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RESUMO: Lagartas de Bombyx mori foram infectadas oralmente com uma suspensiio de Nucleopolyhedrovirus (BmNPV),
isolado no Parand. Em diferentes tempaos pds-inoculagio, quarenta e oito lagartas foram anestesiadas, dissecadas e o tegumento
foi retirado e fixado em DuBosq Brasil. O material seguiu o processamento histolégico de rotina, sendo corado pela téenica
de Azan modificado. As evidéncias de infecgiio do tegumento por BmNPV foram detectadas no 5° dia pos-inoculacio e a
citopatologia permitiu a andlise de diversas etapas do processo infeccioso: o niicleo das células epiteliais se apresentou
hipertrofiado com a formagio do estroma virogénico ou viroplasma, local onde os virions sio produzidos: posteriormente, os
virions sdo ocluidos em um cristal protéico, o poliedro: ao final do processo infeccioso ocorre lise celular e liberagio dos
poliedros na hemolinfa. No 6° dia pds-inoculagao, foi verificado. ao longo do tegumento, o desarranjo estrutural da procuticula,
havendo a formagdo de espacos entre as liminas sobrepostas. Estes espagos eram, por vezes, ocupados pelo virus. Estas
andlises se relacionam com as manifestacoes sintomatoldgicas de fragilidade e ruptura do tegumento, que ocorrem no mesmo
periodo. O liquido leitoso, conseqiientemente liberado, se constitui de restos de células lisadas e de poliedros (BmNPV).
Assim, a ruptura do tegumento auxilia na dispersdo da doenga no barracio de criaciio do bicho-da-seda, possibilitando a
infeccdio de outras lagartas na criagiio. Vinte e quatro lagartas controle, processadas da mesma maneira que o material
inoculado com 0 BmNPYV, niio apresentaram nenhum sinal de infecgéo,
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CYTOPATHOLOGY OF BmNPV INFECTION IN THE INTEGUMENT OF
Bombyx mori L., 1758 (LEPIDOPTERA: BOMBYCIDAE)
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ABSTRACT: Nucleopolyhedrovirus isolated from infected Bombyx mori larvae (BmNPV) in State of Parand, Brasil was used
to inoculate healthy fifth-instar larvae. Samples of integument tissue were removed from farty-eight larvaes at different times,
and processed for light microscopy by routine techniques. The experiment included both inoculated and non-inoculated larvae
(control). Azan staining revealed in the inoculated material different stages in the pathology, indicating the asyvnchronous
replication of the BmNPV. The infection of epidermal cells could be detected as early as at the fifth day after inoculation. Initially,
it is characterized by nuclear hypertrophy and the presence of virogenic stroma, where the virions are produced. In a second
stage, the virions appear occluded into protein crystals, the polvhedra. In a more advanced stage of viral replication, the cells
undergo lysis and liberate large numbers of polyhedra into the hemolymph. The control material did not present any signs of
infection. Spaces on the procuticle were formed on the sixth day after inoculation and sometimes they were occupied by
BmNPV. These spaces affected the structure of cuticle that becomes fragile and easily torn, releasing a milky fluid rich in lysis
cells and NPV. Thus, the disruption of the integument spread the disease over the shack of the silkworm culture.

KEY WORDS: Bombyx mori, integument tissue, Nucleopolyhedrovirus, pathology

CITOPATOLOGIA DE LA INFECCION CAUSADA POR BmNPV EN EL TEGUMENTO
DE Bombyx mori L., 1758 (LEPIDOPTERA: BOMBYCIDAE)

BRANCALHAQO, RM.C.; RIBEIRO, L.F.C. Citopatologia de la infeccion causada por BmNPV en el tegumento de Bombvx
mori L., 1758 (Lepidoptera: Bombycidae). Arg. cién. vet. zool. UNIPAR, 6(1): p. 15-20, 2003.

