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RESUMO GERAL

Bombyx mori € um inseto da ordem Lepidoptera encontrado somente em bancos de
germoplasma, sendo utilizado em pesquisas cientificas e para fins comerciais. Neste
caso, seu casulo de seda, construido ao final do 5° instar larval, € usado na
producao de diversos fios e tecidos. Este ramo da agroindustria brasileira, conhecido
como sericicultura, se apresenta bem desenvolvido no Estado do Parana, estando
incluido no programa de agricultura familiar. Varios sdo os fatores que exercem
influéncia na sericicultura nacional, como as doencas, e B. mori é susceptivel a um
virus da familia Baculoviridae, o Bombyx mori multiple nucleopolyhedrovirus
(BmMMNPV), género Alphabaculovirus (AlphaBV). Ao infectar as lagartas o virus
compromete a producdo comercial do casulo, causando prejuizos aos produtores
rurais e a industria. Estudos comprovam que o BmMNPYV é poliorganotroéfico e varios
sdo os orgdos-alvos, como o0 sistema traqueal; entretanto, detalhes de sua
citopatologia ndo sdo conhecidos. O sistema traqueal é responsavel pela aeracdo
dos tecidos do inseto e o0 presente estudo objetivou descrever a citopatologia das
traqueias de lagartas hibridas de B. mori infectadas experimentalmente pelo
BmMNPV, isolado geografico do Parana. Para tanto, lagartas hibridas de 5° instar
foram divididas em dois grupos, controle e inoculado. Neste, o indculo viral foi
fornecido na alimentacdo e em diferentes dias pds-inoculacdo (dpi), do 2° ao 9° dpi,
as lagartas foram anestesiadas e dissecadas; segmentos do tegumento, musculo e
glandula da seda, contendo ramos da traqueia, foram coletados e fixados em
Karnovsky modificado para a microscopia eletronica de transmissao. No 2° dpi foi
efetuada analise a fresco da hemolinfa, para averiguar a susceptibilidade dos
hemdécitos. Os resultados revelaram que os hemdcitos se apresentaram infectados a
partir do 2° dpi e as células epiteliais da traqueia a partir do 4° dpi. A citopatologia
das células tragueais revelou nucleo hipertréfico, contendo o viroplasma, que é o
local de sintese dos nucleocapsideos. Posteriormente, houve a formacdo e o
desenvolvimento dos poliedros, acentuando-se a hipertrofia nuclear e culminando
com a citélise. Virions também foram visualizados na lamina basal da traqueia, que
se apresentou desorganizada. Assim, a citopatologia da traqueia condiz com a
infeccdo causada por AlphaBV, e as informacdes obtidas permitem um melhor
entendimento do ciclo infeccioso do BmMNPV no corpo do inseto. O tempo de
infeccdo, posterior ao dos hemdécitos, e a presencga de virions na lamina basal da
traqueia, indicam que este sistema é alvo secundario e, ainda, que a hemolinfa se
apresenta como um importante dispersor da infecgéo viral.

Palavras-chave: Baculoviridae. Citopatologia viral. Lepidoptera. Sericicultura.
Tragueias.



GENERAL ABSTRACT

Bombyx mori is an insect of the order Lepidoptera that is only found only in
germplasm banks; it is used in scientific research and for commercial purposes. In
the latter case, the silk cocoon, which is produced at the end of the 5th larval instar,
is used in the production of various yarns and fabrics. This branch of Brazilian
agribusiness, known as sericulture, is well developed in the state of Parana, where it
is a form of small-scale family farming. Several factors impact negatively on Brazilian
sericulture, such as diseases during rearing, and B. mori is susceptible to a virus
from the Baculoviridae family, namely, Bombyx mori multiple nucleopolyhedrovirus
(BMMNPV), genus Alphabaculovirus (AlphaBV), which infects the larvae and
jeopardises commercial production of the cocoon, causing losses to farmers and
industry. Studies have proved that BmMNPV is polyorganotropic and there are
several target organs, such as the tracheal system; however, details of its
cytopathology are not known. The tracheal system is responsible for the aeration of
the tissues of the insect. Thus, the present study aimed to describe the cytopathology
of the tracheas of hybrid larvae of B. Mori, infected experimentally with BmMNPV,
and isolated geographically in the state of Parana. Fifth instar hybrid larvae were
divided into two groups; one control, and the other inoculated. After ingestion, and on
different days post-inoculation (dpi), from the 2nd to the 9th dpi, the larvae were
anesthetized and dissected. Segments of organs such as the integument, muscle
and silk gland, containing branches of the trachea, were collected and fixed in
Karnovsky modified for transmission electron microscopy. On the 2st dpi, fresh
hemolymph analysis was conducted in order to determine the susceptibility of the
hemocytes. The results revealed that the hemocytes were infected from the 2nd dpi
and the epithelial cells of the trachea were infected from the 4th dpi. The
cytopathology of the tracheal cells showed hypertrophic nucleus, containing the
viroplasm, the site of the synthesis of the nucleocapsids. Subsequently, the formation
and development of the polyhedra occured, accentuating the nuclear hypertrophy
and culminating in cell lysis. Virions were also observed, immersed in the basal
lamina of the trachea, which appeared to be disorganized. Thus, the cytopathology of
the trachea was consistent with the infection caused by AlphaBV, and the data that
was obtained provides a better understanding of the infectious cycle of BmMNPV in
the body of the insect. The time of infection, later for the hemocytes, and the
presence of virions in the basal lamina of the trachea, indicated that this system is a
secondary target for infection, and also that the hemolymph is an important
dispersant of viral infection.

Keywords: Baculoviridae. Viral cytopathology. Lepidoptera. Sericulture. Tracheas.
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1. INTRODUCAO GERAL

Baculoviridae € uma familia de virus entomopatogénicos, constituidos de DNA
circular fita dupla, cujo género Alphabaculovirus (AlphaBV) abrange
nucleopoliedrovirus (NPV) que infectam insetos da ordem Lepidoptera, como o
bicho-da-seda, Bombyx mori (Lepidoptera: Bombycidae), e causam a doenca
poliedrose nuclear, caracterizada pela presenca de estruturas poliédricas, o poliedro
ou corpo de oclusdo, no nlcleo das células infectadas (BRANCALHAO;
TORQUATO; FERNANDEZ, 2009; ROHRMANN, 2011).

Os NPV podem apresentar um nucleocapsideo por envelope, single
nucleocapside (SNPV), ou vérios, multiple nucleocapside (MNPV) (ROHRMANN,
2011); sendo estes considerados mais virulentos (ADAMS; McCLINTOCK, 1991,
FAN et al., 2007; HONG et al., 2000). Além disso, conforme discutem Liang et al.
(2013), é frequente a variacdo genética em NPV de mesma espécie e de regides
geograficas diferentes, o que pode estar relacionado a adaptacdo as condicbes
ambientais e € um fator importante na sobrevivéncia do virus, com reflexos na
viruléncia do isolado.

No Brasil, especificamente no estado do Parand, foi identificado um isolado
geografico do NPV infectando lagartas hibridas de B. mori e que pertence ao tipo
multiplo, o Bombyx mori multiple nucleopolyhedrovirus (BmMNPV). Este é
poliorganotrofico e varios tecidos foram identificados como alvos: tecido gorduroso,
tegumento, sistema nervoso central, testiculos, cardia, regides média e posterior da
glandula da seda, traqueia, reto e piloro (BAGGIO et al., no prelo; BRANCALHAO;
SOUZA; SOARES, 2002; BRANCALHAO; RIBEIRO, 2003; BRANCALHAO;
TORQUATO; FERNANDEZ, 2009; PEREIRA et al., 2008; RIBEIRO et al., 2009;
TORQUATO; MIRANDA-NETO; BRANCALHAO, 2006; VESSARO-SILVA et al., no
prelo).

