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RESUMO

DOURADO, Lidia Aparecida. M. Sc. Universidade Estadual de Maringa, outubro
de 2009. Susceptibilidade da glandula mandibular de lagarta s hibridas de
Bombyx mori (Lepidoptera: Bombycidae) ao nucleopolyhedrovirus matiplo.
Professora Orientadora: Maria Aparecida Fernandez. Professoras Conselheiras:
Lucinéia de Fatima Chasko Ribeiro e Maria Claudia Colla Ruvolo Takasusuki.

O Bombyx mori nucleopolyhedrovirus tipo multiplo (BmMNPV) foi utilizado na
inoculacdo de lagartas hibridas de Bombyx mori do 5° instar para analisar a
susceptibilidade das células da glandula mandibular. Esta glandula é de
fundamental importancia para vida do inseto, uma vez que assume o papel da
glandula sericigena na producéo e secrecao de saliva, indispensavel no processo
de alimentacdo. As glandulas foram coletadas e analisadas em diferentes tempos
pos-inoculacdo (dpi), assim como o0 corpo gorduroso e traquéias, que foram
utilizados como controle positivo da infeccdo pelo BmMNPV. Os resultados
evidenciaram que as células da glandula mandibular ndo sdo susceptiveis ao
BmMNPV em nenhum dos tempos analisados. No entanto, as células do corpo
gorduroso e traquéias revelaram aspectos caracteristicos de infeccéo viral a partir
do 5° dpi, confirmando a viruléncia do in6culo. A analise histolégica da glandula
mandibular revelou traquéias somente na periferia da glandula mandibular, ndo no
interior no tecido. A deteccdo de polissacarideos neutros (PAS) evidenciou a
presenca da lamina basal (LB) intacta e delimitada, na superficie da membrana
em contato com a hemolinfa, envolvendo a glandula mandibular. A auséncia de
infeccdo das células da glandula mandibular pode ser decorrente de varios fatores
como: (1) a presenca da LB, atuando como uma barreira seletiva; (2) a ndo
penetracdo do sistema traqueal, uma vez que este 6rgdo € considerado um
importante dispersor da infeccdo nos insetos; (3) expressao génica diferencial do
genoma viral, com o objetivo de prolongar a sobrevida do hospedeiro (enzimas
secretadas pela glandula mandibular auxiliam na alimentagdo da larva),

permitindo desse modo, a disseminagcdo do BmMNPV em vérios tecidos larvais.

Palavras-chave: Bombyx mori; Baculoviridae; glandula mandibular; BmMNPV.
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ABSTRACT

DOURADO, Lidia Aparecida. M. Sc. Universidade Estadual de Maringa, October,
2009. Susceptibilidade of the mandibular gland of hybrid caterpillars of
Bombyx mori (Lepidoptera: Bombycidae) to  nucleopolyhedrovirus multiple.
Adviser: Maria Aparecida Fernandez. Coommittee Members: Lucinéia de Fatima
Chasko Ribeiro e Maria Claudia Colla Ruvolo Takasusuki.

The Bombyx mori nucleopolyhedrovirus, subtype multiple, BmMNPYV, was used for
inoculation of 5" instar Bombyx mori hybrid larva to analyze the mandibular gland
cells baculovirus susceptibility. This gland has a fundamental importance in
insect’s life as it assumes the role of the silk gland in the production and secretion
of saliva, which is essential in the feeding process. To perform that, the glands
were collected and analyzed at different time’s post-inoculation (dpi), as well as,
the fat body and trachea, as positive control to BmMNPYV infection. The results
showed that the mandibular gland cells are not susceptible to BmMMNPV in any of
the times analyzed, however, the cells in the fat body and trachea revealed
characteristic features of viral infection from 5 dpi, which confirms the virulence of
the inoculum. Histological analysis revealed the presence of the tracheae only at
the periphery of the gland, not into the tissue. The detection of neutral
polysaccharides (PAS) revealed the presence of basal lamina (LB) intact and
bounded the membrane surface in contact with the hemolymph. The absence of
infection of cells in the mandibular gland may be due to several factors: (1) the
presence of LB, acting as a selective barrier; (2) no penetration of the tracheal
system, since this organ is considered an important to insect’s infection spread; (3)
differential gene expression of the viral genome in order to prolong the survival of
the host (the mandibular gland secreted enzymes that assist the larva feeding),

thereby allowing the BmMMNPYV infection in several larval tissues.

Key words: Bombyx mori; Baculoviridae; mandibular gland; BmMNPV.



1. INTRODUCAO

O bicho-da-seda da amoreira, Bombyx mori Linnaeus (Lepidoptera:
Bombycidae), € um Lepidoptera de grande importancia para as industrias téxteis,
pois o fio de seda extraido de seus casulos tem sido utilizado extensivamente na
confeccao de tecidos de seda e associados com outros diferentes tipos de fios
inovando a fiagdo nacional e internacional. Além disso, € considerado organismo
modelo em estudos basicos na expressao e regulacdo génica (Parthasarathy e
Gopinathan, 2005). Os maiores problemas que ameacam a sericicultura no Brasil
e no mundo sdo as doencgas causadas por diversos patdgenos, dentre elas
destacam-se as de etiologia viral, que podem infectar B. mori durante seus
diferentes estagios do ciclo de vida (Fonseca e Fonseca, 1986; Brancalh&o,
2002a).

Baculoviridae €é uma extensa e importante familia de virus
entomopatogénicos, muito estudada pela suas eficacia no controle biolégico de
insetos considerados pragas e também por infectar insetos Uteis ao homem,
principalmente os da ordem Lepidoptera. Essa familia de virus € composta por
dois géneros: nucleopolyhedrovirus (NPV), também conhecidos como virus da
poliedrose nuclear, caracterizado por apresentar muitas particulas virais ocluidas
dentro de um corpo de oclusdo de forma poliédrica chamado de poliedro; e o
género granulovirus (GV), os quais apresentam uma Unica particula viral ocluida
em um corpo de oclusdo que apresenta forma oval, denominado granulo (Adams
e McClintock, 1991; Murphy et al., 1995; Brancalhdo, 2002a).

O NPV é constituido por uma molécula de DNA circular de fita dupla,
associada com proteinas do capsideo, formando o nucleocapsideo. Estes sdo
envoltos por um envelope de natureza lipoprotéica, podendo ser denominado
como subgrupo viral “single” (SNPV), quando ocorre apenas um nucleocapsideo
por envelope, ou subgrupo mudltiplo (MNPV), quando ha mais de um
nucleocapsideo por envelope (Adams e McClintock, 1991; Murphy et al., 1995;
Moscardi e Souza, 2002; Souza et al.,, 2002). O MNPV é considerado mais
virulento (Washburn et al., 1999; Zhou et al., 2005) e no estado do Parana — Brasil

este subgrupo viral foi isolado a partir de lagartas de B. mori infectadas, sendo



denominado de Bombyx mori nucleopolyhedrovirus tipo multiplo, BmMNPV
(Brancalh&o, 2002a; Brancalh&o et al., 2002b).

Além das glandulas sericigenas, responsaveis pela producao do fio de
seda, o B. mori possui adicionalmente um par de glandulas originadas de células
comuns da ectoderme e derivadas do segmento mandibular, denominadas de
glandulas mandibulares. Sao estruturas de vital importancia, pois, juntamente com
as glandulas sericigenas, constituem o sistema salivar, auxiliando na digestdo do
alimento consumido durante o estagio de desenvolvimento larval (Parthasarathy e
Gopinathan, 2005), sendo funcionais somente no estagio larval e totalmente
histolisadas durante a metamorfose (Borges, 2001; Dourado, 2004; Parthasarathy
e Gopinathan, 2005). As glandulas mandibulares estdo presentes em Apterygota,
Isoptera, Orthoptera, Coleoptera, Trichoptera, Mantodea, Blattariae e
Hymenoptera e em Lepidoptera (Borges, 2001; Cruz-Landim e Abdalla, 2002;
Parthasarathy e Gopinathan, 2005; Inacio, 2005).

