedeiro experimental para infec¢des fangicas. Assim, o presente trabalho se propde a
revisar sistematicamente os artigos cientificos que utlizam larvas de G. mellonella como modelo
experimental para o estudo de infec¢Bes leveduriformes. Para tanto, foram realizadas buscas em trés bases
de dados: PubMed, Science Direct e Web of Science, utilizando como palavras-chave: "Galleria mellonella”,
"yeast" e "virulence".



2. O inseto Galleria mellonella

Galleria mellonella € um inseto pertencente a ordem Lepdoptera e a familia Pyralidae'®>. Comumente
conhecida como traca da cera de abelha, é considerada uma praga de apiarios comerciais, principalmente
em paises de clima subtropical ou temperado e sdo consideradas o segundo fator de prejuizo para os
apicultores norte-americanos?®. Possui vasta distribuicdo geogréfica gracas a sua capacidade de sobreviver
em ambientes com baixas temperaturas!’. Segundo Nomura et al (2006)¢, as larvas ou lagartas de G.
mellonella sdo frequentemente utilizadas como iscas de pescaria em varias regides da Europa e dos
Estados Unidos, além de servir como alimento-vivo para varias espécies de animais insetivoros. O ciclo de
vida do invertebado G. mellonella inclui sete estagios larvais, o estagio de pupa, o estagio de mariposa e 0
estagio de ovos (Figura 1).

A duracao da fase larval pode variar de 34 a 48 dias. Dependendo da temperatura ou em caso de
escassez de alimento, podera ocorrer um periodo de repouso na fase larval, tendo sido constatadas
variacOes de até seis meses?'’. As mariposas adultas fémeas possuem ovopositor prolongado que permite
encaixar os ovos nas frestas e aberturas das colméias, impedindo a retirada dos ovos pelas abelhas. Apods
a ecloséo, as larvas se alimentam do mel e da cera dos favos. Podem ser colocados de 50 a 100 ovos por
ciclo'®, os quais séo brancos e elipticos medindo 1- a 2 mm por 0,83 mm, com periodo embrionario de 2 a 4
dias. As mariposas adultas tém uma longevidade aproximada de uma semana. O tamanho e cor dos adultos
podem variar consideravelmente, dependendo da composi¢cdo e abundancia de alimento. Em média, as
mariposas machos medem 21 mm enquanto as fémeas sdo maiores, com aproximadamente 32 mm, tendo
um periodo de pré-oviposi¢do de 4 a 10 dias. Os adultos da traga caminham rapidamente de um lado para
outro, fazendo apenas vbos curtos e nao se alimentam, pois, suas pecgas bucais séo atrofiadas?”’.
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Figura 1. Fases do ciclo de vida do inseto G. mellonella. (A) Larva com aproximadamente 2,5 cm de
comprimento, correspondendo ao Ultimo estégio larval, o qual é comumente utilizado nos experimentos de
infeccdo; (B) casulo de seda prévio a transformacdo em pupa, (C) estagio de pupa e (D) estagio adulto de
mariposa. Foto obtida no Laboratério de Biofilmes e Diversidade Microbiana da UFRGS.

O interesse no uso de larvas de G. mellonella como alternativa aos modelos de estudo mamiferos
tem aumentado nos Ultimos anos. O grande diferencial para utilizacdo das larvas de G. mellonella como
hospedeiro experimental é seu sistema imunolégico. O inseto possui sistema imune inato constituido pela
resposta imunoldgica celular e humoral. A resposta imune inata celular envolve fungdes como fagocitose,
encapsulamento e coagulagdo?®. A hemolinfa, contida na cavidade do corpo de insetos, possui fungéo
analoga a do sangue nos mamiferos, como transporte de nutrientes, produtos residuais e sinalizacdo de
moléculas®. As células fagocitarias conhecidas como hemécitos estdo presentes na hemolinfa, em 6rgaos
internos, como na gordura corporal, e no aparelho digestivo!®>2!l, Seis tipos de hemdcitos ja foram
identificados em G. mellonella, incluindo pré-hemacitos, plasmatécitos, células granulares, coagulécitos,
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esferuldcitos e oenocitoides!®1%, J& o elemento humoral da resposta imune é composto por peptideos
antimicrobianos (PAM’s) que sao liberados por células e 6rgaos na hemolinfa e se difundem para o local da
infecgdo??. Estes peptideos reconhecem o &cido fosfolipidico da membrana celular de micro-organismos
patogénicos, levando a alteracdes na membrana celular. Alguns PAM’s descritos em G. mellonella incluem
o inibidor da metaloproteinase indutivel, a transferrina, a galiomicina e a gallerimicina?3. Adicionalmente, o
inseto também possui a cuticula, que serve como barreira ao ambiente externo, com funcdo semelhante a
pele em humanos?®.

3. Galleria mellonella x outros modelos invertebrados

Diversas espécies de mamiferos séo utilizadas para elucidar a resposta imunolégica do hospedeiro
no combate a infecgGes e contribuem para o entendimento das interagGes entre fungos e hospedeiros?4.
Segundo Garcia-Rodas et al (2011)7, a viruléncia dos patdégenos humanos é classicamente estudada em
modelos de mamiferos e os ratos sdo a espécie mais amplamente utilizada. Todavia estes ensaios se
tornam caros pois nhecessitam de uma infra-estrutura especial, demandam muito tempo no
acompanhamento dos animais infectados?® e necessitam de aprovagdo ética. Ha, nos dltimos anos, um
interesse crescente no uso de outros hospedeiros’” e modelos experimentais de infec¢do utilizando
invertebrados tém se mostrado uma vantajosa alternativa para analise da resposta imunoldgica e eficacia
da terapéutica. Segundo Fuchs et al (2006)%%, Drosophila melanogaster, Caenorhabditis elegans,
Acathamoeba castellanii, Dictyostelium discoideum, e Galleria mellonella sédo os animais invertebrados mais
utilizados em estudos para examinar elementos da resposta do hospedeiro frente a infecgbes, como as
barreiras fisicas, os mecanismos celulares e os moleculares. No entanto, alguns dos modelos alternativos
acima mencionados sdo limitados pela incapacidade do hospedeiro em sobreviver na temperatura 37°C,
ideal para a avaliacdo de micro-organismos de importdncia médica humana, ou pela dificuldade que o
modelo imp&e na administracdo exata do indculo ou de determiando agente antimicrobiano, como no caso
dos modelos de D. melanogaster e de C. elegans.