RESUMEN: Larvas de Bombyx mori fueron infectadas oralmente con una suspensitn de Nucleopolvhedrovirus (BmNPV)
extraido en el Estado de Parand. En diferentes tiempos pds-inoculacicn las larvas fueron anestesiadas, disecadas, y el legumento
fue retirado y fijado en DuBosq Brasil. El material seguié el procesamiento histolégico de rutina, siendo coloreado por la téenica
de Azan modificado. Las evidencias de infeccion del tegumento por BmNPYV fueron detectadas en el 5° dfa pds-inoculacién, y
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la citopatologia permitié el andlisis de diversas etapas del proceso infeccioso: el ndcleo de las células epiteliales se presento
hipertrofiado con la formacién del estroma virogénico o viroplasma, local donde los viriones son producidos; posteriormente,
Jos viriones son ocluides en un cristal proteico, el poliedro; al final del proceso infeccioso ocurre ruptura celular y liberacion de
los poliedros en la hemolinfa. Al 6° dia pés-inoculacién fue verificado, a lo largo del tegumento, el desprendimiento estructural
de la procuticula, habiendo formacion de espacios entre las liminas sobrepuestas. Estos espacios eran. por veces, ocupados '
por el virus, Estos andlisis se relacionan con las manifestaciones sintomatolégicas de fragilidad y roptura del tegumento, que
ocurren en el mismo perfode. El liquido lechoso, consecuentemente liberado, estd constituido de células lisadas y de poliedros
(BmNPV). Asi, la ruptura del tegumento auxilia en la dispersién de la enfermedad en el refugio de creacion del gusano de seda,
posibilitando lainfeccidn de otras larvas en la creacién. Larvas control, procesadas de la misma manera que el material inoculado

con ¢l BmNPYV, no presentaron ninguna sefal de infeccién.
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Revisio de Literatura

No Brasil, a sericicultura é uma importante atividade
agro-industrial. O Pas € o quarto produtor mundial de casulos
verdes' e de fios de seda. A cadeia produtiva da seda apresenta
um faturamento bruto anual da ordem de USS 129 milhdes, a
maior parte na forma de divisas auferidas com exportagdes,
uma vez que 97% da produgdo de fios de seda € destinada a
este mercado, O Parand ¢ o principal Estado produtor,
concentrando 83.59% da produgiio nacional. Atualmente, 241
municipios paranaenses sdo produtores de casulos verdes,
havendo 7.634 criadores nesses municipios, os quais
exploram uma drea de 34 mil hectares de amoreira, ¢ geram
mais de 35.000 empregos diretos na zona rural (WATANABE
et al., 2000).

Um sério problema para a atividade sericicola € a
incidéncia de doencas nas criacdes do bicho-da-seda. Dentre
os agentes patogénicos jd descritos na literatura cientifica,
citam-se protozoarios, virus, fungos e bactérias. Doengas
cansadas por estes patdgenos ocorrem em quase todas as dreas
de criaciio do mundo. As doencas virais sdo responsdveis por
quase 70% das perdas na sericicultura, quando ndo tomadas
medidas profildticas apropriadas (FONSECA & FONSECA,
1986: SENGUPTA er al., 1990).

Baculoviridae é uma importante familia de virus
entomopatogénicos. Taxonomicamente apresenta-se dividida
em dois géneros: Nucleopolyhedrovirus (NPV) e
Granulovirus (GV). O NPV € constituido por uma molécula
de DNA circular de fita dupla, asssociada com proteinas do
capsideo. formando o nucleocapsideo (BILIMORIA, 1991;
MURPHY et al., 1995; RIBEIRO et al., 1998).

No Brasil, NPV infectando lagartas de B. mori foram
detectados em 1976, por GATTI ef al., e em 1979, por
ONGARELLI, ambos no Estado de Sio Paulo. No Estado do
Parand, maior produtor de seda no Brasil, s30 poucos os
trabalhos cientificos sobre o NPV.

BRANCALHAO, em 1998, realizou uma série de
estudos verificando a ocorréncia de NPV infectando lagartas
de B. mori.