Nosso grupo de pesquisa vem estudando a susceptibilidade ao BmMNPV,
assim como os tecidos alvo da infecgéo viral, corpo gorduroso, sistema nervoso,
células testiculares, cardia, regides média e posterior da glandula sericigena
(Brancalh&o et al., 2002; Torquato et al., 2006; Pereira et al., 2008; Ribeiro et al.,
2009; Brancalhdo et al., 2009), entretanto ainda é desconhecido se a glandula
mandibular de B. mori é susceptivel & infeccdo pelo BmMNPV.

Este projeto teve como objetivo geral a verificacdo de infeccdo pelo
BmMNPV da glandula mandibular de lagartas hibridas de B. mori. Para o
desenvolvimento dessa proposta, 0s objetivos especificos foram: 1) verificar a
presenca de poliedros virais em cortes histologicos da glandula mandibular de
lagartas hibridas de 5° instar de B. mori infectadas pelo BmMNPV; 2) verificar a
presenca e integridade da LB da glandula mandibular, por meio da deteccao de
polissacarideos neutros (PAS) nessas amostras; 3) contribuir para o
estabelecimento do ciclo infeccioso do nucleopolyhedrovirus em B. mori.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Sericicultura

A sericicultura € uma atividade agricola de grande importancia para o
setor agroindustrial, pois envolve a producéo dos ovos do bicho-da-seda (Bombyx
mori) que irdo originar as lagartas, a sua criacdo e o cultivo da amoreira (Morus
sp), cujas folhas servirdo de alimento para as lagartas até a obtencédo dos casulos
verdes, que serdo transformados em fios e tecidos pelas industrias téxteis
(Fonseca e Fonseca, 1986; Watanabe et al., 2000; Inceoglu et al., 2001). As
indastrias de fiacdo, por sua vez, distribuem mudas de amoreiras e lagartas em
estagio de desenvolvimento inicial para os produtores cultivarem até a fase de
casulos, os quais sdo vendidos ao setor empresarial (Santos, 2009).

O bicho-da-seda e a producéo da fibra constituiram a revolucionaria Rota
da Seda (Figura 1), que praticamente fomentou o comércio junto a Asia, Oriente
Extremo Oriente e a Europa. Essa rota também contribuiu com a migracdo de
outras formas de comércio e cultura entre os paises que se interligavam por ela
(Kurin, 2002).
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Figura 1 - Mapa indicando a antiga rota da seda pelo oriente.

Esta atividade milenar iniciou-se no Norte da China ha mais de 5 mil



anos, expandindo-se para o Oriente e a Europa. No Brasil, a introducdo da
sericicultura iniciou-se no Estado do Rio de Janeiro, no ano de 1848. Em 1992, na
cidade de Campinas — SP, foi criada a primeira industria de seda Nacional S.A.
(Hanada e Watanabe, 1986).

Atualmente, hd mais de 30 paises envolvidos na produc¢do comercial da
seda, destacando-se a China como principal pais produtor da seda liquida,
responsavel por aproximadamente 75% da producdo mundial, gerando um valor
de 1,6 bilhdes de délares. Em segundo lugar encontra-se a india (15%), seguida
da Coréia e Turcomenistao (antiga URSS), que produzem menos de 5% cada. No
Brasil, a producdo de seda é expressiva e muito promissora sob o aspecto sécio-
econdmico. O pais ocupa o 5° lugar no ranking mundial (Figura 2), contribuindo
com aproximadamente 2,4% da producdo. Este valor vem aumentando a cada
safra, tornando a atividade ainda mais rentavel para os produtores rurais
brasileiros. Contudo, somente cerca de 3% da produgdo nacional de fios
permanece no pais, sendo o Japao um dos principais compradores (Fernandez et
al., 2005; Zanatta, 2006).
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Figura 2 - Produgdo mundial de seda, onde o Brasil se encontra no 5° lugar.
Fonte: Zanatta, 2006.



O Parana é considerado o principal Estado produtor, responsavel por
aproximadamente 91% da producédo nacional de fios de seda, envolvendo 229
municipios na atividade sericicola, compreendendo 5.889 criadores e 6.468
barracdes. Varios fatores contribuem para o desenvolvimento da sericicultura no
Estado, em destaque o clima da regido Norte que possibilita uma boa
produtividade (Figura 3). Na safra de 2007/2008, foram produzidas 5.708
toneladas de casulos, gerando cerca de R$ 32.869.650,00 (Relatério Takii, safra
2007/2008, Camara Teécnica do complexo da Seda do Estado do Parana,

http://www.pr.gov.br/seab).
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Figura 3 - Mapa do Estado do Parana, evidenciando o municipio de Nova
Esperanga, considerado a Capital Nacional da Seda e a localizacdo da Amusep
(Associacao dos Municipios do Setentrido Paranaense). Fonte: Fernandez M.A.

A criacdo do bicho-da-seda € voltada, principalmente, para a agricultura
familiar, possibilitando rendimentos quase mensais consideraveis. A atividade
sericicola destaca-se ainda pelo baixo impacto ambiental, uma vez que nao se
deve utilizar agrotoxicos nas plantacbes de amoreira, pois afeta diretamente o
inseto, podendo causar sua morte. Além disso, a atividade ocupa pequena area
de cultivo (Figura 4) comparado a outras atividades agricolas (Watanabe et al.,
2000).

Os maiores problemas que ameacam a sericicultura no mundo e no

5



Brasil, sdo as doencas desencadeadas por diversos patdgenos como
protozoarios, bactérias, fungos e virus, que podem infectar o bicho-da-seda
durante seus diferentes estagios do ciclo de vida (Zanetti, 2005a; 2005b). Dentre
as doencas causadas no bicho-da-seda por protozoarios, destacam-se a Nosema
bombycis que transmite a pebrina (pimenta-preta) e a flacherie (diarréia do bicho-
da-seda) (Zanetti, 2005b). Das doencas desencadeadas por fungos e de maior
incidéncia, estdo Beauveria bassiana e Metarhizium anisopliae, causadores das
doencas calcinose branca e calcinose preta (Sengupta et al., 1990; Habib e
Andrade, 1998). As doencas de etiologia viral sdo consideradas as mais
importantes, como: doenca causada por Baculovirus, denominada poliedrose
nuclear; por Cypovirus, causador da poliedrose citoplasmatica; o Virus F, agente
da flacidez infecciosa e o Parvovirus, causador da densovirose (Watanabe, 2002).

Figura 4 - A dindmica da producdo sericicola. A, plantacdo de amoreira; B,
mariposa de B. mori depositando os ovos (seta); C, barracdo de criacdo; D,
lagarta de final do 5° instar confeccionando o casulo. Fotos gentilmente cedidas
por Fernandez, M.A.

O baculovirus tornou-se umas das principais preocupacfes econémicas
no setor sericicola, pois nenhum agente terapéutico esta disponivel para controlar

a infeccao do virus. Desinfeccdo dos barracdes e utensilios antes do inicio da
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criacdo é geralmente recomendado, mas ndo é necessariamente adequado para
prevenir a ocorréncia de doengas (Zanatta, 2006). Uma vez descoberta a infec¢éo
pelo virus, as lagartas devem ser descartadas para evitar a disseminacao e
propagacéo no ambiente (Santos, 2009).