Felizmente, estas limitacdes ndo se aplicam ao modelo de G. mellonella’, de modo que as larvas
podem ser incubadas em temperaturas que variam de 25°C até 37°C, em placas de Petri por exemplo, e
diferententemente de D. melanogaster?’”, ndo necessitam de acomodacBes ou de equipamentos
especializados para a inoculacdo de micro-organismos.. Outras vantagens do modelo de G. mellonella
incluem as mdltiplas vias de inoculacdo, podendo ser oral, cutanea e sistémica (Figura 2) e a inoculagéo
das larvas com doses definidas do agente microbiano ou quimico em questdo, devido ao seu tamanho
relativamente grande (2 a 3 cm). Em muitos paises, excec¢éo feita ao Brasil, as larvas podem ser adquiridas
comercialmente ou podem ser criadas em laboratério com baixo custo e relativa facilidade de
manutengao’®1®, Todas essas vantagens combinadas ao fato de que até o momento nédo ha restricdo ética
para uso de invertebrados como modelos em pesquisas cientificas, fazem do modelo de G. mellonella uma
opcao atrativa e viavel para o estudo da patogenicidade de micro-organismos e da eficacia de compostos
antimicrobianos.



Figura 2. Inoculagado na larva via sistémica. A entrega do inéculo pode ser realizada diretamente na
hemolinfa através da injecéo de doses definidas na Ultima falsa-pata da larva. Foto obtida no Laboratério de
Biofilmes e Diversidade Microbiana da UFRGS.

4. Galleria mellonella como hospedeiro para infec¢cdes por fungos leveduriformes

O numero de publicacbes cientificas utilizando G. mellonella como modelo de infecgdo tem
aumentado exponencialmente a partir de 2010 (Figura 3). Através da busca realizada nas bases de dados
foram encontrados 60 artigos publicados até 31 de marco de 2016 (Tabela 1) que utilizam larvas de G.
mellonella como modelo de infec¢éo para leveduras de interesse médico humano.
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Figura 3. Numero de publicagfes por ano utilizando larvas de G. mellonella como hospedeiro para estudos
de infec¢bes. Estes dados sdo referentes a busca na base de dados Web of Science, utilizando os
seguintes termos: "Galleria mellonella” e “infection model".
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Os primeiros estudos publicados na literatura investigaram a viabilidade da utilizacdo das larvas do
inseto G. mellonella como hospedeiro para avaliar in vivo a patogenicidade de leveduras?42° . Uma gama de
trabalhos analisaram a resposta imunoldgica das larvas frente a infeccdo por Candida spp., utilizando
variadas concentracGes de indculo e espécies para se obter uma concentragdo letal?4. A viabilidade do
modelo de G. mellonella foi estudada para Candida albicans, bem como para outras espécies de levedura?*,
evidenciando diferentes graus de viruléncia com relacdo as diferentes espécies. Neste trabalho, Candida
albicans mostrou-se a espécie mais virulenta, seguida das espécies C. tropicalis, C. parapsilosis, C.
pseudotropicalis, C. krusei e C. glabrata?*. Adicionalmente, Bergin e colaboradores (2003)2°, demonstraram
que as larvas de G. mellonella infectadas com espécies de Candida mais patogénicas, ou seja, aquelas
capazes de matar mais de 80% das larvas testadas, apresentaram uma reducéao significativa do niimero de

hemdécitos enquanto as espécies menos patogénicas causaram uma leve reducéo.

N

Para elucidar os mecanismos pelos quais o hospedeiro responde a exposigdo ao patégeno é
fundamental avaliar o comportamento frente a diferentes condi¢des laboratoriais, como temperatura de pré-
incubacéo?®, privacdo de alimento® e condi¢bes de estresse fisico?®. De acordo com Mowilds et al (2008)23
guando as larvas sdo estressadas fisicamente pela agitacéo, elas se tornam menos susceptiveis a infecgéo
por C. albicans. A temperatura de pré-incubacéo é outro fator que influencia na reducdo da susceptibilidade
das larvas durante a infeccdo por C. albicans, como demonstrado por Mowlds et al (2008)%8. Estes autores
realizaram a pré-incubacé@o das larvas a 4, 30 e 37°C por 24 horas e, posteriormente, infectaram as
mesmas com a levedura a fim de avaliar o tempo de sobrevivéncia das larvas infectadas com C. albicans, o
namero de hemdécitos e a expressao de genes de proteinas da resposta imune humoral. Foi verificado que
guando as larvas foram pré-incubadas a 4 e 37°C, mas ndo a 30°C, houve maior resisténcia a infeccao
devido ao aumento na densidade de hemécitos e a expressédo de proteinas antimicrobianas?®. Ainda em
relacdo as condicGes de pré-incubacao, o trabalho de Browne et al (2015)3! mostrou que a pré-incubacao
das larvas a 15°C durante 3 a 10 semanas influencia de forma gradual e negativa as defesas das larvas
durante a infeccdo por C. albicans. Com relagdo a privagdo nutricional, Banville e co-autores (2012)
testaram o efeito da falta de nutrintes durante 2, 4 e 7 dias na susceptibilidade das larvas frente a infec¢céo
por C. albicans. Os autores verificaram que a privagdo nutricional por 4 e 7 dias causou diminuigdo
significativa do nimero de hemdcitos, mas sem alterar sua capacidade funcional, bem como a diminui¢éo
da expressao dos peptideos antimicrobianos, tornando as larvas mais susceptiveis30.