AlphaBV é caracterizado por apresentar dois fenétipos durante seu ciclo
infeccioso: o occlusion-derived bodies (ODV), cujos virions derivam do corpo de
ocluséo e sao responsaveis pela infeccédo primaria, nas células epiteliais do intestino

meédio; e os budded virions (BV) ou virus broto, que desencadeiam a infeccao
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sistémica, ou seja, de uma célula a outra no corpo do inseto (LIANG et al., 2013;
ROHRMANN, 2011). A infeccéo inicia quando poliedros virais séo ingeridos pelo
inseto, liberando os ODV no Iliumen do intestino médio. Estes penetram nas células
epiteliais, onde podem iniciar seu ciclo infeccioso, produzindo BV, que brotam da
regido basal da célula e alcancam a hemolinfa, considerada um importante dispersor
da infeccdo no corpo do inseto (ADAMS; McCLINTOCK, 1991; BARRETT et al.,
1998; CHAPMAN, 1998; GRANADOS; LAWLER, 1981; GRANADOS; WILLIAMS,
1986; HAAS-STAPLETON; WASHBURN; VOLKMAN et al., 2005; STOLTZ; PAVAN;
CUNHA, 1972).

Entretanto, varios autores atribuem as traqueias a funcdo de érgao dispersor
da infeccéo, pelo fato da mesma proporcionar uma espécie de ducto de passagem
dos virus através da lamina basal (ADAMS, McCLINTOCK, 1991; BRANCALHAO;
TORQUATO; FERNANDEZ, 2009; ENGELHARD et al., 1994; KIRCKPATRICK et al.,
1994; PEREIRA et al., 2008; RAHMAN; GOPINATHAN, 2003; RAHMAN;
GOPINATHAN, 2004; TORQUATO; MIRANDA-NETO; BRANCALHAO, 2006). Esta
€ uma estrutura acelular que, conforme Passarelli (2011) circunda tecidos de insetos
e atua como um filtro molecular, excluindo algumas particulas, como as virais. Ainda,
outros autores consideram que tanto a traqueia, quanto a hemolinfa, podem ser
dispersores de infeccéo viral (BRANCALHAO; TORQUATO; FERNANDEZ, 2009).

Traqueias sdo orgaos do sistema traqueal responsaveis pela aeracdo dos
tecidos do inseto (CHAPMAN, 1998). E, como colocado anteriormente este sistema
€ alvo do BmMNPV. Uma vez que B. mori € infectado, a poliedrose nuclear induz a
morte desse hospedeiro. Esse inseto faz parte da sericicultura, que é o ramo da
agricultura brasileira que visa a criacdo de bichos-da-seda para comercializacdo de
fios e tecidos (PANUCCI-FILHO; CHIAU; PACHECO, 2011). Essa atividade se
desenvolve em pequenas propriedades rurais, onde predomina o trabalho familiar,
sendo uma forma de subsisténcia de familias rurais, conferindo renda quase que
mensal aos seus produtores, minimizando o éxodo rural. Além disso, o setor
sericicola apresenta baixo impacto ambiental, uma vez que ndo se deve utilizar
agrotoxico na propriedade rural e, com isso, a sericicultura se insere no chamado
desenvolvimento sustentavel (BRANCALHAO, 2002; DOURADO et al., 2011; SEAB,
2013).

Assim, considerando a relevancia de B. mori na sericicultura, a importancia do

sistema traqueal na aeracao dos tecidos, seu possivel papel na dispersao viral, a
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auséncia de detalhes citopatolégicos da infeccdo pelo BmMMNPV neste érgao
e a viruléncia deste isolado geogréafico, este estudo descreveu a citopatologia
causada pelo BmMMNPV na traqueia de lagartas hibridas de B. mori.

A presente dissertacao originou o artigo cientifico intitulado: “Citopatologia da
Traqueia de Bombyx mori (Lepidoptera: Bombycidae) ao Bombyx mori multiple
nucleopolyhedrovirus (BmMNPV)” (Artigo 1), que sera submetido a Revista Anais da

Academia Brasileira de Ciéncias, cujas normas sao apresentadas no anexo 1.
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2. REVISAO GERAL DE LITERATURA

O estudo aborda temas das areas de entomologia, sericicultura e virologia e
sua estrutura textual foi organizada em tOpicos, visando otimizar a exposicdo dos

seus conteldos.

2.1 Bombyx mori

Conta a histéria que o bicho-da-seda, Bombyx mori Linneau, 1758
(Lepidoptera: Bombycidae), foi descoberto na China ha 5.000 anos, por uma
imperatriz chinesa Hish-Ling-Shi, que ao tomar cha sob uma amoreira, se deparou
com um casulo de seda que caiu em sua xicara. Em virtude do aquecimento da
bebida, o casulo se desenovelou, revelando sua composi¢cdo em forma de fios de
seda e despertando a curiosidade da imperatriz. Diante desse fato, o inseto passou
a ser domesticado e houve a confecgao do primeiro tecido de seda (um xale), com o
qual a imperatriz presenteou o marido, o imperador Hwan-Té (PAPAVERO; PUJOL
LUZ, 2011).

Os fios de seda passaram a ser explorados comercialmente e visando
melhorar a qualidade e quantidade da seda produzida, foram feitos cruzamentos
genéticos entre as racas de origem geografica diferente, como a chinesa e a
japonesa, o que resultou nos hibridos de B. mori (NAGARAJU, 2000). Devido a
manipulacdo efetuada pelo homem para obtencéo de hibrido com caracteristicas de
interesse na sericicultura, o inseto ndo existe mais na natureza estando disponivel
apenas em bancos de germoplasma, para fins de criacdo pelo produtor e pesquisa
experimental (PEREIRA et al., 2013).

B. mori apresenta o corpo dividido em cabeca, térax e abdome, de formato
cilindrico e segmentado em anéis. A cabeca tem forma globular e contém seis olhos
simples ou ocelos, em cada lado, um par de antenas e o aparelho bucal, para
mastigar e expelir a seda. O torax apresenta trés pares de pernas, que servem para
segurar o alimento, no abdome se encontram quatro pares de pernas abdominais e
um par de pernas caudais, com funcdes locomotoras e de fixacdo do alimento. A

anatomia interna do inseto é constituida de um tubo digestivo, tibulos de Malpighi,
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tecidos gorduroso, nervoso, reprodutor, muscular, o tegumento, as glandulas da
seda e um sistema traqueal (CORRADELO, 1987).

B. mori é um inseto holometabolo e seu ciclo de vida ocorre em 30 a 48 dias,
sendo iniciado com a deposicdo de aproximadamente 500 ovos, realizada por uma
mariposa. Dos ovos emergem as lagartas que passam por quatro ecdises ou mudas
do exoesqueleto e cinco idades ou instares larvais, que duram de 20 a 24 dias. Essa
fase do desenvolvimento é a Unica em que o inseto se alimenta, com folhas frescas
de amoreira (Morus sp). No final do 5° instar, a lagarta inicia a construgcdo de um
casulo de seda em torno do seu préprio corpo, transformando-se em pupa ou
crisélida, estagio que dura de 10 a 12 dias. A seguir, a pupa se transforma em uma
mariposa, que emerge do casulo e vive em média 3 a 6 dias. Nesse periodo ocorre a
copula e a postura dos ovos, reiniciando o ciclo de vida (Figural) (FONSECA,
FONSECA, 1986; HANADA; WATANABE, 1986; PANUCCI-FILHO; CHIAU;
PACHECO, 2011).

MULBERRY S IL/\/(WORM

= B
I I

= Brd STAE (o]

o\
3 N

Figura 1. Ciclo de vida de B. mori. Disponivel em: < http://aedflorest
a.blogspot.com.br/2012/04/v%20amos-criar-bichos-da-seda.html>. Acesso em: 18 dez. 2013.

O casulo produzido pelo bicho-da-seda é constituido de um Unico fio de seda,
mede de 800 a 1.500 metros de comprimento e 0,002 mm de espessura (HANADA;
WATANABE, 1986). E sintetizado pelas glandulas da seda do inseto e é composto
de: sericina, constituida pelos aminoacidos acido aspartico e serina; e de fibroina,
formada por glicina, alanina, serina e tirosina e ha ainda uma glicoproteina P25.
(ALCANTARA; DALTIN, 1995, MONDAL et al., 2007).
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As proteinas da seda pertencem a familias distintas e sdo expressas por
genes que compde um genoma de 560 milhdes de pares de bases, equivalente a um
sexto do genoma humano (NAGARAJU, 2000).