Outros insetos podem prejudicar a atividade sericicola, como: mosca
Kyojo (Sturmia sericariae); mosca tachina (Tricholyga sorbillans); mosca uzi
(Tricholyga bombycis); acaro da sarna da palha (Pediculdides ventriculosus) e
besouro do casulo (Desmester ater) (Zanetti, 2005a e b).

2.2. Bombyx mori

Bombyx mori, Linneau, 1758 (Lepidoptera: Bombycidae), popularmente
conhecido como bicho-da-seda, € uma larva de relevante importancia econémica
para as industrias téxteis, pois seu produto de secrecdo, os fios de seda,
possuem alto valor comercial e possuem caracteristicas Unicas, como brilho,
suavidade e textura, apresentando excelente qualidade de acabamento e uma
resisténcia natural ao amarrotamento. Quando misturada a outros fios, é possivel
desenvolver tecidos téo resistentes que o homem ainda ndo conseguiu igualar
com outras fibras sintéticas como o nylon e o poliéster (Fernandez et al., 2005).

Além disso, o B. mori representa um organismo modelo em estudos
basicos devido as suas caracteristicas de facil manuseio e criacdo, sendo
considerado o segundo inseto mais estudado no mundo, estando atrds somente
de Drosophila melanogaster (Nagaraju, 2000; Parthasarathy e Gopinathan, 2005).

A domesticacdo do bicho-da-seda iniciou-se por volta de 2.7000 a.C, na
China, provavelmente a partir da linhagem selvagem Bombyx mandarina (Dingle
et al.,, 2005). Atualmente, é considerado o Unico inseto verdadeiramente
domesticado, dependendo diretamente do homem para sobreviver e reproduzir
(Fernandez et al., 2005), pois possuem asas e aparelho mastigatorio
degenerados, impossibilitando de se alimentarem ou voar em ambiente natural
(Zanatta, 2006).

B. mori € um inseto holometabola, ou seja, apresenta metamorfose
completa com quatro estagios de desenvolvimento distintos durante seu ciclo de
vida: ovo, larva, pupa ou crisalida, finalizando a metamorfose completa com o

adulto ou mariposa (Figura 5).



Alimenta-se exclusivamente de folhas frescas de amoreira (Morus sp) ao
longo de toda a sua fase de vida larval, passando por quatro mudas ou ecdises,
gque determinam o0s cinco instares ou estadios larvais; quando trocam o
tegumento apods sairem do estado de repouso e pausarem a alimentacao. Ao final
do 5° instar, quando a larva atinge quase que setenta vezes seu tamanho inicial, o
inseto cessa a alimentacao e inicia a fiagdo do casulo, onde sofre a metamorfose,
transformando-se em pupa ou crisalida, emergindo aproximadamente em 10 dias
como inseto adulto ou mariposa da seda (Watanabe et al., 2000). O inseto adulto
nao se alimenta, pois o intestino é reabsorvido pelo processo de apoptose e
passa a se dedicar somente a reproducéo, finalizando a metamorfose em 30 a 40

dias, dependendo da temperatura (Santos, 2009).
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Figura 5 - Ciclo de vida do bicho-da-seda, Bombyx mori (Lepidoptera:
Bombycidae).



De acordo com a distribuicdo geografica e o complexo de caracteristicas
morfolégicas e fisiolégicas, como tamanho do corpo, dias de alimentacao,
tolerancia térmica e resisténcia a doencas, o bicho-da-seda pode ser classificado
como de origem japonesa, chinesa, européia ou indiana (Nagaraju, 2000).

O inseto pode também ser classificado de acordo com o voltinismo, ou
seja, numero de cultivos realizados anualmente. Assim, existem as linhagens
univoltinas (um ciclo anual) ou bivoltinas (dois ciclos anuais) e as linhagens
multivoltinas (varios ciclos anuais). As univoltinas ou bivoltinas ocorrem em
regides geralmente temperadas, cujo comprimento do filamento da seda chega
atingir acima de 1000 - 1500 metros, sendo consideradas as melhores produtoras.
As linhagens multivoltinas ocorrem nas regides tropicais e, em geral, sao
caracterizadas como piores produtoras de seda, pois 0 comprimento do filamento
de seda gera em torno de 600 metros. Dessa forma, o valor comercial dos
casulos produzidos pelas univoltinas e bivoltinas é maior que o das multivoltinas,
por isso os sericicultores brasileiros utilizam hibridos de B. mori de origem
japonesa ou chinesa ,por apresentarem ciclo univoltino e bivoltino (Zanetti, 2005
b; Zanatta, 2006; Santos, 2009).

Os fios de seda sdo de grande importancia, ndo s6 para a atividade
sericicola, como também para o0 inseto. Sdo produzidos pelas glandulas
sericigenas, adaptadas para a funcao de secrecao salivar. No 5° instar larval, as
glandulas sericigenas ocupam um terco do corpo da lagarta e secretam fibroina,
sericina e p25 na forma liquida. A fibroina, ao entrar em contato com o ar, se
solidifica em finos fios de seda e a sericina funciona como um adesivo,
consolidando os fios de seda para formar o casulo (Mondal et al., 2007).

Os estudos com este inseto iniciaram-se antes de 1900, sob o patrocinio
da industria da seda e, em 1930, muitas pesquisas na area da genética ja haviam
sido reportadas, possibilitando hoje reconhecer mais de 400 mutacgdes que afetam
diversos aspectos do organismo, como morfologia, desenvolvimento,
comportamento e até mesmo as caracteristicas consideradas de importancia
econdmica (Nagaraju e Goldsmith, 2002).

No ano de 2000, ap6s 12 anos de trabalho, duas equipes francesas, uma
do Centro nacional de Pesquisas Cientificas (NRS) e outra do Instituto Nacional
de Pesquisas Agrondémicas (INRA) de Lyon, em colaboracdo com grupos

japoneses e americanos, apresentaram, apos a transformag¢do por um vetor
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contendo o transposon piggyBac, o bicho-da-seda transgénico (Toshiki et al.,
2000). O vetor é considerado eficiente por inserir, no patriménio genético do
inseto, genes exogenos Uteis para a industria farmacéutica, na sintese de
substancias protéicas, como colageno, elastina e outros, e como fonte de

biomateriais (Tamura et al., 2000).

Em 2002 foi desenvolvido um consércio gendmico internacional
(http://papilio.ab.a.u-tokyo.ac.jp/lep-genome/new_lepgenome.htm) a fim de
promover a cooperagdo no sequenciamento de B. mori e de outros lepidépteros
de interesse econdmico. A partir do segundo semestre de 2004, foram publicados
0S primeiros rascunhos das sequéncias gendmicas do bicho-da-seda, cobrindo
mais de 90% dos genes conhecidos deste inseto (Mita et al., 2004; Xia et al.,
2004).

Conhecer a estrutura genética de B. mori é essencial para 0 seu
melhoramento, a fim de obter maior producdo e qualidade da seda e,
consequentemente, insetos mais resistentes a doencas e patdégenos. Estudos
recentes com B. mori estdo sendo direcionados na busca de racas puras e
hibridos resistentes ou tolerantes ao nucleopolyhedrovirus, uma vez que a
infeccdo das lagartas provoca perdas consideraveis na economia sericicola
(Daimon et al., 2007).