A patogenicidade das leveduras implica diretamente na resposta imunolégica das
larvas20:22.25,32,33.34.35,36.37 A pré-exposicdo das larvas a concentragdes sub-letais de indculos flngicos,
proporcionou o aumento do numero de hemécitos bem como da expressdo de genes envolvidos na
resposta imune, consequentemente aumentando a resisténcia a infecgdo por C. albicans??. O modelo
também foi utilizado na comparacao da viruléncia de Candida do complexo — psilosis (Candida parapsilosis,
C. orthopsilosis e C. metapsilosis), comprovando a aplicagdo do hospedeiro na verificagdo da viruléncia dos
isolados®3. Alteracdes morfolégicas geradas por Candida spp. como filamentagdo e formacéo de vesiculas
extracelulares também puderam ser avaliadas nas larvas tanto por ensaios in vivo como também

histologicamente, através de cortes histoldgicos de tecidos infectados das larvas!112:32,33.34,37.38

Diversos grupos de pesquisa tém investigado fatores de viruléncia de Candida spp. neste modelo
invertebrado. Neste sentido, Rossoni e colaboradores (2013)3° avaliaram em varias espécies de Candida a
relacdo entre a atividade de proteinases e fosfolipases e a patogenicidade in vivo. Todos os isolados de C.
albicans testados foram apresentaram atividade proteinase e fosfolipase in vitro, no entanto somente 25% e
43% das espécies ndo-albicans foram positivas para a atividade proteinase e fosfolipase, respectivamente.
Quando a patogenicidade das cepas foi testada em G. mellonella, observou-se que as espécies mais
virulentas foram C. albicans, C. dubliniensis e C. lusitaniae, enquanto C. glabrata foi a espécie menos
virulenta. Desta forma, os autores concluiram que a viruléncia de cepas de Candida spp. no modelo de
larvas de G. mellonella esta relacionada com a quantidade de enzimas proteinases e fosfolipases3®. Németh
et al (2013)'2 além de testar a capacidade de C. parapsilosis, C. orthopsilosis e C. metapsilosis em produzir
proteases e lipases, também testaram a habilidade das leveduras em produzir pseudohifas in vivo. Os
resultados indicaram que todos os isolados eram positivos para producéo de proteases e aproximadamente
80% positivos para producdo de lipases. Contudo a producdo de pseudohifas variou entre os isolados,
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sendo a C. metapsilosis a espécie com menor viruléncia. Adicionalmente, a formacdo de biofilme por
leveduras em superficies inanimadas foi observada em diversos estudos, trata-se de um importante fator de
viruléncia in vivo verificado nos modelos de infeccdo com o hospedeiro G. mellonella384041.42.43,

O modelo de larvas de G. mellonella tem sido utilizado com frequéncia para a avaliacdo da
viruléncia de cepas mutantes defectivas em determinados genes®839.44454647.48495051525354  Tan e
colaboradores (2014)8 utilizaram modelos de infeccdo de G. mellonella, C. elegans e camundongos para
demonstrar que o gene spt20 de C. albicans possui papel importante na viruléncia sendo essencial para a
formacéo de hifas e de biofilme. Sanchez-Fresneda et al (2014)* demonstraram o envolvimento da proteina
CpAtcl na hidrolise de trealose em C. parapsilosis e que a delecdo do gene atcl reduz a resisténcia ao
stress e a viruléncia da levedura em larvas de G. mellonella.. Um estudo posterior desenvolvido pelo mesmo
grupo analisou o efeito da delecdo dos genes atcl (que codifica a enzima trealase acida) e ntcl (que
codifica a enzima trealase neutra) através do desenvolvimento de uma cepa de C. parapsilosis duplo
mutante®3. Os resultados mostraram que a dupla delecdo génica causou reducéo significativa na viruléncia
de C. parapsilosis em G. mellonella, bem como na capacidade de formar biofilmes 53. Embora os resultados
indiguem um papel mais importante para a trealase acida (ATC1) na patogenicidade de C. parapsilosis
guando comparado com a trealase neutra (NTC1), os autores sugerem 0 uso desses genes como alvos
antifingicos interessantes®s.

Interessantemente, todos os estudos que correlacionaram modelos mamiferos com o modelo
invertebrado de G. melllonella demonstraram concordancia nos resultados 825:34.3536,37:45,48,49,52,54,55,56,57,59,60
comprovando assim a validade de G. mellonella como hospedeiro para estudo de infeccdo fangica por
leveduras. No entanto, quando utilizadas condi¢bes diferentes entre os modelos, tais como caracteristicas
dos modelos, foram encontradas discrepancias nos resultados obtidos para mamiferos e invertebrados?’.
Tais discrepéancias foram atribuidas a diferencas entre as condi¢bes de defesa dos animais, uma vez que as
larvas injetadas estavam imunocompetentes e 0s ratos estavam imunocomprometidos?”.