Fibroina e sericina apresentam varias aplicacbes em ciéncia e tecnologia,
envolvendo é&reas da biologia celular, fisiologia, bioquimica, biologia molecular,
genética e também aplicadas na area médica (KUNDU et al., 2013; QIN et al., 2012).

Experimento envolvendo obesidade demonstrou que peptideos da seda
inibem o acumulo de lipidios e a diferenciacdo morfolégica dos adipdcitos, bloqueiam
a expressao de genes especificos do adipdcito, inibindo a adipogénese e sugerem
sua utilizacdo para tratamento da obesidade e doencas metabdlicas relacionadas
(JUNG et al., 2011; SEO et al., 2011).

As proteinas da seda se mostraram adequadas na confeccdo de suturas
cirirgicas, de suplementos alimentares e engenharia de tecidos. Conforme
destacam Jung et al. (2013), tais proteinas provocaram a diferenciacdo dos
osteoblastos da medula 6ssea de ratos, demonstrando seu uso potencial como
alimentos funcionais que promovem a cicatrizagdo Ossea e intervencdes
terapéuticas para fraturas ésseas e osteoporose.

Park et al. (2010) compararam in vivo e in vitro, tratamento com fibroina e um
acido polilatico (PLA) sobre a regeneracao 6ssea e afirmaram que a fibroina mostrou,
significativamente, maior proliferacdo e atividade da fosfatase alcalina dos
osteoblastos do que PLA, afirmando ser benéfica em terapias de cicatrizacdo 6ssea.

Uma membrana de fibroina foi confeccionada visando fornecer uma estrutura
porosa e com propriedades mecanicas adequadas que propiciam 0 crescimento
celular e a manipulacdo de células para estudos de cultura de células, e esse
modelo também mostrou ser uma aplicacéo viavel da proteina da seda (TAMADA,
2005).

Ghaznavi et al. (2011) analisaram o efeito da fibroina da seda para reparagao
de nervos periféricos, através de respostas inflamatorias celulares e recuperacao
funcional, em um modelo de defeito do nervo isquiatico de ratos. E apés oito
semanas de tratamento, a fibroina apresentou capacidade de imunogenicidade e re-
mielinizacao favoravel para o reparo do nervo.

Ensaio de fibroina foi realizado visando obter membranas que pudessem
substituir revestimentos como dispositivos cardiovasculares e atuar como curativos

em feridas. Os resultados apresentaram sucesso, comprovado por testes de
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cristalinidade, de resisténcia térmica e da auséncia de citotoxicidade das membranas,
bem como a integridade da estrutura secundéria da fibroina quando submetida a um
tratamento com etanol (MORAES et al., 2013).

Experimento de engenharia de tecidos desenvolveu um agente espessante
com microesferas de fibroina, para serem aplicadas ao tratamento de incontinéncia
urinéria de esforgo, caracterizada pelo aumento do limen da uretra. Em curto prazo
esse tratamento apresentou melhora na estrutura do esfincter uretral, exibido por
uma melhor regeneracédo do tecido (SHI et al., 2013).

Modelo experimental humano utilizou células-tronco endometriais, na intencao
de causar crescimento de células uroteliais, em um substrato de nanofibras de
proteinas da seda e de colageno, afirmando que a seda aumentou a diferenciacao
das células confirmando ser uma fonte adequada, para uso potencial na
reconstrucdo da parede da bexiga urinaria de mulheres (SHOAE-HASSANI et al.,
2013).

Apesar de inumeras aplicacbes em areas diferenciadas da biologia e da
medicina, B. mori € ainda mais utilizado economicamente como um produtor de fios
de seda para a sericicultura (GOLDSMITH; SHIMADA; ABE, 2005).

2.2. SERICICULTURA

A sericicultura € uma atividade da agroinddstria nacional, destinada a criagcao
comercial do bicho-da-seda para a producéo de casulos, que serédo processados em
fios e tecidos de seda. No Brasil a atividade se desenvolve em pequenas
propriedades rurais e 0s insetos, no estagio de lagarta, sdo criados em barracfes ou
sirgarias. Na propriedade rural também ha o cultivo da amoreira (Morus sp.), cujas
folhas séo utilizadas na alimentacg&o das lagartas (CORRADELO, 1987).

O inicio da sericicultura no Pais ocorreu no século XIX, no reinado de D.
Pedro I, no municipio de Itaguai-RJ, onde foi criada a primeira industria de seda
nacional, a “Imperial Companhia Seropédica Fluminense”. Em 1912, Minas Gerais
instalou a 12 Estacdo Experimental de Sericicultura, no municipio de Barbacena, que
se transformou mais tarde na Industria de Seda Nacional. E em 1940, imigrantes
japoneses fundaram, no municipio de Bastos-SP, a Sociedade Colonizadora do
Brasil — “Brajiru Takushoku Kumiai”, atual Fiagdo de Seda BRATAC S.A., a unica
industria de fiagcdo de seda que atua no Brasil (ZANETTI, 2007).
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No Parana a sericicultura iniciou em 1928, no municipio de Cambaréa
(ZANETTI, 2007). E ha 10 anos o estado é o maior produtor nacional, na safra
2011/12 gerou divisas na ordem de R$ 27,60 milhdes, concentrando 98% da
producdo. No ano de 2013, 191 municipios paranaenses e 2.240 familias
desenvolveram a atividade em suas propriedades, com reflexos positivos na
economia do estado (SEAB, 2013).

A sericicultura apresenta a vantagem de, quando comparada a outras culturas,
permitir uma renda quase que mensal, o que pode chegar a 65% de renda total das
familias rurais (KURIN, 2002). A atividade faz parte ainda do Programa Nacional de
Fortalecimento da Agricultura Familiar (PRONAF), desenvolvido pelo Estado que
financia o manejo da cultura, tendo como critérios, o tamanho da propriedade, a
utiizacdo de mao de obra predominantemente familiar e a renda auferida
(TSUKAMOTO, 2011).

Esse ramo de atividade da agroindustria abrange a criacdo do bicho-da-seda,
gue ao término de uma das etapas do seu ciclo de vida larval, produz o casulo de
seda, que é entdo comercializado e processado na industria. Assim, além dos
empregos diretos no meio rural, este tipo de cultura gera uma série de empregos
indiretos na cidade e no campo (SEAB, 2010).

Na antiguidade, a atividade ganhou espa¢co no comeércio e ultrapassou as
fronteiras da China, percorrendo todo o continente, na famosa Rota da Seda. Hoje,
diversos paises se ocupam da sericicultura, mas a producéo € liderada ainda pela
China, em seguida, india, Uzbequistdo e Tailandia (GUO PING; JIE XI, 2011; RAJU
et al., 2012).

O Brasil ocupa a quinta posicdo no ranking, representando 0,86% da
producdo mundial de casulos verdes e fios de seda (BUSCH, 2011). No pais, as
pessoas que vivem no campo, envolvidas com pequenas produgdes, como € 0 caso
da sericicultura, devem ser amparadas técnica e economicamente por 0Orgaos
governamentais responsaveis pela atividade de agricultura familiar, permitindo e
assegurando o contato com a “terra” e a aproximacéo do ser humano em atividades
interdisciplinares de inclusdo na sociedade (GUANZIROLI et al., 2001; PANUCCI-
FILHO; CHIAU; PACHECO, 2011).

Notada a importancia da sericicultura para o estado do Parana e ao Brasil, o
pais possui um banco de germoplasma publico, situado na Universidade Estadual de

Maringad (UEM), em Maringa-PR. Esse banco contém racas distintas, que com seu
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cruzamento originam hibridos, tais racas foram caracterizadas de acordo com
critérios especificos, dentre eles, a qualidade e quantidade de seda produzida
(PEREIRA et al., 2013).

Porém, assim como outras culturas, a sericicultura também apresenta
problemas que fragilizam essa cadeia produtiva, e dentre eles estdo os que
envolvem as doencas que afetam o ciclo de vida do bicho-da-seda, como as
causadas por protozoarios, fungos, bactérias e virus. No caso especifico das
doencas virais, esta € causada pelo virus da familia Baculoviridae, género
Alphabaculovirus. A doenca afeta o desenvolvimento das lagartas de B. mori, bem
como a producdo de casulos de seda, trazendo prejuizos aos produtores rurais e a
industria sericicola (POTRICH et al., 2007).