2.3. Virus

Dentre os inimeros virus entomopatogénicos, a familia Baculoviridae tem
sido a mais estudada nos ultimos vinte anos, devido ao seu potencial como
agente de controle biolégico de insetos considerados pragas. Além disso, €
considerada excelente vetor para expressao de proteinas, aplicada em pesquisa

basica e na medicina (Inceoglu et al., 2001; Brancalh&o et al., 2002b).

A maioria dos baculovirus conhecidos foi isolada da ordem Lepidoptera, mas os
baculovirus também podem ser encontrados em Hymenoptera, Diptera,
Coledptera, Orthoptera, Neuroptera, Trichoptera, bem como nas classes
Crustacea e Arachnida (Federici, 1997; Ribeiro et al., 1998).

O genoma dos Baculovirus é composto por um DNA circular de fita dupla,

variando de 80-200 kb (Arif, 1986) e € envolto por uma membrana ou envelope
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viral em forma de bastdo (30 — 60 nm x 250 — 300 nm), constituindo a particula
infecciosa do virus, o nucleocapsideo (Brancalhdo, 2002a).

A familia Baculoviridae é dividida taxonomicamente em dois géneros:
nucleopolyhedrovirus, composto pelos NPVs (virus da poliedrose nuclear), e
Granulovirus (virus da granulose), compreendendo os GV (Murphy et al., 1995).

Os GVs foram relatados, infectando somente insetos da ordem
Lepidoptera, sendo sua principal caracteristica a presenca de um Unico
nucleocapsideo em uma capsula ou granulo, constituida por uma matriz protéica,
composta principalmente da proteina granulina. Oa NPVs apresentam numerosos
nucleocapsideos no interior do corpo de oclusdo ou poliedro viral, formado
basicamente pela proteina poliedrina (Hajés, 2000; Inceoglu et al., 2001).

O virus da poliedrose nuclear (NPV) é um patdgeno altamente infeccioso
que causa uma das mais sérias doengas virais, pois produz estruturas de
resisténcia que sao capazes de persistirem por um longo periodo de tempo no
meio ambiente, antes de serem transportados para a superficie das folhas por
meio de chuvas, ventos e acado de artropodes (Murphy, 1995; Funk et al., 1997,
Ribeiro et al., 1998).

Figura 6 - Microscopia eletronica de transmissdao do BmMNPV. (A) poliedro viral,
constituido de poliedrina; (B) os subgrupos simples e mudltiplos. As barras
correspondem a 1um. Fonte: Brancalhdo, 1998.
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Os NPVs podem ser do tipo simples (SNPV — Single Nuclear Polyhedrosis
Virus), apresentando apenas um nucleocapsideo por envelope viral (Federici e
Stern, 1990; Begon et al., 1993; Richards et al., 1999; Brancalhdo, 2002a); ou
multiplo (MNPV — Multiple Nuclear Polyhedrosis Virus), exibindo varios
nucleocapsideos por envelope viral, podendo abrigar até 9 virions, conforme a
Figura 6 (Kirkpatrick et al., 1998; Boughton et al., 1999; Brancalh&o, 2002a).

Os MNPVs que infectam B. mori foram denominados de B. mori
nucleopolyhedrovirus (BmMNPV), cujo genoma de 130 kb totalmente
sequenciado (Gomi et al., 1999) possui a capacidade de codificar mais de 100
genes distintos. O BmMNPV foi inicialmente isolado por Bergold em 1947 (Gomi
et al, 1999) e a primeira notificacdo observada no Brasil foi feita por Gatti et al.
(1976), nas culturas hibridas do bicho-da-seda no estado de S&o Paulo. No
estado do Parand, a primeira descricdo deste isolado foi realizada por Brancalhdo
(1998), quando verificou a presenca do virus nos barracbes de criacdo. Este
isolado é considerado um género altamente virulento, pois possui um poliedro
caracteristico, englobando multiplos nucleocapsideos (Washburn et al., 1999;
Zhou et al., 2005).

Umas das principais caracteristicas dos NPVs é a presenca de dois
fendtipos virais distintos durante o processo de infeccdo. Um é representado pela
forma envelopada do virus (BV — “budded viruses”), que consiste de um unico
nucleocapsideo, envolvido por um envelope viral derivado do brotamento da
membrana citoplasmatica da célula hospedeira para o meio extracelular, de forma
polarizada, sendo denominado de virion broto ou virus extracelular. E responsavel
pelo estabelecimento da infeccdo sistémica que ocorre entre as células do corpo
do inseto hospedeiro. O outro fenotipo € a forma encapsulada do virus (OV —
occluded viruses ou OB - occlusion bodies), que apresenta um ou Varios
nucleocapsideos envelopados imersos em uma matrix protéica (poliedrina) de
forma poliédrica, sendo denominados de corpo de oclusado ou poliedro viral. Esta
forma é responsavel pela transmissédo horizontal da doenca, ou seja, de inseto
para inseto (Volkman e Keddie, 1990; Murphy et al., 1995; Blissard et al., 2000).

A transmissdo dos NPVs ocorre freqientemente na fase larval, por via
oral, no momento em que sao ingeridos com o alimento contaminado (Figura 7)

(Brancalhdo, 1998; Moscardi e Souza, 2002). O alimento € conduzido pelo canal
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alimentar do inseto, até atingir o epitélio do intestino médio. Neste 6rgéo, devido a
acdo do pH altamente alcalino e das proteases, a matriz protéica do virus €&
dissolvida e os virions sao liberados da estrutura poliédrica (Bilimoria, 1991;
Tanada e Kaya, 1993). Uma vez liberados, estes virions atravessam a matriz
peritrofica e se fundem as microvilosidades das células colunares do epitélio do
intestino médio, perdendo seu envelope neste processo (Granados e Williams,
1986).

. Dissolugiio do poliedro, liberagio dos
Pollsdve soiaenida irions, quebra da membrana peritrofica
Membrana |__ i 2 Sias am e o
peritrofica _ _ : . @- _
intestine ot B A L B bl el AR B
‘e ' == A

Figura 7 - Dindmica da infecgéo de lagartas de B. mori pelo NPV.

Os primeiros sinais de disfungc&o observados sdo as mudangas na cor do
tegumento e no comportamento das lagartas infectadas, como o geotropismo
negativo. Quanto ao tegumento, este se torna mais fino, fragil, esbranquicado e o
inchagco das membranas intersegmentares € evidente (Figura 8), devido ao
aumento no numero de NPV nos nucleos das células e corpo gorduroso,
representando o primeiro sinal externo definitivo da doenca ocasionada pelo virus.
Devido a lise das células do corpo gorduroso e a presenca de poliedros, a

hemolinfa torna-se leitosa (Moscardi e Souza, 2002; Brancalh&o e Ribeiro, 2003).
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Os sintomas das infec¢des por baculovirus em lagartas de B. mori podem
variar conforme o instar em que os insetos contraem a doenga. Quando ocorre as
vésperas da ecdise, 0 tegumento torna-se intumescido e brilhante, as lagartas
diminuem a alimentacdo e atrasam o inicio da ecdise, podendo também né&o
ocorrer. Quando contraem durante o periodo de alimentagdo ou apds o repouso,
as membranas intersegmentais ficam inchadas e muitas lagartas ndo conseguem
confeccionar o casulo (Hanada e Watanabe, 1986; Brancalhdo, 1998). Da mesma
forma verifica-se que o periodo entre a infeccado por baculovirus até a morte da
lagarta doente, também pode variar de acordo com a fase de desenvolvimento do
inseto, as condicbes ambientais, a quantidade de virus ingerido, a viruléncia do
patogeno, a densidade populacional das lagartas, a disponibilidade de alimento e
a incidéncia de outros patdégenos (Granados e Williams, 1986; Hanada e
Watanabe, 1986).