Foram encontrados na literatura 15 trabalhos que utilizam larvas de G. mellonella como modelo de
infeccdo por Candida spp. para avaliar a eficacia e toxicidade in vivo de novos compostos ou terapias
combinadas11:14.29,30,40.41,51,61,62,63,64,6566,67.68  Ainda, a caracterizacdo de isolados clinicos resistentes foi
avaliada in vivo com sucesso®°. Com o aumento da resisténcia antifingica, a busca por novas terapias®¢8,
bem como a combinagdo de antifingicos!*%8 tem se tornado evidente e alguns utilizam ensaios in vivo em
G. mellonella para triagem. Os efeitos dos polissacarideos B-glicano® e do quitosana ®° presentes na parede
celular de leveduras foram analisados nas larvas, provando induzir a resposta imune. Outras terapias
alternativas como a terapia fotodinamica®®, atividade antifingica de aminoacidos® e probiéticos como
Lactibacillus acidophilus*! foram testadas no modelo de larvas de G. mellonella e os resultados obtidos
foram satisfatorios, indicando a validade do modelo e eficacia dos tratamentos.

Considerando o patégeno oportunista Cryptococcus spp., verifica-se na literatura ao menos 18
trabalhos utilizando o hospedeiro invertebrado G. mellonella para estudo?.29:36:55,56,57,58,59,60,68,70,71,72,73,74,75,76,77
Utilizando vérias concentra¢des de indculo de C. neoformans, verificou-se a viruléncia de cepas e analisou-
se o efeito de trés antifingicos comumente prescritos na clinica, anfotericina B, fluconazol e flucitosina, em
monoterapia e combinados em G. mellonella?®. A atividade de farmacos como astemizol e seu analogo (A2)
também foi investigada C. neoformans®® utilizando larvas de G. mellonella. Outros estudos focaram no
entendimento de como Cryptococcus spp. induz respostas antimicrobianas em G. mellonella, dentre os
guais destaca-se o trabalho de Velagapudi e colaboradores (2009)%¢, que avaliaram a viruléncia de esporos
de C. neoformans, bem como os estudos sobre o alargamento da cépsula fangica, gigantismo celular e
melanizacdo das larvas infectadas com C. neoformans?:59.73.76,

Diversos genes potencialmente responsaveis por mecanismos de viruléncia de Cryptococcus spp.
tém sido avaliados no modelo de G. mellonella5%57:60.70.71,7276,77. Adicionalmente, alguns estudos comparam
os resultados obtidos em G. mellonella com modelos mamiferos a fim de identificar a contribuigdo dos
genes na viruléncia das leveduras®5557:60, De acordo com Chabrier-Rosell6 e colaboradores (2013)7°, o gene
pkh2-02, ortélogo ao gene quinase pdkl de mamiferos, € necessario para C. neoformans tolerar estresse
de parede celular, oxidativo e antifungico. Adicionalmente, foi mostrado no modelo de G. melllonella que, a

12



mutacdo no gene pkh2-02 tornou a levedura avirulenta’. A fim de entender o efeito de mutacdes no DNA e
a interacdo patégeno-hospedeiro, Magditch et al (2012)57 estudaram um mutante do gene mob2 isolado
apos exposicdo a ameba Acanthamoeba castellanii e verificaram que a viruléncia desta levedura é
atenuada em G. mellonella, a menos que a cepa reverta para tipo selvagem durante o curso da infeccéo
nas larvas. Importantemente, o efeito da mutacao pontual do gene mob2 também foi investigado em modelo
murino e os resultados demonstraram uma reducdo da patogenicidade das cepas mutantes nos dois
modelos®’ De fato, a maior parte dos estudos com Cryptococccus spp. em G. mellonella tém focado na
elucidacdo de fatores de viruléncia de C. neoformanss36:56:5859.70.73.7475 " sendo mais limitados os estudos

avaliando genes envolvidos com viruléncia em C.gattii®8"3.

E importante ressaltar que o modelo representa uma alternativa viavel para a avaliacédo de grandes
bibliotecas de mutantes de C. neoformans, apresentando a vantagem do inseto G. mellonella possuir o
sistema imunolégico semelhante ao sistema imune inato dos mamiferos, conforme descrito por Desalermos
e colaboradores (2014)5%°.
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Tabela 1. Ensaios in vivo utilizando as larvas de Galleria mellonella para avaliar a infec¢do por leveduras.

Correlagdo com

. Concentracéo Composto/ = a Scmvef
Pat6geno er Concentracgdo testada Gene/Proteina estudos em Referéncia
(UFC por larva) Antifangico vertebrados
2 x 102
2x 103
Candida albicans 2 x 10*
2 x10°
2 x10° i i i NA Cotter et al
Candida tropicalis (2000)
Candida parapsilosis
Candida pseudotropicalis 2x10°
Candida krusei
Candida glabrata
) _ Brennan et al
6 - - -
Candida albicans 1x10 SIM (2002)
Candida albicans
Candida tropicalis
Candida dubliniensis 6 i Bergin et al
Candida parapsilosis 1x10 ) ) NA (2003)
Candida krusei
Candida glabrata
. . 1x104, 1x10%e Bergin et al
Candida albicans 1x106 - - - NA (2006)
. . Mowlds et al
5 - - -
Candida albicans 5x10 NA (2008)
. . Shena et al
5 6 - -
Candida albicans 5x10° e 1x10 PES1 NA (2008)
Mowlds e
Candida albicans 5x 10° - - - NA Kavanagh
(2008)
0,93, 1,87, Mowlds et al
Candida albicans 1x108 B-glicano 3,75, 7,5, - NA (2009)
15, 30 pg/larva
[Ag2(mal)(fen)3] 4 uM
Candida albicans 5x10° [AgNO3] 3,6 uM - NA RO(V;%QS al
1,10-fenantroina 6 UM
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Candida albicans