2.3 BACULOVIRUS

A familia Baculoviridae representa um grande grupo de virus
entomopatogénicos, descoberto na China, hd 5.000 anos, com o0 surgimento de
doencas que acometem B. mori. Os Baculovirus sdo virus com DNA de fita dupla,
circular, na forma de bastonetes, com tamanho de 80 a 180 kb, que codificam 90 a
180 genes (ROHRMANN, 2011). A familia € dividida em quatro géneros:
Alphabaculovirus (AlphaBV) e Betabaculovirus, que infectam Lepidoptera,
Gammabaculovirus, que infecta Himenoptera, e Deltabaculovirus de Diptera
(BERRETTA et al., 2013) (Figura 2).

AlphaBV é um nucleopoliedrovirus (NPV) que ocasiona a doenga conhecida
como poliedrose nuclear, caracterizada pela presenca de estruturas poliédricas no
nacleo das células susceptiveis (ROHRMANN, 2011). As particulas virais do
BmMNPV apresentam tamanho de 95 nm de diametro e 315 nm de comprimento
(BRANCALHAO; TORQUATO; CASTRO, 2002). E a forma dos poliedros pode variar
de triangular, tetraédrico, hexaédrico ou octaédrico. Sao altamente resistentes a
condicbes ambientais diversas, evidéncias sugerem que eles podem resistir ao
ambiente do trato gastrintestinal de passaros, os quais podem facilitar a sua
dispersdo. Com essas caracteristicas, os poliedros saem do corpo do inseto, e
permanecem dispostos no ambiente, podendo infectar lagartas sadias,
disseminando a infecgcao viral (ROHRMANN, 2011). Baseado em estudos
filogenéticos NPV pode ser organizado em grupo | ou Il (KATSUMA et al., 2011). Os
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representantes do grupo I, como o BmNPV, utilizam a proteina GP64 para fazer
fusdo com a membrana plasmatica das células do epitélio do intestino médio, ja os
do grupo I, utilizam a proteina F nesta fusdo (ROHRMANN, 2011).

Figura 2. Arvore filogenética da  familia Baculoviridae. Disponivel em: <
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16648963>. Acesso em: 24 out. 2012.

O ciclo infeccioso do AlphaBYV inicia quando as lagartas fazem a ingestdo dos
poliedros virais, porventura presentes nas folhas de amoreiras e quando alcancam o
intestino médio do inseto, sdo dissolvidas por acdo de serina protease, da proteina
vermelho fluorescente e do pH alcalino (pH 10 — 11), que digerem a poliedrina,
liberando os virions no lumen do intestino médio. Os virions derivados do corpo de
oclusdo, os ODV, sao constituidos de DNA viral e das proteinas do capsideo e
atravessam a matriz peritréfica (MP). A MP € uma rede de quitina existente ao longo
do intestino médio, e visa a sua protecéo e defesa contra agentes patogénicos como
bactérias, fungos e virus. Ao atravessar a MP, os ODVs iniciam a infec¢do primaria,
em que os nucleocapsideos se fundem com as membranas das microvilosidades
das células colunares do intestino meédio, através de receptores presentes no
envelope lipoprotéico das células (BERRETTA et al., 2013).

Para infectar as células, a membrana do BV apresenta uma proteina gp64
gue é reconhecida por receptores celulares revestidos por clatrina. Apds endocitose

e transferéncia para o endossoma ocorre a fusdo do envelope do nucleocapsideo
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com a membrana endossomal, liberando os nucleocapsideos no citoplasma. Estes
entram no nucleo, através dos poros nucleares, se inserem no genoma da célula
hospedeira e promovem a transcricdo de genes e replicacdo do DNA viral em meio
ao estroma virogénico, causando um aumento no volume do nucleo ou hipertrofia
nuclear. O reticulo endoplasmatico e o complexo de Golgi sintetizam as proteinas
que compde o nucleocapsideo e que se inserem na membrana plasmética, e no
brotamento formam o envelope do BV, que sai da célula (ROHRMANN, 2011).

Outra via pode ser utilizada disseminacédo viral, onde virions migram para a
regido da membrana lateral da célula, alcancando as traqueias, importante 6rgéao de
disperséo viral (LIMA et al., 2013). O ciclo de infeccdo se completa produzindo os
poliedros, que séo liberados apos lise celular (BERRETTA et al., 2013) (Figura 3).

Os poliedros ou corpos de oclusdo poliédricos apresentam um envelope
composto por carboidratos, proteinas fosforiladas e uma proteina do envelope do
poliedro (PEP), associada a proteina pl0, que parece ser necessaria a sua
montagem correta; e no seu interior, uma matriz protéica de poliedrina contendo 0s
virus (ROHRMANN, 2011).

Autores discutem que a proteina pl0 se associa aos microtubulos e pode
estar envolvida na formacdo de estruturas fibrilares, elétron-densas no nucleo de
80% das células, causando sua desintegracdo, através da fragmentacdo do
citoplasma e ruptura da membrana plasmatica (CARPENTIER et al., 2008).

Outra caracteristica desses microrganismos é que, alguns virus apresentam
um unico nucleocapsideo organizado por envelope, jA outros apresentam varios
nucleocapsideos organizados em um mesmo envelope, assim sdo caracterizados
respectivamente, em “single nucleocapside” - SNPV e “multiple nucleocapside” —
MNPV. Estes por sua vez, podem apresentar até 19 nucleocapsideos por envelope,
tornando-os mais virulentos que os SNPV (ROHRMANN, 2011).
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Figura 3. Ciclo de vida do Baculovirus (Modificado de Airenne et al., 2013). Disponivel em:
<http://www.nature.com/mt/journal/v21/n4/fig_tab/mt2012286f1.html>. Acesso em: 18 dez. 2013.

No Brasil, no estado do Parand, foi identificado um isolado geografico de
nucleopolyhedrovirus que infecta B. mori, o BmMNPV, como mostra a figura 4
(BRANCALHAO; TORQUATO; CASTRO, 2002).

Figura 4. Poliedros maduros de BmMNPV com vérios virions. Escala 1 mm. (a) Seccdes
transversais de virions com um, dois e trés nucleocapsideos envelopados. Escala 0,1 mm
(Brancalhdo, 2002).

A partir dessa descoberta, varios tecidos se mostraram alvos de infecgéo do
BmMNPV, dentre eles: o tegumento (BRANCALHAO; RIBEIRO, 2003); as células
gordurosas (BRANCALHAO; SOUZA; SOARES, 2002); a glandula da seda
(BRANCALHAO; TORQUATO; FERNANDEZ, 2009); o testiculo (PEREIRA et al.,
2008); as células da cardia (RIBEIRO et al., 2009); o tecido nervoso (TORQUATO;
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MIRANDA-NETO; BRANCALHAO, 2006a), o piloro (BAGGIO et al., no prelo) e as
células do reto (VESSARO-SILVA et al., no prelo).

No tegumento de B. mori, 0 BmMMNPV comprometeu a sintese e secrecao dos
constituintes quimicos dessa estrutura. Os sinais da infeccdo no 6rgdo foram
evidenciados a partir do 5° dpi, através da fragilidade do tegumento e culminando
com sua ruptura. Isto acarreta no extravasamento da hemolinfa no ambiente, que
contém poliedros virais, 0 que ocasiona a dispersdo da infeccdo viral
(BRANCALHAO; RIBEIRO, 2003).

As células gordurosas do inseto, que constituem um tecido relacionado ao
metabolismo de lipidios, revelaram sinais da infeccdo a partir do 4° dpi. Neste
periodo foi verificada a lise das células, com a liberacdo de fosfolipidios, acidos
graxos e colesterol na hemolinfa, o que lhe confere um aspecto leitoso
(BRANCALHAO; SOUZA; SOARES, 2002).

As regibes média e posterior da glandula da seda de B. mori, se mostraram
suscetiveis ao BmMMNPV também no 4° dpi, sendo que a regido anterior ndo mostrou
sinais de infeccdo. Dessa forma, a regido anterior da glandula ndo é susceptivel
(BRANCALHAO; TORQUATO; FERNANDEZ, 2009).