Figura 8 - Lagartas hibridas de B. mori. A, lagarta infectada pelo BmMNPV.
Detalhe: mudanca na coloracdo do tegumento e o inchagco das membranas
intersegmentares; B, lagarta controle. Fotos cedidas por Brancalh&o.
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O género mais virulento do NPV pode causar a morte do hospedeiro entre
2 e 5 dias apos a infeccdo, enquanto os menos virulentos demoram de 2 a 3
semanas (Granados e Williams, 1986). Segundo Sengupta (1990), as lagartas de
B.mori infectadas com o virus morrem em um periodo de 4 a 7 dias, sendo que a
morte daquelas infectadas nos primeiros estagios de desenvolvimento larval leva
de 4 a 5 dias e nas mais velhas entre 5 e 7 dias aproximadamente.
Com a infeccéao estabelecida os tecidos internos se tornam liquefeitos e
sao expelidos juntamente com a hemolinfa pela boca e anus (Figura 9). Com a
morte das lagartas freqientemente ocorre a ruptura do tegumento, liberando o
conteudo do corpo contaminado com milhdes de poliedros virais para o meio, que
podem contaminar outras lagartas sadias (Brancalhdo, 1998; Granados e
Williams, 1986; Bilimoria, 1991; Brancalh&do e Ribeiro, 2003).

Figura 9 - Lagartas hibridas de B. mori mortas pela infeccdo com BmMNPV. Em
detalhe a hemolinfa (setas). Fotos cedidas por Brancalh&o.

A viruléncia do isolado geogréafico do Parana, o BmMNPV, é caracterizada
pelo curto tempo para a manifestacdo dos sintomas, que ocorre a partir do 5° dia
pés inoculacdo e causa até 80% das mortes do inseto no estagio larval. As
lagartas sobreviventes tecem um casulo de baixa qualidade e, em sua maioria,

morrem no seu interior durante o estagio de pupa (Brancalhao et al., 2002b).
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Ao infectar insetos da ordem Lepidoptera, o NPV é poliorganotréfico e em
B. mori foram evidenciados varios tecidos alvos, como o tecido gorduroso, o
tegumento, o epitélio do intestino médio e da cardia, traquéias, o tecido nervoso,
testiculo e a porcdo meédia e final da glandula sericigena (Brancalhdo, 2002a;
Brancalhdo e Ribeiro, 2003; Torquato et al., 2006; Pereira et al., 2008; Ribeiro et
al.; 2009; Brancalhao et al., 2009).

Véarios estudos estdo sendo desenvolvidos para investigar as
caracteristicas do virus NPV, rotas de infec¢cdo, métodos de controle de infec¢des,
resisténcia do bicho-da-seda ao virus, a heranca da resisténcia, métodos
direcionados para desenvolver racas altamente resistentes ou tolerantes a
doencas (Yao et al., 2003; Rahman e Gopinathan, 2004). Dessa forma, um
manejo adequado associada a obtencdo de B. mori mais resistente a doencas
deve ser um passo futuro na diregdo de uma melhor produtividade de seda na
atividade sericicola (Zanatta, 2006).

2.4. Glandula mandibular

Os insetos possuem uma grande diversidade de glandulas distribuidas
pelo corpo, mas, de um modo geral, estdo situadas na regido torécica, onde
encontram espaco necessario para seu desenvolvimento. As secre¢cdes podem
ser usadas como arma de defesa, devido a sua acdo téxica ou repelente; na
reproducdo como os ferorménios; na producdo de produtos Uteis, como a seda,
cera e mel, e ainda podem ser utilizada pelos préprios insetos ou pelo homem
como fonte de alimentagdo e de renda econémica (Borges, 2001; Marsaro Junior
et al., 2001; Inacio, 2005).

As glandulas sdo formadas de um ou mais tipos celulares e podem ser
derivadas de células do ectoderma, endoderma ou mesoderma, sendo
transformadas e adaptadas para a funcéo secretora (Borges, 2001; Inacio, 2005).
De modo geral, sdo classificadas como enddcrinas ou exdcrinas. As glandulas
endocrinas ndo apresentam ductos. No entanto, a sua secrecdo hormonal é
lancada na hemolinfa e distribuida para todas as partes do corpo do inseto. Ja as
glandulas exdcrinas possuem um ducto que se abre préximo a base da
mandibula, onde s&do lancados os produtos da secrecdo (Borges, 2001,
Parthasarathy e Gopinathan, 2005; Inacio, 2005).
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As glandulas associadas as mandibulas, denominadas de glandulas
mandibulares, sdo encontradas em Apterygota, Isoptera, Orthoptera, Coledptera,
Trichoptera, Mantddea, Blattariae, Hymenoptera e larvas de Lepidoptera,
alcancando nestas o seu maior desenvolvimento (Borges, 2001; Parthasarathy e
Gopinathan, 2005; Inacio, 2005).

As glandulas mandibulares s&o originadas do ectoderme e séo
classificadas como exdécrinas (Gracioli-Vitti e Abdalla, 2006). A funcdo destas
pode variar de acordo com o inseto e a fase do desenvolvimento, mas ainda nao
foi determinada na maior parte dos mesmos. Os estudos véem demonstrando que
na maioria dos insetos pesquisados como da ordem Hymenoptera, Isoptera e
Dictyoptera, a glandula mandibular pode estar relacionada ndo sé com a secrecao
salivar, mas também com a producdo do ferorménio (Cruz-Landim, 1962;
Chapman, 1998; Borges, 2001; Parthasarathy e Gopinathan, 2005).

Em Apis mellifera (abelhas), as glandulas mandibulares podem fazer
parte do sistema salivar, atuando em conjunto com as glandulas salivares (Cruz-
Landim e Abdalla, 2002). As glandulas labiais de insetos sdo as que recebem
frequentemente esta denominag¢do, muito embora desempenhem funcgbes nao
relacionadas com a producéao de saliva (Wigglesworth, 1972).

Wroniszewska (1966) sugere que a glandula mandibular de Galleria
Mellonella secrete lipideos que séo utilizados como lubrificantes e esterases,
responsaveis pelo inicio do processo de digestdo, que se completa no intestino
médio. A autora relata, ainda, que a glandula mandibular desempenha a funcao
da glandula salivar, produzindo saliva durante a fase larval, enquanto a glandula
salivar torna-se responsavel pela producao de seda.

No entanto, a secrecdo da glandula mandibular das larvas de Diatraea
saccharalis (Lepidoptera: Pyralidae) parece ser de origem lipidica, provavelmente
usada na producgéo de ferormonio, contrariando a idéia geral de que as glandulas
mandibulares de lepidopteras, assim como de Apterygota, Isoptera, Orthoptera,
Coledptera, Trichoptera e Hymenoptera, sejam responsaveis apenas pela
producéo de saliva (Borges, 2001).

Segundo Marsaro Junior et al. (2001), a glandula mandibular de
determinadas espécies de formigas (Atta sexdens rubropilosa) é conhecida pela

producdo de ferorménio, desencadeando o comportamento de alarme e defesa.
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No entanto, em A. rubropilosa, as secrecbes dessa glandula tém sido
mencionadas pelo seu efeito fungicida.

Nas abelhas rainhas, as glandulas mandibulares sdo responsaveis pela
producdo da geléia real, promovendo a unido da colméia quando distribuidas as
outras abelhas e auxiliando também a remover e compor a cera e o propolis,
assim como a dissolver o revestimento oleoso do polen (Vieira, 1983).