Os NPV caracterizam-se por serem poliorganotréficos
(GRANADOS & WILLIAMS, 1986; SENGUPTA et al.. 1990;
BILIMORIA, 1991) e a principal via de entrada & a oral. pela
ingestdo de alimento contaminado. As folhas da amoreira,
alimento do bicho-da-seda, sdo digeridas e absorvidas no
intestino médio (CHAPMAN, 1998) e os virus, porventura
presentes nestas folhas, penetram nas células epiteliais do

tubo digestivo (GRANADOS & LAWLER, 1981), alcangam a
hemolinfa e vio contaminar outras células do corpo do inseto
(GRANADOS & WILLIAMS, 1986; ADAMS &
MCCLINTOCK, 1991; BRANCALHAO, 1998).

Estudos conduzidos por CTANCIARULLO et al.
(1977), SENGUPTA et al. (1990) e BRANCALHAO (1998)
revelaram que o tegumento € um tecido alvo da infecgio
pelo BmNPV, que se torna frigil, rompendo-se com freqiiéncia.
Além disso. o primeiro sinal caracteristico da infecgdo por
baculovirus em lagartas € a alteragdo na coloragio do
tegumento, que passa de branco, nas lagartas sadias, para
branco-amarelado, nas infectadas (GRANADOS &
WILLIAMS, 1986; HANADA & WATANABE. 1936;
BRANCALHAO, 1998). Estas caracteristicas sdo titeis no
diagnéstico da doenga; contudo, ndo hd dados referentes a
citopatologia da infecgdo causada pelo BmNPV no tegumento
das lagartas de B. mori, bem como sua relagio com os sinais
manifestados.

Tendo em vista a importincia da atividade sericicola
para o Brasil, nfio 86 em termos econdmicos, mas tambeém
sociais, uma vez que auxilia na fixagio do homem no campo:
o presente trabalho teve como objetivos: analisar a
citopatologia da infeccdo causada pelo isolado geografico
do BmNPV no Estado do Parand e verificar o tempo de
infecciio nas células do epitélio tegumentar de B. mori.

Material e Métodos

Os experimentos foram realizados com lagartas
hibridas do bicho-da-seda da amoreira, Bombyx mori, obtidas
de inddstrias sericicolas do Estado do Parand. Lagartas do
segundo estadio de desenvolvimento foram mantidas em sala
climatizada, temperatura variando entre 23 e 26 “Ce umidade
entre 60 e 70%, e alimentadas trés vezes ao dia com folhas de
amoreira, limpas e isentas de agrotéxicos, obtidas de
plantagio no campus da Universidade Estadual do Oeste do
Parand.

No quinto estddio, as lagartas foram alimentadas com
folhas de amoreira previamente pulverizadas com uma
suspensdo do virus BmNPV. A suspensdo viral utilizada foi
de 2.26 x 10° COP/ml (COP= corpos de oclusio poliédricos),
conforme determinado por contagem em cimara de Neubauer.

Em diferentes tempos pos-inoculagio (p.i.).
comecando no segundo dia até o nono dia, com intervalos de
24 horas. as lagartas foram anestesiadas e mortas com éter
etilico e dissecadas sobre placas de Petri com parafina

I Casulos verdes- casulos coletados pelo produtor, nos barracdes de criagio do bicho-da-seda, e encaminhados aos entrepostos
de compra das inddstrias de fiagdo. Estes ainda apresentam as crisdlidas vivas. No entreposto os casulos verdes sio

desidratados em um secador, matando as crisdlidas.
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solidificada. O fixador DuBosq Brasil (JUNQUEIRA &
CARNEIRO, 1983) foi gotejado continuamente durante o
processo de abertura do tegumento, Segmentos do tegumento
foram rapidamente retirados, seccionados transversal e
longitudinalmente e colocados em frascos rotulados contendo
o liquido fixador, por 24 horas.