O epitélio de revestimento externo dos testiculos da lagarta evidenciou
infecg@o no 6° dpi, e o interno e o septo intertesticular apresentaram-se infectados a
partir do 7° dpi, comprometendo a espermatogénese (PEREIRA et al., 2008).

As células da cardia, uma pequena regido de transicéo do trato digestorio dos
insetos, entre os intestinos anterior e médio, tiveram sua susceptibilidade
comprovada por Ribeiro et al. (2009) a partir do 6° dpi. A infeccdo se confirmou
através da citopatologia e o tecido se mostrou com acentuadas modificacdes como a
desorganizacgdo da lamina basal e poliedros liberados no Iimen intestinal.

Ainda, Torquato, Miranda-Neto e Brancalhdo (2006a), estudaram o sistema
nervoso central de B. mori e registraram a infeccao a partir do 5° dpi, a citopatologia
nao evidenciou a lise celular; entretanto, mostrou poliedros em espagos nos ganglios
e conectivos nervosos, provenientes da infecgdo da tragueia que penetra no tecido,
além disso, discutem o papel deste 6rgao na disperséo da infeccdo neste sistema.

Recentemente, o piloro, regido entre os intestinos meéedio e posterior,
responsavel por controlar a passagem do alimento, revelou infeccdo na area

posterior do anel intersticial posterior (AIP) a partir do 5° dpi, afetando a dinamica do
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intestino na passagem do alimento ao ileo para a formacdo dos pellets fecais
(BAGGIO et al., no prelo).

E estudando o reto de B. mori, Vessaro-Silva et al. (no prelo) verificaram um
comportamento distinto frente a infeccdo experimental pelo BmMNPV. Poliedros
virais foram observados no 5° dpi apenas na regido posterior do reto, ou canal anal;
entretanto o equilibrio do érgdo se apresentou afetado devido também a infeccéo de
outros alvos conhecidos, desta forma, foi verificado alteracbes no processo de
digestado do inseto.

Assim, este virus é poliorganotrofico, e varios autores colocam que a infeccéo
sisttmica € estabelecida através da hemolinfa (ADAMS; McCLINTOCK, 1991,
BARRET et al, 1998; CHAPMAN, 1998; GRANADOS; LAWLER, 1981,
GRANADOS; WILLIAMS, 1986; HAAS-STAPLETON; WASHBURN; VOLKMAN,
2005; STOLTZ; PAVAN; CUNHA, 1972;). Entretanto, alguns autores atribuem esta
funcdo as traqueias (BRANCALHAO; TORQUATO; FERNANDEZ, 2009;
ENGELHARD et al.,, 1994; KIRCKPATRICK et al., 1994; PEREIRA et al., 2008;
RAHMAN; GOPINATHAN, 2003; RAHMAN; GOPINATHAN, 2004; TORQUATO;
MIRANDA-NETO; BRANCALHAO, 2006a).

2.4 SISTEMA TRAQUEAL E SUSCEPTIBILIDADE AO AlphaBV

O sistema traqueal apresenta um conjunto de pequenas aberturas no corpo
das lagartas, denominadas espiraculos, dispostos em cada segmento do corpo,
exceto o segundo, terceiro e décimo segundo. No total, sdo nove pares de aberturas
externas que através de movimentos corporais, permitem a entrada e saida de
gases respiratorios (CHAPMAN, 1998; CORRADELLO, 1987; HANADA;
WATANABE, 1986).

Snodgrass e Eickwort (1993) relatam a presenca de trés pares de espiraculos
toracicos e dez pares de espiraculos nos segmentos abdominais, enquanto
Chapman (1998) coloca a presenca de dez pares, sendo que dois séo toracicos e
oito abdominais. Ja B. mori apresenta no estagio larval nove espiraculos, um
localizado no torax e oito distribuidos pelo abdome (HANADA; WATANABE, 1986).
Musculos especificos atuam no fechamento e abertura do espiraculo e a regulagcéao
do seu funcionamento é feita pelo sistema nervoso central, que responde localmente

a estimulos quimicos, como as concentracdes de oxigénio e de gas carbodnico, ou
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seja, de acordo com a demanda dos tecidos corporais. A figura 5 apresenta a
morfologia de um espiraculo (CHAPMAN, 1998).

cuticle

closer

muscle spine

___opening of
spiracle
trachea
atrium
Figura 5. Seccéo através de um espiraculo (Chapman, 1998).

Os espiraculos se abrem internamente para as traqueias, que se originam de
invaginacdes do ectoderma e se dispéem longitudinalmente no corpo do inseto, com
ramificacBes contralaterais e transversais que se anastomosam e Sao responsaveis

pela aeragao dos tecidos do inseto (EATON, 1939), (Figura 6).
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Figura 6. Distribuicdo de traqueias e espiraculos nos segmentos toracicos e primeiro segmento
abdominal corporal de lagarta de inseto (Chapman, 1998).

Tragueias sdo o0s maiores tubos do sistema traqueal, com calibre de
aproximadamente 2 pm. Internamente sdo revestidas por cuticula ou intima,
constituida de uma camada externa, denominada epicuticula, seguida de outra
composta de resilina e quitina. Sdo formadas por células epiteliais traqueais que
apresentam tenidios (Figuras 7a e 7b). Essas estruturas espirais percorrem ao longo

do eixo das traqueias e evitam que o limen sofra colabamento, o que impediria a
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passagem de gases respiratérios. Os tenidios traqueais apresentam uma camada de
mesocuticula e outra de exocuticula (CHAPMAN, 1998). Conforme adentram nos
tecidos os ramos da traqueia apresentam calibres menores até formarem estruturas
tubulares delgadas, as traquéolas, constituidas por uma Uunica célula, os
traqueoblastos ou células traqueolares (Figura 7a). O didmetro das traquéolas é de
cerca de 1 um, mas pode reduzir a 0,1 pm ou menos. Traquéolas também s&o
revestidas pela cuticula com uma camada de epicuticula e, diferente das traqueias,
as traquéolas estao intimamente conectadas as células dos tecidos, (SNODGRASS;
EICKWORT, 1993) (Figura 7b, 7c e 7d).
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Figura 7: Sistema traqueal. (A) Diagrama mostrando a traquéia e traquéolas. (B) Corte longitudinal
da parede traqueal. Lumen traqueal acima, hemolinfa abaixo. (C) mostra o diagrama traqueolar
penetrando uma fibra muscular. (D) O destaque em maior aumento da area circulada em (c)
(Chapman, 1998).

O sistema traqueal € susceptivel ao NPV, incluindo estudos em B. mori
(BRANCALHAO; TORQUATO; FERNANDEZ, 2009; ENGELHARD et al., 1994;
KIRCKPATRICK et al., 1994; PEREIRA et al., 2008; RAHMAN; GOPINATHAN,
2004; TORQUATO; MIRANDA-NETO; BRANCALHAO, 2006a). Conforme colocado
anteriormente, a traqueia se apresenta como um 0rgao dispersor da infeccao viral,
devido a facilidade com que as particulas virais atravessam a lamina basal e
alcancam os tecidos. Além disso, detalhes da citopatologia da infeccdo ndo séo

descritos.
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Buscando compreender o elo entre a disperséo viral e o sistema traqueal,
Engelhard et al. (1994), desenvolveram um modelo de mecanismo de penetracédo na
lamina basal das células do sistema traqueal e para seguir a progressao da infeccao
dentro do inseto, utilizaram um recombinante de Autographa californica multiplo
nucleopolyhedrovirus designado AcMNPV-hsp7O/lacZ, que permitiu visualizar a
infeccdo viral via hospedeiros larvais, assim relataram que as células epidérmicas
traqueais, atuam como um sistema linfatico, que localmente, se contactam com

outras células através dos pés epidérmicos.