Em Lastrimelitta limédo (Hymenoptera: Meloponidae), a secrecdo da
glandula mandibular é utilizada para atacar outras colénias com a finalidade de
obtencao de alimento (Cruz-Landim e Camargo, 1970).

Em alguns insetos, como Diptera e na maioria dos Lepidoptera, as
glandulas mandibulares sdo funcionais somente no estagio larval, sendo
totalmente histolisadas durante a metamorfose (Wroniszewska, 1966; Chapman,
1998, Parthasarathy e Gopinathan, 2004).

A forma das glandulas mandibulares é variavel nos diferentes grupos de
insetos, no entanto, poucas sao as informacdes relacionadas a morfologia da
glandula mandibular. Além das diferencas entre as espécies, apresentam também
diferencas dentro da mesma espécie, seja por meio dos produtos secretados
pelas diferentes castas ou sexos, ou no decorrer do desenvolvimento do inseto
(Gracioli-Vitti et al., 2004). A morfologia da glandula mandibular foi descrita pela
primeira vez em Apis mellifera, como estruturas pares, localizadas na cabeca,
possuindo um ducto excretor que se abre na superficie interna da mandibula, de
origem ectodérmica, desenvolvendo-se durante a pupacdo (Cruz-Landim e
Abdalla, 2002; Pavon e Mathias, 2005).

Estudos realizados com a glandula mandibular de larvas de lepidéptera
de importancia econbmica, como a lagarta da soja Anticarsia gemmatalis
(Lepidoptera: Noctuidae), a lagarta do milho Spodoptera frugiperda (Lepidoptera:
Noctuidae) e a broca da cana-de-acucar Diatraea saccharalis (Lepidoptera:
Pyralidae), evidenciaram que esta € uma estrutura par e tubular, de aspecto
lobular, localizada latero-ventralmente ao canal alimentar (Borges, 2001; Dourado,
2004; Lopes, 2004). E importante salientar que a glandula salivar, nestes insetos,
€ modificada para a producdo dos fios de seda, utilizados na confec¢do dos
casulos, e a glandula mandibular assume o papel de secrecdo da saliva,

fundamental no processo de alimentacao do inseto (Borges, 2001).
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A estrutura e a funcdo da glandula mandibular em B. mori foram descritas
por Parthasarathy e Gopinathnan (2005). Os autores verificaram que ela é
formada por um epitélio secretor, onde as células apresentam um nucleo com
ramificacbes e ductos que se abrem nas pecas bucais. A funcdo principal esta
relacionada com o processo de digestdo, devido a secre¢cdo de enzimas
digestivas como a amilase. Entretanto, a susceptibilidade ao nucleopolyhedrovirus

nao foi analisada até o momento
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Insetos

Lagartas hibridas de Bombyx mori em 4° instar larval foram obtidas nas
indUstrias sericicolas da regido noroeste do estado do Parana, Brasil. As lagartas
foram acondicionadas em caixas de papeldao e mantidas em sala climatizada a
temperatura de 25 + 1° C; fotoperiodo de 14:10 (L:E) e umidade relativa do ar de
aproximadamente 70 + 10 %, sendo alimentadas trés vezes ao dia, com folhas

frescas de amoreira (Morus sp).

3.2. Inoculacao

O nucleopolyhedrovirus, subgrupo multiplo (BmMNPV), foi obtido de
lagartas hibridas de B. mori infectadas previamente e armazenado -20° C
(Brancalhdo et al., 2002b). A suspensao viral foi quantificada por contagem do
namero de poliedros virais em camara de Newbauer, a uma concentracdo de
8x10 8 COPs/ ml (COPs = Corpos de Oclusdo Poliédricos).

ApOs a ecdise para o 5° instar, as lagartas permaneceram em jejum por 24
horas e, em seguida, foram alimentadas com discos foliares de amoreira (2 cm de
diametro), previamente pulverizados com 20 pL de suspensdo viral. Foram
utilizadas 50 lagartas por experimento, 25 foram alimentadas com discos foliares
com o BmMMNPV e 25 com discos foliares contendo somente agua, constituindo o

grupo controle.

Durante a alimentacdo, as lagartas permaneceram confinadas
individualmente em copos plasticos descartaveis, até alimentarem-se de todo o
disco foliar, assegurando a ingestdo de toda a suspenséao viral. Ao término da
alimentacdo, as lagartas foram acondicionadas em caixas de papeldo
identificadas e transferidas para sala climatizada, recebendo diariamente folhas
de amoreira isentas do BmMMNPV. O mesmo procedimento foi realizado com as

lagartas controles.

ApoOs a inoculacéo, diariamente, os sintomas manifestados pelas lagartas

foram observados e anotados em fichas préprias, sendo a sintomatologia utilizada
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como parametro adicional para confirmacdo da infeccdo pelo BmMNPV. O

experimento foi realizado em duplicata.

3.3. Identificagcédo da glandula mandibular

ApGs a inoculagdo com intervalos de 24 horas do 2° ao 9° dia, as lagartas
foram anestesiadas com éter etilico, posicionadas dorsalmente sobre placa de
Petri preenchida parcialmente com parafina solidificada. Cada lagarta foi fixada
com alfinetes entomoldgicos na cabeca e falsas pernas caudais e dissecada no
sentido longitudinal, desde a regido anal até a altura da cabeca, com auxilio de
tesoura oftalmolégica, sob microscépio estereoscopico. Apds a identificacdo, o
par de glandula mandibular foi removido da lagarta e transferido para lamina de
vidro, sendo corado posteriormente com azul de toluidina a 3% para analise geral
de sua morfologia.

3.4. Preparagcado microscopica

Em intervalos de 24 horas do 2° ao 9° dia pdés-inoculacdo (dpi), as
glandulas mandibulares foram coletadas e acondicionadas em frascos
individualizados contendo fixador DuBosq Brasil (Becak e Paulete, 1976) por 24
horas a 4° C. O corpo gorduroso e a traguéia foram coletados para servirem como
controle positivo da infeccdo, uma vez que a sua citopatologia ja é descrita. Ao
término deste tempo, os tecidos foram lavados em alcool 70%, prosseguindo as
etapas histoldgicas de rotina: desidratacdo, diafanizacdo, emblocamento em
parafina e microtomia, conforme protocolo estabelecido por Brancalhdo (1998).
Os cortes sequenciais foram efetuados em um micrétomo Olympus CUT4055, na

espessura variando entre 5 e 7 um.

As laminas obtidas foram desparafinizadas, hidratadas e submetidas as
técnicas de coloracdo de Hematoxilina e Eosina - HE (Junqueira e Junqueira,
1983) para analise geral do epitélio glandular; técnica de Azan modificado para
corpos de oclusao viral (Hamm, 1966; Brancalhdo et al., 2000) para andlise da
susceptibilidade e da infec¢cdo causada pelo BmMNPV; e técnica citoquimica do
PAS (Acido periodico de Shiff) para polissacarideos neutros (Junqueira e
Jungueira, 1983).
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As laminas foram analisadas em um microscopio de luz Olympus BX60 e
fotomicrografadas no Olympus DP71. Laminas de material controle foram
submetidas as mesmas preparacdes utilizadas para o material inoculado com o
BmMNPV.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os sintomas manifestados pelas lagartas hibridas de B. mori nos tempos
analisados apos a inoculagdo com o BmMNPV confirmaram uma infeccdo
classica pela poliedrose nuclear e a viruléncia do isolado geografico. Os primeiros
sinais de disfungcdo metabdlica surgiram a partir do 3° dpi, com a diminuigdo
progressiva na alimentacdo,;gradual mudanca na coloragdo do tegumento,
passando de branco para branco amarelado e geotropismo negativo, entre o 5° e
6° dpi. Com a evolucdo da doenca, no final da infeccdo, entre o 7° e 8° dpi, a
fragilidade do tegumento acentuou-se, ocasionando sua ruptura, liberando a
hemolinfa com inUmeros poliedros virais no meio, caracterizando, assim, um
importante mecanismo de dispersdao do patégeno (Brancalhdo et al., 2002b;
Brancalh&o e Ribeiro, 2003; Torquato et al., 2006; Ribeiro et al., 2009).
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Figura 10 - (A) Representacdo esquematica da anatomia interna da lagarta
hibrida de B. mori em 5° instar larval, dissecada ventralmente. (B) Morfologia da
glandula mandibular de lagarta hibrida de B. mori em 5° instar vista dorsalmente
ao microscopio estereoscopico, com aumento de 20 X. Coloracdo: azul de
toluidina a 3%.