1x106

BCR1
FLO8
KEM1
SUV3
TEC1

SIM

Burgwyn Fuchs et al
(2010)

Candida albicans

5x10°
1 x 1068

Caspofungina

0,19; 0,095 e
0,0475 pg/mL

NA

Kelly e Kavanagh
(2011)

Candida albicans

1,9x10°
4,5x10°
4,7x10°
4,8x10°
5x10°
5,2x10°
5,5x10°
5,7x10°
5,9x10°
6,3x10°
6,7x10°
7,1x10°
7,2x10°
7,5x10°
9,4x10°

Candida lusitaniae

1,4x10°

Candida. krusei

8,8x10°

Candida tropicalis

3,9x10°

4,9x10°
5x10°

9,1x10°

Candida parapsilosis

6,2x10°
7,3x10°

Candida norvegensis

6,3x10°

Candida dubliniensis

3,9x10°
5,1x10°

Candida glabrata

4,8x10°
5,4x10°
6,4x10°
9,8x10°

Candida kefyr

4,2x10°

NA

Junqueira et al
(2011)
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1x106

1x10°
: : anfotericina B (AMB)
Candida albicans 6 10° fluconazol (FLU)
voriconazol (VCZ .
caspofungina((CA%) AMB:1,2, 4 mg/kg .
— FLU:128,64,32,12, 4 mg/kg ) NA Scorzoni et al
a”f‘]ﬁf(:f;gil%mB) VCZ:7,5 e 10 mg/kg (2013)
6 CAS: 1,2 e 4 mg/k
5x10 voriconazol (VCZ) €4 mgikg
Candida krusei caspofungina (CAS)
1x107
2,5x 108
. . Banville et al
6 - - -
Candida albicans 5x10 NA (2012)
Anfotericina B (AMB)
Caspofungina (CAS)
2x108 .
Fluconazol (FLU) AMB e CQSialrbg e 4 ug/g Mesa-Arango
Candida tropicalis Voriconazol (VCZ) _ i - NA et al
4 % 106 FC;lJeSpgﬁwa (2013)
1x106 VCZ: 1,1 e 5,5 pg/larva
5x10°
Candida parapsilosis .
Candida orthopsilosis 6 x 108 - - - NA Negg?;tm
Candida metapsilosis
Candida albicans 5x10° Anidulafungina 0,6 pg/larva - NA Clre(tzglla:;t al
. . Herrero de Dios
6 - -
Candida albicans 1x10 OPY2 NA et al (2013)
. . Patterson et al
4 - -
Candida albicans 6 x 10 Capl NA (2013)
Miriocina 0,05 pg/mL Rodrigues de
Candida albicans 1x10° Anfotericina B 250 pg/mL - NA Melo et al
Fluconazol 250 pg/mL (2013)
Candida albicans 1x10° - - - NA Chibebe Junior

et al (2013)
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Fluconazol (FLU)

5x10° Anfotericina B(AMB) .
, . Flucitosina (5-FC) FLU: 1,4,16 mg/kg Li et al
Candida albicans . AMB: 0,4;1,6; 6,4 mg/kg - NA (2013)
12-255 Xlég 5-FC: 1,25; 5 e 20 mg/kg
.5 x10°,
e1lx108
Candida albicans
Candida glabrata
Candida dubliniensis
Candida parapsilosis Proteina- Rossoni et al
Candida tropicalis 1x10° - - ses e fos- NA (2013)
Candida krusei folipase
Candida norvegensis
Candida lusitaniae
Candida guilliermondii
Candida albicans 1x10° - - - NA Bo(rggiz)t al
. . Sherry et al
5 - - -
Candida albicans 1x10 NA (2014)
Sanchez-Fresneda
Candida parapsilosis 2,5 x10* - - ATC1 SIM etal
: (2014)
1,5x10
. . 1x10° Rueda et al
Candida albicans 7,5x1(;5 - - - NA (2014)
5x10
Candida parapsilosis, Gago et al
Candida orthopsilosis, 2x10° - - - NA (3014)
Candida metapsilosis
Fluconazol 1 mg/kg
. . 2-hidroxi-3-metil- Favre-Godal et al
5 -
Candida albicans 5x10 antraquinona 100 mg/kg NA (2014)
Soranijidiol 100 mg/kg
Candida albicans 1x 108 - - SPT20 SIM Té%i)al
. . CEK1 Herrero-de-Dios
6 - -
Candida albicans 1x10 HOG1 SIM et al (2014)
. . Vargas et al
6 - - -
Candida albicans 1x10 SIM (2014)
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Jensen et al