3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Analisar a citopatologia causada pelo AlphaBV, o BmMMNPV, isolado

geografico do parana, na traqueia de lagartas hibridas B. mori.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Descrever o ciclo infeccioso do BmMNPV nas células epiteliais traqueais de B.
mori.
Verificar alteracbes na organizacdo tecidual da traqueia submetida a

inoculacéo experimental com o BmMNPV.
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Abstract

Bombyx mori is found in germplasm banks and it plays an important role in the silk
industry. Morphological data related to resistance and/or susceptibility to disease is
important when selecting hybrids for commercial and scientific interest. This study
analyzed the cytopathology of the trachea of B. Mori in relation to Bombyx mori
multiple nucleopolyhedrovirus (BmMMNPV), isolated geographically in Parana state,
Brazil. Fifth instar larvae were divided into two groups, control and inoculated; the
viral suspension used was 2.4 x 10’ polyhedral occlusion bodies/mL. From the 2nd
day post-inoculation (dpi) to the 9th dpi, segments of organs, containing branches of
the trachea, were processed for transmission electron microscopy. Analyses of fresh
hemolymph were performed to verify the susceptibility of the hemocytes. Signs of
infection were first detected on the 2nd dpi in the hemocytes, and in the tracheal cells
on the 4th dpi. The cytological examination of the trachea showed the stages of the
viral cycle, which was the same as in other tissues. Virions were detected in the
basal lamina of the trachea, which showed structural disorganization. Thus, the
trachea is a secondary target of infection and the hemolymph is an important organ
for the dispersal of viral infection.

Keywords: Baculoviridae. Lepidoptera. Sericulture. Trachea.

INTRODUCAO

Bombyx mori L., 1758 (Lepidoptera: Bombycidae), denominado bicho-da-seda
da amoreira, € um holometabolo que produz ao final do 5° instar larval um casulo de
seda, amplamente utilizado na industria sericicola, para producdo de diversos tipos

de fios e tecidos (Sabbag et al. 2013, Takahashi et al. 2009). O inseto apresenta
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diferentes racas geograficas, como a chinesa e a japonesa, utilizadas como matrizes
na producdo de hibridos comerciais mais produtores de seda e resistentes aos

patogenos favorecendo o setor produtivo (Porto et al. 2004; Ribeiro et al. 2009a).

Devido ao longo processo de domesticacdo a espécie ndo € mais encontrada
na natureza, estando presente somente em bancos de germoplasma, como o0 da
Universidade Estadual de Maringa, PR, Brasil; sua caracterizacdo e conservacao
sdo essenciais na preservacao do patriménio genético de B. mori (Pereira et al.
2013). Além disso, propicia o fortalecimento da sericicultura, que no Brasil se
desenvolve em pequenas propriedades rurais, onde predomina o trabalho familiar,
com significativa geracdo de renda ao produtor, o que contribui na diminuicdo do

éxodo rural (Panucci-Filho et al. 2011).

Segundo Nagaraju (2000) racas e linhagens de B. mori apresentam
particularidades nas suas caracteristicas morfolégicas, de desenvolvimento,
comportamentais e bioquimicas. Acrescenta que a diversidade genética resulta dos
cruzamentos entre as racas geograficas, responsaveis por uma variedade de
atributos quantitativos relacionados ao tamanho do corpo, duragdo na alimentacgéo,

tolerancia térmica e resisténcia as doencas.

Doencas na criagdo, entre outras variaveis, representam um risco e potencial
prejuizo aos produtores e a toda cadeia produtiva da seda. Os virus sdo importantes
patbgenos que ameacam a producdo em regides tropicais (Khurad et al. 2004,
Potrich et al. 2007, Rahman e Gopinathan 2003). No Brasil, especificamente no
estado do Parana, foi identificado um isolado geografico do nucleopoliedrovirus
(NPV) infectando lagartas de B. mori e que pertence ao chamado subgrupo mdltiplo,
o BmMNPV (familia Baculoviridae, género Alphabaculovirus - AlphaBV),

responsavel pela doenca poliedrose nuclear (Brancalhdo 2002). Esta representa um
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Sério problema para a sericicultura, pois uma vez doentes as lagartas ndo se curam
e devem ser eliminadas, para se evitar a disseminacado e propagacédo do patdgeno
no ambiente (Liang et al. 2013, Qin et al. 2012, Satadal et al. 2012, Sengupta et al.

1990).

Os NPV séo constituidos por uma molécula de DNA circular fita dupla, que se
associa com proteinas do capsideo, formando o nucleocapsideos. Este € envolto por
um envelope lipoprotéico e constitui o nucleocapsideo envelopado ou virion. Quando
ocorre apenas um nucleocapsideo por envelope o subgrupo viral € denominado
simples (SNPV), e no caso de mais de um nucleocapsideo por envelope é multiplo
(MNPV) (Rohrmann 2011), considerado o mais virulento (Adams e McClintock 1991,
Brancalhdo et al. 2002a, Fan et al. 2007, Washburn et al. 2003,). Liang et al. (2013)
discutem a presenca de variacdo genética em NPV de mesma espécie e de regides

geograficas diferentes, o que pode afetar sua viruléncia.

O BmMNPV é poliorganotréfico e varios tecidos foram identificados como
alvos: piloro, tegumento, traqueia, tecido gorduroso, cardia, sistema nervoso central,
testiculo, regi6es média e posterior da glandula da seda e células do reto (Baggio et
al 2013, Brancalh&o et al. 2002a, Brancalh&o et al. 2002b, Brancalh&o e Ribeiro
2003, Brancalhé&o et al. 2009, Pereira et al. 2008, Ribeiro et al. 2009b, Torquato et al.

2006a, Vessaro-Silva et al. no prelo).

Vérios autores ao estudarem a susceptibilidade de tecidos de B. mori ao
BmMNPV, como glandula da seda, testiculo e tecido nervoso, relataram que a
tragueia € alvo da infeccédo; entretanto, ndo apresentaram detalhes de sua
citopatologia (Brancalhao et al. 2009, Pereira et al. 2008 e Torquato et al. 2006a). Da

mesma forma, Engelhard et al. (1994) e Kirckpatrick et al. (1994) verificaram a
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susceptibilidade da tragueia de lepidoptera ao Autographa californica multiple

nucleopolyhedrovirus (ACMNPYV).

Assim, considerando a importancia do sistema traqueal no equilibrio
metabdlico do inseto e a necessidade de se caracterizar o banco de germoplasma
do bicho-da-seda com o maximo de informacdes, especialmente as relacionadas a
resisténcia a doencas, o presente estudo analisou a citopatologia da infeccao
causada pelo BmMMNPV, isolado geografico do Parand, Brasil, nas células tragueais

de lagartas hibridas de B. mori.

MATERIAIS E METODOS
Insetos

Lagartas hibridas de B. mori, resultantes do cruzamento das ragas Chinesa,
linhagem C37 e Japonesa M11-2 no 3° instar do desenvolvimento foram obtidas do
banco de germoplasma da Universidade Estadual de Maringad (UEM), localizada na
cidade de Maringa, PR, Brasil. As lagartas foram acondicionadas em caixas de
polietileno e mantidas em sala de criacdo, com temperatura de 23°C e umidade de
70% (Hanada e Watanabe 1986). A alimentacédo, folhas frescas de amoreira (Morus

sp.), foi fornecida trés vezes ao dia, ad libitum, até o 5° instar.

Inoculacéo viral

Bombyx mori multiple nucleopolyhedrovirus, BmMMNPV, isolado geografico do
Parand, Brasil, foi identificado por Brancalhdo (2002), (GenBank numero de acesso
EU251694.1). O ino6culo viral do BmMNPV foi obtido de lagartas previamente
infectadas, mantido em temperatura de -4°C e quantificado em camara de Neubauer

na concentracdo de 2,4 x 107 corpos de ocluséo poliédricos/mL.
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A inoculacédo foi efetuada quando as lagartas hibridas passaram para o 5°
instar, através do fornecimento individual de discos foliares de amoreira de 2 cm?,
contendo a suspensao viral do BmMMNPV. Lagartas controle foram alimentadas com
discos foliares contendo agua.

ApOs a ingestdo dos discos foliares, as lagartas novamente foram
acondicionadas nas caixas de polietileno, recebendo a alimentacédo de rotina, isenta
de BmMMNPV.

Analise da hemolinfa e dos sinais de infec¢céo

Para acompanhamento da infeccéo e da viabilidade do inéculo do BmMNPV,
foi realizado a analise da hemolinfa, através da puncdo do tegumento na regido das
falsas pernas caudais, do 2° ao 9° dia pos inoculacdo (dpi). Uma gota da hemolinfa
foi coletada e colocada sobre lamina de vidro para andlise a fresco em microscopia
de luz.