Durante as dissecacoes das lagartas hibridas de B. mori, inoculadas com o

BmMNPV, observou-se que as glandulas mandibulares apresentaram aspecto
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macroscopico semelhante ao das lagartas controle, sendo estruturas pares e
independentes, suavemente amareladas, localizadas paralelamente ao tubo
digestorio e a glandula sericigena, estando em intima relagdo com as mandibulas
das lagartas, estendendo-se até os primeiros segmentos toracicos, onde termina
o intestino anterior (Figura 10A). Ao contrario da glandula sericigena, que
apresenta uma divisdo morfolégica e funcionalmente distinta em regido anterior,
meédia e posterior (Parthasarathy e Gopinathan, 2005), a glandula mandibular
apresenta-se como um tubo cilindrico de tamanho aparentemente uniforme,
afilando-se na extremidade final. (Fig. 10B).

A histologia do tecido glandular revelou que as células da glandula
mandibular sdo formadas por um epitélio simples, constituido por células
secretoras grandes com citoplasma homogéneo, nucleos volumosos e septados
(Figura 11 A e B). Segundo Parthasarathy e Gopinathan, (2005), a glandula inteira
€ composta por aproximadamente 330 células e esse numero permanece
constante durante todo o desenvolvimento larval, atingindo seu tamanho maximo
no 3° dia do 5° instar, sem nenhum aumento no numero de células, ou seja, sem
divisbes celulares ou nucleares, sendo que o DNA nuclear passa por ciclos de

endomitoses.

A
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Figura 11, cont.

Figura 11 - Corte histolégico longitudinal da glandula mandibular de lagartas
hibridas de B. mori em 5° instar larval, sadias. (A) Visdo panoramica (B) detalhe
do nucleo septado. Nucleo (), Citoplasma (C), Lumen (L), Hemocele (H), Porcéo
final da glandula mandibular (seta). Coloracéo: Hematoxilina e Eosina - HE.

As analises citopatoldgicas do epitélio da glandula mandibular das lagartas
hibridas de B. mori em 5° instar, ndo evidenciaram nenhum indicio de infeccao
pelo BmMMNPV nos tempos analisados, do 2° ao 9° dpi, revelando que suas
células ndo sao susceptiveis ao virus (Figura 12).

No entanto, as células do corpo gorduroso e das traquéias que serviram
como controle positivo para confirmagdo da viruléncia do inoculo, revelaram a
partir do 5° dpi, caracteristicas citopatoldégicas semelhantes com aquelas descritas
na literatura para os tecidos alvos do BmMNPV (Figura 12), confirmando a
susceptibilidade das lagartas hibridas de B. mori e a viruléncia do isolado
geografico do Parana, o BmMNPV (Brancalhdo et al., 2002b; Brancalhdo e
Ribeiro, 2003; Torquato et al., 2006; Pereira et al., 2008; Ribeiro et al., 2009;
Brancalhao et al., 2009).

No nucleo das células do corpo gorduroso infectado, observou-se
inicialmente a formacdo do viroplasma, local onde os nucleocapsideos sao
produzidos. Estes adquirem um envelope membranoso, envolvendo mais de um

nucleocapsideo no caso do subgrupo multiplo (Castro et al., 1999; Brancalhao,
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2002a; Torquato et al., 2006). Os nucleocapsideos envelopados ou virions sao
agrupados em torno de uma matriz protéica, constituida pela poliedrina, formando
assim os poliedros virais, que se acumulam no nucleo celular com o avango do

ciclo reprodutivo viral, gerando uma acentuada hipertrofia nuclear.
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Figura 12 - Corte histolégico transversal da glandula mandibular de lagartas
hibridas de B. mori em 5° instar larval, no 6° dpi com BmMNPV. Glandula
mandibular (GM), Nucleo (*), Citoplasma (C), Lamen (L), Corpo gorduroso (CG),
Nucleos hipertréficos com poliedros virais em vermelho, Hemocele (H).
Coloracao: Azan modificado para Corpos de Ocluséo Virais.

O tecido gorduroso é considerado um dos principais alvos do BmMNPV e,
segundo Brancalh&o (1998), sua infeccdo pode estar relacionada a alteracdo na
coloracdo do tegumento das lagartas, pois a infeccdo destas células desencadeia
um aumento no conteudo de fosfolipidios, de colesterol, e de acidos graxos livres
na hemolinfa que, somados a presenca dos poliedros, se torna leitosa conferindo
0 aspecto branco-amarelado ao tegumento (Adams e McClintock, 1991;
Brancalh&do, 1998).

Segundo Engelhard et al. (1994); Kirkpatrick et al. (1994); Rahman e
Gopinathan (2004) e Torquato et al. (2006), a traquéia é considerada o 6rgdo
responsavel pela dispersdo da infeccdo viral nos insetos. No entanto, outros

autores, como Stoltz et al. (1973); Granados e Lawler (1981); Washbur et al.
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(1995); Barrett et al. (1998) e Silveira et al. (2004), atribuem esta funcdo a
hemolinfa. Por outro lado, Soares e Ribeiro (2005) admitem a hipétese de que
ambas as células, tragueal e hemocitos disseminam a infeccdo de NPV nas
lagartas de Anticarsia gemmatalis (lagarta da soja). De fato, durante o processo
infeccioso, varios virions, gerados de outros tecidos que sdo alvo do BmMNPV,
sao liberados para a hemolinfa.

A partir do 8° dpi, foi verificada a presenca de poliedros no meio
extracelular, circundando as células da glandula mandibular, mas nenhum sinal
de infeccdo no seu epitélio (Figura 13). A presenca destes poliedros livres
evidencia a citélise dos tecidos alvos do BmMNPV, finalizando o ciclo infeccioso
do virus nas células hospedeiras, liberando grande quantidade de poliedros,
virions e restos celulares no meio extracelular, que séo liberados para o meio
externo com a ruptura do tegumento (Torquato et al., 2006; Pereira et al., 2008).
Este tempo coincide com os dados da sintomatologia, representando um
importante mecanismo de dispersao viral, uma vez que as lagartas continuam se

deslocando de forma aleatéria (Brancalh&o e Ribeiro, 2003).