Candida albicans 5x10° - - . NA 015
Candida albicans 2,5x 104 - - '\Zﬂglfé SIM Am;rl(r;(;\l/g)z et
Candida albicans 2,5x 103 - . Sgﬁsl) SIM Tllszaonlns;at al
Candida albicans 1x108 - - . NA Bro(vzvgise)t al
Candida albicans 3,1x 104 Quitosana 20-150 pg/mL ; NA '-Opeé'(\)/'fé’)a etal
1x10?
1x103 .
Candida albicans 1x104 - . . NA Vl|e|é (I):lGS)et al
1x10°
1x10°
Candida albicans 1x10°6 - - MKK2 SIM Ro(rggr;se)t al
Candida parapsilosis 2,5 x 10* - . /:l'_ll:(éi NA Sanecpzlzécrﬁsé?eda
] ) Amorim-Vaz et
5 - - -
Candida albicans 15x10 SIM al (2015)
Candida albicans 5x10° - - ; SIM Fre(r;lgellét al
2x108
5x10°3
1,2 x 10*
1,75x104 -
2 x 104
2,2 x 104
Cryptococcus neoformans 2,5x10* — NA Mylonakis et al
Anfotericina B (AMB) AMB: 1,5 mg/kg (2005)
1,2x108 Fluconazol (FLU) FLU: 14 mg/kg -
Flucitosina (5-FC) 5-FC:20 mg/kg
CAP 59
GPA1
4 - -
1,5x10 RAS]
PKA1
Cryptococcus neoformans 1x10° - - ';/'ES& SIM |dn(lérorg 6€)t al
Cryptococcus neoformans 500 - - - SIM Velagggggg; etal
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Kozubowski L e
Cryptococcus neoformans 1x10° - - Septinas NA Heitman J
(2010)
Garcia-Rodas et
4 _ - -
Cryptococcus neoformans 1x10 NA al (2011)
PKH2-01 . .
Chabrier-Rosellé
5 - - -
Cryptococcus neoformans 2x10 PKH2-02 NA etal (2012)
Cryptococcus neoformans 1x10°8 - - ARG1 NA LeV et al (2012)
1x10° Magditch et al
Cryptococcus neoformans 1 %106 - - MOB2 SIM (2012)
Cryptococcus neoformans 5 x104 .
Cryptococcus amylolentus 5x 10° - - - NA Geértcﬁ-(ggfsc)he
Cryptococcus podzilicus 5 x10°
- 5 x10° . . Chen et al
Cryptococcus gattii 1105 - - Calcineurina SIM (2013)
; Firacative et al
6 - - -
Cryptococcus gattii 1x10 NA (2014)
Desalermos et al
6 - - -
Cryptococcus neoformans 1x10 SIM (2014)
Eisenman C et al
5 - - -
Cryptococcus neoformans 1x10 NA (2014)
Garcia-Rodas et al
6 - - -
Cryptococcus neoformans 1x10 NA (2014)
Wollschlaeger
6 - -
Cryptococcus neoformans 1x10 XRN1p NA et al (2014)
Lev et al
6 - -
Cryptococcus neoformans 1x10 Aphl SIM (2014)
1x10% Trevijano-
Cryptococcus neoformans 1x10° - - - NA Contador et al
1x10° (2015)
Fluconazol 4 mg/ mL
Cryptococc“;ﬁici’iformans var. 1,2 x10° Astemizol 4 mg/ mL - NA Vu e Gelli (2010)
Analogo dAozastemlzol 10 mg/ mL

NA: ndo avaliado.
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5. Consideracdes finais

Galleria mellonella tem se mostrado como uma vantajosa alternativa nos ensaios in vivo de
infeccdes causadas por leveduras de interesse médico, como evidenciado pelo crescente nimero de artigos
publicados com o uso deste modelo. No entanto, este modelo é considerado incipiente e ainda existem
desafios na sua utilizacdo, como a falta de padronizacdo das condiges de manutencdo das larvas
(alimentacéo, armazenamento, temperatura). Adicionalmente ainda néo existe uma cepa padrdo das larvas,
o que dificulta a comparagdo entre resultados obtidos em diferentes laboratérios. Certamente, o
desenvolvimento futuro de uma cepa referéncia de larva do inseto acrescentard aos estudos maior
confiabilidade. Por fim, tendo em vista a crescente quantidade de trabalhos publicados por grupos de
estudos que analisam genes e mutacdes, o sequenciamento do genoma das larvas de G. mellonella
permitira uma andlise completa da relacdo hospedeiro-patégeno.
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Escopo e politica

A Clinical and Biomedical Research (CBR), antiga Revista HCPA, é uma publicacao cientifica do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre (HCPA) e da Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Rio Grande do
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[http://www.who.int/ictrp/en/] e do International Committeeof Medical Journal Editors (ICMJE)
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material enviado para publicacdo na CBR implica que o mesmo né&o tenha sido publicado e ndo esteja
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parcialmente, necessitardo de aprovagéo por escrito dos editores. Os conceitos e declara¢cfes contidos nos
trabalhos sdo de total responsabilidade dos autores. Os artigos podem ser redigidos em portugués, inglés
ou espanhol. As submissfes em inglés sdo fortemente encorajadas pelos editores.

O manuscrito deve enquadrar-se em uma das diferentes categorias de artigos publicados pela revista,
conforme a seguir:

Forma e preparacéo de artigos
SERAO CONSIDERADOS PARA PUBLICACAO
Editorial

Comentario critico e aprofundado, preparado a convite dos editores e submetido por pessoa com notério
saber sobre o assunto abordado. Os editoriais podem conter até 1000 palavras. Esta se¢do pode incluir o
editorial de apresentacdo da Revista, assinado pelo Editor, além de editoriais especiais, que compreendem
colaboracdes solicitadas sobre temas atuais ou artigos publicados na Revista.

Artigos de Revisdo

Artigos que objetivam sintetizar e avaliar criticamente os conhecimentos disponiveis sobre determinado
tema. Devem conter até 6.000 palavras. Esses artigos devem apresentar resumo, ndo estruturado com
namero nao superior a 200 palavras (exceto revisfes sisteméticas — ver estrutura de resumo em ‘Artigos
Originais’) e uma lista abrangente, mas preferencialmente n&o superior a 80 referéncias.

Tabelas devem ser incluidas no mesmo arquivo do manuscrito (apos as referéncias) e as figuras devem ser
enviadas como documento suplementar em arquivos individuais.

Artigos Especiais

Manuscritos exclusivamente solicitados pelos editores, sobre tema de relevancia cientifica, a autores com
reconhecida expertise na area e que ndo se enquadrem nos critérios de Editorial.