Microscopia Eletrénica

Lagartas foram selecionadas aleatoriamente da caixa de criacdo, do 2° ao 9°
dpi, anestesiadas no freezer, por cerca de 5 minutos, e dissecadas através da
abertura longitudinal do tegumento, do anus até a altura da cabeca, com auxilio do
microscopio estereoscopico.

Segmentos da traqueia nas regides do tegumento, musculo e glandula da
seda, foram coletados e colocados em frascos individualizados, previamente
identificados, contendo o fixador Karnovsky modificado (Karnovsky 1965), por 2
horas a 4°C. Na sequéncia, foram lavados trés vezes em solucdo de tampéao
cacodilato de sodio 0,05 M, em intervalos de 10 minutos cada. Posteriormente, foi
realizada a poés-fixagdo com tetroxido de 6smio, a 1% em tampdo cacodilato de

sédio 0,05 M, por 2 horas. Os segmentos foram lavados duas vezes em &agua
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destilada, por 15 segundos cada, e imersos em acetato de uranila 0,5%, overnight a
4°C.

A desidratacao foi realizada em solucdes de acetona a 50%, 70%, 80%, 90%
e 100%, por 10 minutos cada, e a inclusdo em resina Spurr (Spurr 1969), nas
proporcdes Spurr:acetona [1:1], e [1:3], 3 horas cada, e Spurr puro “overnight”. O
emblocamento foi feito em estufa a 70°C, por 48 horas. Sec¢des de 60-80 nm foram
contrastadas em acetato de uranila a 2% e citrato de chumbo (Reynold’s 1963), por
10 minutos cada.

Imagens da microscopia eletrbnica de transmissdo (MET) foram produzidas
no equipamento CM100 da Philips, no Instituto de Biociéncias, Centro de
Microscopia Eletrénica da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”
(UNESP), Campus de Botucatu-SP e com equipamento EM900 Zeiss do Complexo
de Centrais de Apoio a Pesquisa — COMCAP da Universidade Estadual de Maringa
(UEM).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na andlise citopatoldgica, virions e poliedros do BmMNPV foram detectados
nas células do epitélio traqueal de lagartas hibridas de B. mori a partir do 4° dpi,
mesmo tempo observado por Brancalhdo et al. (2002b) e Torquato et al. (2006a);
entretanto, Brancalhdo et al. (2009) e Pereira et al. (2008) verificaram a infec¢cdo no
6° dpi , e Brancalhdo e Ribeiro (2003), no 5° dpi. Estas diferencas nos tempos de
infeccdo sdo caracteristicas dos AlphaBV e podem estar relacionadas a diversos
fatores referentes: ao manejo da criacédo, como desinfec¢éo, limpeza do barracdo de
criacao, temperatura, quantidade de lagartas e disponibilidade do alimento (Hanada
e Watanabe 1986, Porto et al. 2004); ao inoculo viral, sua viruléncia e a quantidade

ingerida (Adams e McClintock 1991, Granados e Williams 1986); e a raca e linhagem
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de B. mori utilizada (Nakazawa et al. 2004, Ponnuvel et al. 2003, Yao et al. 2003),
além da idade, onde lagartas mais velhas sdo mais resistentes que as de 1° e 2°

instares (Kirckpatrick et al. 1994).

Os ndcleos das células infectadas se apresentaram hipertrofiados e em
diferentes estagios de infeccdo (Figs. 1 e 2), indicando a replicacdo assincrénica do
virus (Rohrmann 2011). Nestes ndcleos, a primeira estrutura viral visivel foi o
viroplasma ou estroma virogénico (Fig. 1a), local de sintese do DNA viral e
montagem do capsideo, formando os nucleocapsideos (Granados e Lawler 1981,
Slack e Arif 2007) (Fig. 1b), seguido do seu envelopamento, constituindo os
nucleocapsideos envelopados ou virions (Fig. 1c) (Adams e McClincotck 1991).
Rohrmann (2011) discute que o envelope viral é produzido a partir de microvesiculas
(Fig. 1a), provenientes da membrana nuclear interna modificada pela presenca de

proteinas virais.

Brancalhdo et al. (2009) detectaram a presenca de um ndmero variavel de
nucleocapsideos por envelope para o BmMNPV, sendo 11 o maximo encontrado;
porém, neste estudo, foi verificado ser mais frequente a presenca de um
nucleocapsideo por envelope, fato que tem levado a se considerar a espécie tipo
simples, BmSNPV (Rohrmann 2011). Entretanto, o autor coloca que o BmSNPV se
apresenta mais relacionado geneticamente ao ACMNPYV, do que com outros SNPV e,
com isso, é dificil atribuir caracteristicas especificas para os fenotipos simples e

multiplo.

Quando a sintese de nucleocapsideos esta completa, comeca a formacao e o
desenvolvimento dos poliedros (Figs. 1d e 2a), que sdo montados pelo acumulo e

cristalizacdo continuos da poliedrina ao seu redor (Rohrmann 2011). Inicialmente, os
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poliedros sédo imaturos, menores, ndo envelopados e sem forma geométrica definida;
posteriormente, tornam-se maiores, adquirem o envelope e o formato poliédrico. A
ocluséo dos virions nos poliedros ocorre principalmente na regido entre a membrana
nuclear e o viroplasma, e ao final da infeccdo, todo o nucleo contém poliedros

maduros (Brancalhao et al. 2009).

O envelope do poliedro ou “calyx” € uma estrutura elétron-densa que protege
os virions e envolve os poliedros, evitando sua agregacdo (Liang et al. 2013),
guimicamente ele é constituido por carboidratos e proteinas (Rohrmann 2011), como
a pl0, uma proteina multifuncional, que atua na montagem correta dos poliedros, ja
que poliedros com alteracbes nesta proteina apresentam baixa infectividade

(Carpentier et al. 2008).

Poliedros maduros com tamanho e forma diferentes foram visiveis nos
ndcleos infectados (Fig. 2a). Torquato et al. (2006b) colocam que poliedros de
BmMNPV apresentam tamanho de 2,5 a 4,5 um e a forma caracteristica de octaedro
truncado, mas discutem a presenca de poliedros triangulares, tetraédricos e/ou
hexaédricos. Diferencas no tamanho dos poliedros sédo caracteristicas dos NPV e
podem estar relacionadas com: a quantidade de nucleocapsideos ocluidos; o
metabolismo da célula infectada; e a variacdo genética (Adams e McClintock 1991),
sendo que esta também exerce influéncia na geometria viral (Hong et al. 2000),
somada a mutacdes na poliedrina (Cheng et al 2012, Gong e Lu 1993, Katsuma et al.
1999). Tal variedade de formas parece ainda estar relacionada com as posi¢des que
o poliedro toma nas preparacdes e as diferentes faces que sdo expostas a

observacdo microscopica (Torquato et al. 2006b), o que nos leva a concordar com
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Adams e McClintock (1991), quanto ao seu pouco valor na identificacdo do virus,

nao devendo ser usada como unica fonte para a identificacéo viral.

As regifes elétron-lucentes observadas nos nucleos infectados, que contém
poliedros maduros (Fig. 2a), parecem representar regibes desintegradas do
nucleoplasma, como as citadas por Van Oers e Vlak (1997) e que, segundo estes
autores, sao resultantes da acdo da pl0. Esta proteina também atua na
desintegracdo do envoltério nuclear e na lise celular, através de associacfes com

microtubulos (Carpentier et al. 2008).

Os poliedros no meio extracelular e na hemocele devem ser liberados de
forma eficiente do seu hospedeiro, possibilitando a transmissdo horizontal da
doenca. Ohkawa et al. (1994) mostrou que o genoma de BmNPV expressa uma
catepsina, responsavel pela liguefacdo do corpo do inseto e também, conforme
Daimon et al. (2006), expressa uma quitinase, que em conjunto Sao responsaveis

pela ruptura da cuticula, liberando poliedros para o meio.