20.0 ym

Figura 13 - Corte histolégico transversal da glandula mandibular de lagartas
hibridas de B. mori em 5° instar larval, no 8° dpi com BmMNPV. Nucleo da
glandula mandibular (%), Citoplasma (C), Lamen (L), Membrana plasmatica
(v), Restos celulares (seta) com a presenca de poliedros virais maduros em
vermelho dispersos no meio extracelular, Hemocele (H). Coloracdo: Azan
modificado para Corpos de Ocluséo Virais.
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Na analise do comportamento metabdlico das células da glandula
mandibular de B. mori inoculadas com o BmMNPV, assim como no material
controle, foi verificada reacao positiva a técnica citoquimica do PAS, evidenciando
uma matriz extracelular fibrosa, lamina basal (LB) intacta e bem delimitada,
voltada para a hemolinfa e envolvendo a glandula mandibular (Figura 14). A LB é
constituida por proteinas e glicoproteinas, que se aderem a superficie externa de
muitos tipos de células (Ryerse e Reisner, 1985). Em Lepidoptera, a LB possui
uma organizacdo -caracteristicas nos diversos tecidos onde € encontrada,
diferindo de acordo com o instar do inseto, assim como O estagio de
desenvolvimento de cada tecido (Sedlak e Gilbert, 1979; Locke, 1986), podendo
atuar como uma barreira seletiva na dispersao de virus entomopatogénicos (Etzel,
1973).

100 um

Figura 14 - Corte histolégico transversal da glandula mandibular de lagartas
hibridas de B. mori em 5° instar larval, no 8° dpi com BmMNPYV. Lamina basal
(setas), Nucleo (*), Citoplasma (C), Lumen (L), Hemocele (H). Coloracao:
Deteccao pela técnica de PAS de polissacarideos neutros.

Os estudos tém demonstrado que a organizacdo e a espessura da LB
parecem influenciar na passagem de particulas inteiras em certos tecidos
(Torquato et al., 2006). Reddy e Locke (1990) descreveram o comportamento de
particulas de ouro sobre a LB de alguns tecidos de lagartas de Calpodes ethlius L.

(Lepidoptera: Hesperiidae) no 5° instar. Esses autores verificaram que particulas
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menores de 15 nm atravessavam a LB de certos tecidos como gorduroso,
tegumentar e pericardial, enquanto particulas maiores que 6 nm foram retidas na
LB da glandula sericigena, nos tubulos de Malpighi e nos musculos.

Segundo Bradley (1985), a LB pode atuar como um filtro seletivo, uma vez
gue esta estrutura é constituida por poros, particulas maiores que esses, nao
atravessam a LB. De acordo com Brancalhdo et al. (2009), os virions do isolado
geografico do BmMMNPV apresentam um tamanho médio de 95 nm de diametro e
315 nm de comprimento. Provavelmente, estes sejam maiores que 0S poros
presentes na lamina basal da glandula mandibular, pois, como verificado por
Reddy e Locke (1990), os poros presentes na lamina basal da glandula sericigina
€ de aproximadamente 6 nm, tendo a glandula mandibular a mesma origem
embrionaria, impossibilitando a passagem dos virions presentes na hemolinfa do
inseto e oriundos de outros tecidos infectados para as células da glandula
mandibular. Desta forma, a presenca da LB pode atuar como uma barreira
seletiva a passagem dos virions, impedindo ou retardando a infeccdo da glandula
mandibular pelo BmMNPV.
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Figura 15 - Corte histolégico transversal da glandula mandibular de lagarta hibrida
de B. mori em 5° instar larval, no 8° dpi com BmMNPV. Traquéia (T), Glandula
mandibular (GM), Ndacleo (%), Citoplasma (C), Lumen (L), Hemocele (%),
poliedros virais (vermelho). Coloragéo: Azan modificado para Corpos de Ocluséo
Virais.
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Durante a analise citopatoldgica dos cortes seriados, nao foi observada a
penetracdo do sistema traqueal na glandula mandibular de B. mori, assim como
foi observado no tecido gorduroso (Figura 15).

O sistema traqueal é alvo do NPV e considerado um importante o6rgao
dispersor da infeccéo viral no corpo do inseto (Engelhard et al., 1994; Rahman e
Gopinathn, 2004), pois apresenta algumas caracteristicas que facilitam o
processo infeccioso, como a sua distribuicdo nos tecidos, intimamente associados
as células; a sua adaptacdo de acordo com o crescimento tecidual através dos
tragueoblastos, que, por sua vez, ao atravessarem a LB, permitem que 0s virions
rompam esta barreira seletiva de protecdo, enquanto o epitélio traqueal forma um
sincicio, que auxilia na dispersao viral, permitindo ao virus atingir os tecidos e
provocar a infeccao sistémica (Elazar et al., 2001).

Desta forma, a auséncia de infeccao das células da glandula mandibular de
B. mori pode estar relacionada com a nao penetracao do sistema traqueal e pela
presenca da LB, que proporciona uma barreira seletiva para o virus presente na
hemolinfa, ndo permitindo o seu acesso ao orgéao.

As glandulas mandibulares de B. mori ndo apresentaram sinais de
infeccdo pelo BmMNPYV, assim como observado por Brancalhdo et al. (2009),
guando analisaram a regido anterior da glandula sericigena, a qual néo
apresentou infeccdo pelo BmMNPV. Estes dados podem estar relacionados com
a mesma origem embrionaria desses tecidos, pois ambos sdo derivados de
células comuns da ectoderme ou devido as suas caracteristicas morfologicas
semelhantes (Gracioli-Vitti e Abdalla, 2006).

Contudo, ndo se pode descartar o fato de que os tempos poés-inoculagcéo
analisados podem néo terem sido suficientes para a replicacéo viral, uma vez que
a LB pode retardar grandemente a infeccdo em determinados tecidos (Pereira et
al., 2008). No entanto, ndo foi possivel prosseguir com 0s experimentos em
periodos pods inoculacdo mais avancados devido a morte de aproximadamente
80% das lagartas e ao restante, 20%, construiram casulos de baixa qualidade e,
em sua maioria, morreram no seu interior na fase de pupa.

A auséncia de infeccdo na glandula mandibular de B. mori, assim como
de outros tecidos que néo sao alvos do BmMNPV, pode estar relacionada ainda
aos mecanismos de co-evolugcdo viral, pois uma infeccdo severa das células

resulta em lise celular e degeneracao tecidual, sendo que a morte precoce do
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inseto tornar-se-ia inevitavel. Assim, tal infec¢@o estaria contrariando a estratégia
comum do virus, que é a de prolongar o estagio larval, a fim de aumentar o
namero da progénie viral (Tanada e Kaya, 1993). E também ao mecanismo da
expressao diferencial dos genes virais, inseridos no genoma das células
hospedeiras, uma vez que o0s NPVs apresentam caracteristicamente uma
replicacédo assincrénica (Adams e McClintock, 1991; Brancalh&o, 2002a; Torquato
et al., 2006; Brancalhdo et al., 2009). Hess e Falcon (1987) registraram também
que certas células sdo programadas para desviar dos mecanismos de invasao

e/ou replicacdo, mostrando resisténcia a determinados virus.
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5. CONCLUSAO

Os sintomas manifestados pelas lagartas hibridas de B. mori em 5° instar,
inoculadas experimentalmente com o BmMNPV, confirmaram uma infeccdo
classica pela poliedrose nuclear e a viruléncia do isolado geografico do BmMNPV,
pois as lagartas manifestaram todos os sintomas da doenca.

Este estudo evidenciou que as células da glandula mandibular das
lagartas hibridas de B. mori ndo séo susceptiveis a infeccao viral por este isolado.
A auséncia de infeccdo das células da glandula mandibular pode ser decorrente
de varios fatores, como a presenca da LB, atuando como uma barreira seletiva; a
ndo penetracdo direta do sistema traqueal no tecido, uma vez que este 6rgao é
considerado um importante dispersor da infeccdo nos insetos, ou ainda a

expressao génica diferencial do genoma viral.
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