Artigos Originais
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pesquisa. A sua estrutura formal deve apresentar os topicos: Introdugéo, Métodos, Resultados e Discusséo.
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A(s) concluséo(des) deve(m) estar no Ultimo paragrafo da Discussdo, ndo sendo necessaria uma secéo
especifica. Implicacdes clinicas e limitagbes do estudo devem ser apontadas. Para os artigos originais,
deve-se apresentar um resumo estruturado (Introducao, Métodos, Resultados e Conclusdes) em portugués
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Os artigos submetidos nesta categoria ndo devem exceder 3.000 palavras. Tabelas devem ser incluidas no
mesmo arquivo do manuscrito (apos as referéncias) e as figuras devem ser enviadas como documento
suplementar em arquivos individuais.

Relatos de Casos

Sao artigos baseados em casos peculiares e comentarios sucintos sobre a importancia do caso em relacao
ao conhecimento atual na area. Devem conter até 1.000 palavras, com um total de, no maximo, duas
tabelas ou figuras e 15 referéncias, ja que o objetivo dos relatos ndo é apresentar uma revisao bibliogréafica.

A sua estrutura deve apresentar os seguintes tépicos: Introducdo, explicando a relevancia do caso;
Apresentacdo do caso (Relato do Caso) e Discussédo. Os relatos de casos devem descrever achados novos
OU pouco usuais, ou oferecer novas percepc¢des sobre um problema estabelecido. O conteddo deve limitar-
se a fatos pertinentes aos casos. O sigilo em relacdo a identificacdo dos pacientes é fundamental, ndo
devendo ser relatadas datas precisas, iniciais ou qualquer outra informacéo néo relevante ao caso, mas que
eventualmente possa identificar o paciente. Os Relatos de Caso devem ter Resumo néo estruturado com no
maximo 150 palavras. Tabelas devem ser incluidas no mesmo arquivo do manuscrito (apés as referéncias)
e as figuras devem ser enviadas como documento suplementar em arquivos individuais.

Relatos de Casos: Imagens em Medicina

Secao destinada & publicacdo de Imagens elucidativas, ndo usuais e/ou de amplo interesse de situacdes
médicas. Deve conter até 500 palavras e um total de 5 referéncias. Duas a trés imagens (resolu¢do minima
de 300 dpi).

Cartas

Opinides e comentarios sobre artigo publicado na Revista, sobre temas de relevancia cientifica e/ou
observagbes clinicas preliminares. O texto deve ser breve com, no méaximo, 500 palavras. Apenas uma
tabela e uma figura sdo permitidas e, no maximo, cinco referéncias. Ndo devem ter resumo.

Comunicacdes Breves

Comunicacfes breves sao resultados preliminares de pesquisas originais ou estudos mais pontuais que
contém todas as informacdes relevantes para que o leitor possa avaliar 0os seus resultados e conclusées,
bem como replicar a pesquisa. A estrutura é semelhante a artigos originais; no entanto, o resumo
(Portugués, Espanhol, ou Inglés) ndo deve exceder 150 palavras e o texto ndo deve exceder 1.200

palavras. Ter no maximo duas Tabelas ou Figuras.

Suplementos

Além dos ndmeros regulares, a CBR publica o suplemento da Semana Cientifica do HCPA.
CONFLITOS DE INTERESSE

Conflitos de interesse surgem quando o autor tem relagcfes pessoais ou financeiras que influenciam seu
julgamento. Estas relagbes podem criar tendéncias favoraveis ou desfavoraveis a um trabalho e prejudicar a
objetividade da andlise. Os autores devem informar sobre possiveis conflitos de interesse. Isso se estende
para editoriais e artigos de revisdo, e deve ser feito na ocasido do envio do manuscrito. Cabe ao editor
decidir se esta informacao deve ou ndo ser publicada e usa-la para tomar decisGes editoriais. Uma forma

27



comum de conflito de interesse é o financiamento de trabalhos de pesquisa por terceiros, que podem ser
empresas, 6rgdos publicos ou outros. Esta obrigacdo para com a entidade financiadora pode levar o
pesquisador a obter resultados que a satisfacam, tornando o estudo tendencioso. Autores devem descrever
a interferéncia do financiador em qualquer etapa do estudo, bem como a forma de financiamento e o tipo de
relacionamento estabelecido entre patrocinador e autor. Os autores podem optar por informar nomes de
pareceristas para 0s quais seu artigo ndo deva ser enviado, justificando-se.

PRIVACIDADE E CONFIDENCIALIDADE

Informagbes e imagens de pacientes que permitam sua identificagdo s6 devem ser publicadas com
autorizacdo formal e por escrito do paciente, e apenas quando necessdrias ao objetivo do estudo. Para a
autorizacdo formal, o paciente deve conhecer o contelido do artigo e ter ciéncia de que este artigo podera
ser disponibilizado na internet. Em caso de davida sobre a possibilidade de identificacdo de um paciente,
como fotos com tarjas sobre os olhos, deve ser obtida a autorizacdo formal. No caso de distorcdo de dados
para evitar identificacdo, autores e editores devem assegurar-se de que tais distorcdes ndo comprometam
os resultados do estudo.

EXPERIENCIAS COM SERES HUMANOS E ANIMAIS

Toda matéria relacionada com pesquisa em seres humanos e pesquisa em animais deve ter aprovacao
prévia de Comité de Etica em Pesquisa ou Comissdo de Etica no uso de animais, respectivamente. Os
trabalhos deverdo estar de acordo com as recomendacfes da Declaracdo de Helsinque (vigente ou
atualizada), das Resolu¢cdes CNS 196/96 e complementares e da Lei 11.794/2008 para estudos em
animais. E importante indicar o nimero do registro do projeto no respectivo Comité ou Comisséo de Etica,
bem como da Comiss&o Nacional de Etica em Pesquisa, se aplicavel.