No meio ambiente os poliedros persistem por muito tempo (Adams e
McClintock, 1991) e, ao se aderirem a folhas de amoreira, podem ser ingeridos por
lagartas sadias. Como a transmissdo ocorre por via oral (Berretta et al. 2013), a
infeccdo inicia quando os virions séo liberados do poliedro (occlusion derived bodies
- ODV) no lumen do intestino médio, pela acdo do pH alcalino e proteinas do suco
digestivo, como a serina protease e a vermelho fluorescente. Os ODV fundem-se as
células epiteliais, liberando os nucleocapsideos no citoplasma onde podem iniciar
seu ciclo infeccioso, produzindo virus broto (budded virus - BV), responsaveis pela
infeccdo secundaria ou sistémica, de uma célula a outra no corpo do inseto

(Rohrmann, 2011; Satadal et al. 2012).
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BV brotam na regido basal das células epiteliais do intestino médio e
alcancam a hemolinfa, importante érgéo dispersor da infeccao (Barrett et al. 1998),
ja que esta é constituida de hemacitos, as primeiras células a serem infectadas;
dessa forma é possivel inferir que hemacitos infectados, circulando na hemolinfa,

estao liberando virus broto, como mostrado por Granados e Lawler (1981).

Entretanto, tecidos de insetos sdo envoltos por uma matriz extracelular, a
lamina basal, cuja organizacdo e espessura atuam como um filtro seletivo a
passagem de macromoléculas em certos tecidos (Passarelli, 2011); e, segundo
Reddy e Locke (1990) em lagartas de Calpodes ethlius (Lepidoptera: Hesperiidae),
particulas menores que 15 nm atravessam a lamina basal do corpo gorduroso e
epiderme, enquanto que particulas maiores que 6 nm ficam retidas na lamina basal
da glandula da seda, tubulos de Malpighi e musculo. Virions do BmMNPV
apresentam 95 nm de diametro e 315 nm de comprimento (Brancalhdo et al. 2002a),

dificultando sua passagem através da lamina basal de tecidos do inseto.

Torquato et al. (2006a) discutem para B. mori a presenca da barreira
hemolinfa/sistema nervoso, proporcionada por uma lamina basal espessa, a lamela
neural, e abaixo desta, um epitélio de revestimento constituido por células do
perineuro, que dificultariai a entrada de virions provenientes da hemolinfa. Os
autores colocam que as ramificacdes do sistema traqueal romperiam esta barreira,

permitindo o acesso dos virions.

Evidéncias do papel da traqueia como dispersora de infeccdo foram obtidas
por Kirkpatrick et al. (1994), ao verificarem que a aplicagdo de BV de ACMNPV,
diretamente nos espiraculos, pode iniciar a infecgdo sistémica e que a mesma se

processa de forma mais rapida que a infeccéo pela rota oral.
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E vérios outros autores também atribuem as traqueias, a funcéo de dispersao
do virus (Brancalhdo et al. 2009, Engelhard et al. 1994, Kirckpatrick et al. 1994,

Pereira et al. 2008, Rahman e Gopinathan 2003, 2004, ; Torquato et al. 2006a).

Engelhard et al. (1994) analisaram que em lagartas de Trichoplusia ni
(Lepidoptera: Noctuidae), infectadas com Autgrapha californica multiple
nucleopolyhedrovirus, as células epidérmicas traqueais estabelecem uma espécie de
sistema linfatico comum, formado por extensdes da membrana plasmatica basal,
denominadas pés epidérmicos. Tais extensdes parecem facilitar a comunicacao

celular a longas distancias, tornando mais rapida a disperséao viral entre os tecidos.

Contudo, nas andlises a fresco da hemolinfa das lagartas de B. mori foi
verificada a infeccdo de hemacitos pelo BmMMNPYV no 2° dpi (ndo mostrado). Barret
et al. (1998) também detectaram a infeccdo inicial de hemdcitos de T. ni, por um
recombinante de ACMNPV que expressa a proteina fluorescente verde, em 24 horas.
Brancalhdo et al. (2002b) mostraram a infec¢éo de células do tecido adiposo no 4°
dpi, tempo igual ao obtido neste estudo para as traqueias. Estes dados sugerem, da
mesma forma que o colocado por Flipsen et al. (1995), usando um recombinante de
AcNPV na infeccdo de Spodoptera exigua (Lepidoptera: Noctuidae), que a
passagem de virions atraves da lamina basal pode ndo depender exclusivamente da

infec¢ao do sistema traqueal.

Nas analises foi possivel detectar alteracées na lamina basal da traqueia, que
se apresentou desorganizada, com espacgos entre suas camadas constituintes,
contendo virions (Fig. 1e). Passarelli (2011) discute que a lamina basal € uma
estrutura dindmica e, durante os processos de sintese e degradacao pode-se criar

pequenas aberturas que permitiriam a entrada de virions. Ainda, o autor analisa a
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presenca de um fator de crescimento do fibroblasto (fgf) no genoma de baculovirus,
envolvido no movimento dos virions através da lamina basal, e que possibilita a
rapida dispersdo e morte do hospedeiro. O fgf viral, vfgf, se apresenta conservado
nos AlphaBV, incluindo o BmNPV, e sinalizam uma cascata de eventos que acelera
a infeccao sistémica. Quando as células epiteliais do intestino médio séo infectadas,
o vfgf se difunde através da lamina basal e ativa o receptor para fgf nas células
traqueais. Os eventos da sinalizacédo levam a ativacdo de metaloproteases da matriz
e, posteriormente, caspases. Estas movem-se extracelularmente e degradam a
laminina da lamina basal; com isso, as células da traqueia ficam susceptiveis ao

virus. Este mecanismo possibilitaria a dispersao viral para outros tecidos.

Amostras controle provenientes de lagartas sadias de 5° instar e processadas
da mesma forma descrita para as infectadas, ndo apresentaram poliedros, nem
viroplasma, ou quaisquer estruturas ou componentes que indicassem infeccéo viral,
em nenhum dos tempos analisados. Além dos poliedros virais, ndo foi observada a
presenca de protozoarios, bactérias ou outros patdégenos que pudessem estar

associados as alteracdes descritas (Fig. 2b).

Assim, a andlise das células traqueais de lagartas de B. mori, submetidas a
infeccdo experimental com BmMNPV, isolado geografico do Parand, Brasil, revelou
aspectos citopatologicos caracteristicos de infecgdo por AlphaBV. Além disso, foi
possivel verificar alteracdes na matriz extracelular da traqueia, a lamina basal, que
sofre um desarranjo na estrutura, o que possibilita a entrada de BV, a partir da
hemolinfa do inseto e, desta forma, concorda-se com Brancalhdo et al. (2009) que
colocam que em B. mori tanto a traqueia como a hemolinfa séo sistemas que atuam

na dispersdo da infeccdo pelo NPV. Da mesma forma, relatam Khurad et al. 2004,
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Kirckpatrick et al. 1994, Rahman e Gopinathan 2003, 2004 e Soares e Ribeiro 2005

em outros hospedeiros.
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Figura 1 — Eletromicrografias de células traqueais de lagartas hibridas de B. mori de 5° instar
inoculadas com BmMMNPV, 4° dpi. Em A, nicleo hipertrofico com viroplasma (V),
nucleocapsideo (seta branca), heterocromatina periférica (H), citoplasma (C), microvesiculas
(seta fina) e lamina basal (*); 0,5 um. Em B e C, detalhes dos nucleocapsideos sem envelope
no viroplasma (V) e envelopados com um (seta branca) e dois nucleocapsideos (seta preta) por
envelope, respectivamente; 0,2 um. Em D, poliedro em formagdo no nucleo, notar os
nucleocapsideos envelopados (seta branca) que se agregam na matriz proteica de poliedrina
(P); 1 um. Em E, virions (seta vazada) na lamina basal (*), traqueia (T) e citoplasma da célula
muscular (M); 0,2 um.
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Figura 2 — Eletromicrografias de células traqueais de lagartas hibridas de B. mori de 5° instar.
Em A, inoculado com BmMNPYV, 7° dpi, poliedros maduros (P) no nucleo hipertréfico,
heterocromatina periférica (H), citoplasma (C), regides eletron-lucentes (El) e lamina basal (*);
0,5 um. Em B, controle para comparagéo, nicleo (N), heterocromatina (H), citoplasma e lamina
basal (*); 0,5 pum.
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