PREPARO DO ARTIGO

O cadastro no sistema e posterior acesso ou login séo obrigatérios para submisséo e verificacdo do estagio
das submissdes.

Identificacdo: devem constar: a) Titulo do artigo, que deve ser claro e conciso. N&do usar abreviaturas. Deve-
se apresentar a verséo do titulo reduzido para constar no cabecalho e titulo no idioma inglés; b) nome
completo dos autores; c) instituicdo e o setor ou unidade da instituicdo a que cada autor esté filiado (titulos
pessoais e cargos ocupados ndo deverdo ser indicados); d) nome da instituicAo onde o trabalho foi
realizado; e) indicacdo do autor responsavel pela correspondéncia, acompanhada do endere¢co completo; e
f) se tiver sido apresentado em reunido cientifica, deve-se indicar o nome do evento, o local e a data da
realizacéo.

TODOS OS NOMES DOS AUTORES INCLUIDOS NO MANUSCRITO DEVEM SER CADASTRADOS NO
SISTEMA

Resumo e Palavras-chave: os artigos devem conter o resumo em portugués e em inglés. Verificar a
estrutura e o numero maximo de palavras conforme descrito para cada tipo de artigo especifico (ver
anteriormente). Os resumos estruturados, exigidos apenas para os artigos originais, devem apresentar, no
inicio de cada paragrafo, o nome das subdivisdes que compdem a estrutura formal do artigo (Introducéo,
Métodos, Resultados e Conclusdes). As palavras-chave, expressfes que representam o assunto tratado no
trabalho, devem ser em namero de 3 a 10, fornecidas pelo autor, baseando-se no DeCS (Descritores em
Ciéncias da Saude) publicado pela Bireme, que € uma tradugdo do MeSH (Medical SubjectHeadings) da
National Library of Medicine, disponivel no endereco eletronico: http://decs.bvs.br. As palavras-chave devem
ser apresentados em portugués e em inglés.

Manuscrito: deverd obedecer a estrutura exigida para cada categoria de artigo. Citagdes no texto e as
referéncias citadas nas legendas das tabelas e das figuras devem ser numeradas consecutivamente na
ordem em que aparecem no texto, com algarismos arabicos. As referéncias devem ser citadas no texto
sobrescritas, conforme o exemplo: Texto! .textol-3, texto*69 .,
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Tabelas: devem ser numeradas consecutivamente, com algarismos arabicos, na ordem em que foram
citadas no texto e encabecadas por um titulo apropriado. Devem ser citadas no texto, mas deve-se evitar a
duplicacdo de informacédo. As tabelas, com seus titulos e rodapés, devem ser autoexplicativas. As
abreviacGes devem ser especificadas como nota de rodapé sem indicacdo numérica. As demais notas de
rodapé deveréo ser feitas em algarismos arabicos e sobrescritas.

Figuras e graficos: as ilustragBes (fotografias, graficos, desenhos, etc.) devem ser enviadas em arquivos
separados, em formato JPG (em alta resolucdo — no minimo, 300 dpi). Devem ser numeradas
consecutivamente com algarismos arabicos, na ordem em que foram citadas no texto e serem
suficientemente claras para permitir sua reproducéo e estarem no mesmo idioma do texto. N&o serdo
aceitas fotocopias. Se houver figuras extraidas de outros trabalhos previamente publicados, os autores
devem providenciar a permisséo, por escrito, para a sua reproducdo. Esta autorizacdo deve acompanhar os
manuscritos submetidos a publicagdo. As figuras devem possuir um titulo e legenda (se necessario). Ambos
devem preceder a figura propriamente dita.

Abreviacdes: as abreviacdes devem ser indicadas no texto no momento de sua primeira utilizagdo. No
restante do artigo, ndo é necessario repetir 0 nome por extenso.

Nome de medicamentos: deve-se usar 0 nome genérico.

Havendo citacdo de aparelhos/equipamentos: todos os aparelhos/equipamentos citados devem incluir
modelo, nome do fabricante, estado e pais de fabricacéo.

Agradecimentos: devem incluir a colaboracdo de pessoas, grupos ou instituicdes que tenham colaborado
para a realizacdo do estudo, mas cuja contribuicdo néo justifique suas inclusées como autores; neste item
devem ser incluidos também os agradecimentos por apoio financeiro, auxilio técnico, etc. Devem vir antes
das referéncias bibliogréficas.

Conflitos de interesse: Caso haja algum conflito de interesse (ver anteriormente) o mesmo deve ser
declarado. Caso nédo haja, colocar nesta segao: “Os autores declaram nao haver conflito de interesse”

Referéncias: devem ser numeradas consecutivamente, na mesma ordem em que foram citadas no texto e
identificadas com algarismos ardbicos. A apresentacdo deverd estar baseada no formato denominado
“Vancouver Style”, conforme exemplos abaixo, e os titulos de periddicos deveréo ser abreviados de acordo
com o estilo apresentado pela ListofJournalindexed in Index Medicus, da National Library of Medicine e
disponibilizados no endereco: ftp://nimpubs.nim.nih.gov/online/journals/liiweb.pdf. ~ Os autores devem
certificar-se de que as referéncias citadas no texto constam da lista de referéncias com datas exatas e
nomes de autores corretamente grafados. A exatiddo das referéncias bibliograficas é de responsabilidade
dos autores. ComunicagBes pessoais, trabalhos inéditos ou em andamento poderdo ser citados quando
absolutamente necessérios, mas ndo devem ser incluidos na lista de referéncias e apenas citados no texto.
Caso entendam necessario, os editores podem solicitar a apresentagdo de trabalhos nao publicados citados
Nno manuscrito.
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