Antes de iniciar a desidratagdo, os segmentos foram
deixados por 24 horas em solucio 0,5% de amoniaco em
dlcool etilico a 70%, para a retirada do excesso de acido
picrico do fixador. Posteriormente, o material foi passado
pelas etapas convencionais dos preparados histoldgicos, com
algumas alteragOes referentes aos tempos: desidratagdo em
série crescente de solugdes aquosas de dlcool etilico (70%,
80%, 90%. 95% e trés vezes em 100%) por 40 minutos cada;
diafanizagdo em dlcool + xilol (na propor¢io de 1:1) por 40
minutos e xilol L, I, ITI por 15 minutos cada; banho em parafina
a 60°C, por quatro horas; emblocagem e corte, sendo que os
cortes foram feitos na espessura de 4 a 5 [lm em micrétomo;
desparafinizagio das ldminas em xilol I, II e 1IT e hidratacdo
na série decrescente de solugdes aquosas de alcool etilico
(100% por 3 vezes, 95%, 90%, 80% e 70%) por 3 minutos
cada: lavagem em dgua corrente (10 minutos), seguida de
duas lavagens em dgua destilada (10 segundos cada).

As laminas assim obtidas foram coradas pela técnica
de Azan, modificada para corpos de oclusiio virais, segundo
HAMM (1966). Foram realizadas trés repeti¢des do
experimento de inoculaciio, onde foram utilizadas 30 lagartas
por repeticio, sendo que as laminas foram confeccionadas a
partir de duas lagartas para cada intervalo de tempo estudado,
tendo sido produzidas 20 ldminas por intervalo de tempo e
480 Taminas no total.

Liminas controle, obtidas de lagartas sadias de quinto
estddio, foram submetidas as mesmas preparacOes descritas
anteriormente. Neste caso, foi utilizada uma lagarta por
intervalo de tempo, a partir da qual foram produzidas duas
liminas, totalizando 480 ldminas controle,

Os sinais manifestados pelas lagartas doentes foram
observados diariamente e foram comparados com os sinais
da doenga causada por Nucleopolyhedrovirus descritos em
literatura (GRANADOS & WILLIAMS, 1986; HANADA &
WATANABE, 1986; FONSECA & FONSECA, 1986;
SENGUPTA et al., 1990; ADAMS & MCCLINTOCK, 1991
BRANCALHAO, 1998).

Resultados e Discussio

As andlises citopatoldgicas permitiram a detec¢io da
infeccio causada pelo BmNPV nas células do epitélio
tegumentar a partir do quinto dia p.i. Os micleos das células
infectadas apresentavam-se hipertrofiados e em diferentes
graus de infeccdo, indicando uma replicacdo assincronica do
vitus (ADAMS & MCCLINTOCK, 1991; BRANCALHAO,
1998). Nestes nucleos, & primeira estrutura viral visivel € o
viroplasma ou estroma virogénico (EV) (figura 1-a). No EV
os nucleocapsideos sdc produzidos sem envelope e sé
posteriormente € que adquirem o envelope, constituindo
entdo os virions (GRANADOS & LAWLER, 1981: FRASER,
1986; GRANADOS & WILLIAMS, 1986; ADAMS &
MCCLINTOCK, 1991; BRANCALHAO, 1998) nilo visivel
na microscopia otica. O mecanismo preciso de envelopamento
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dos nucleocapsideos nio é bem conhecido (BILIMORIA.
1991: HONG et al., 1997).

Quando a sintese dos nucleocapsideos estd completa,
comeca a formacio e o desenvolvimento dos poliedros no
niicleo das células infectadas. Neste caso, 0 EV se apresentava
envolto por corpos de oclusio de forma poliédrica, ou
poliedros, corados em vermetho (figuras 1- b e ¢). Os poliedros
se apresentavam de tamanhos varidveis, indicando diferentes
estdgios do desenvolvimento da estrutura poliédrica, que
cresce pelo acimulo e cristalizagio continuos da proteina
poliedrina (BLISSARD & ROHRMANN, 1990; ADAMS &
McCLINTOCK, 1991; BRANCALHAO & SOARES, 2000).

Ao final do ciclo reprodutivo do BmNPYV, o micleo
celular mostrava-se repleto de poliedros maduros (figura 1-
¢). Quando maduros, os poliedros sdo maiores, apresentam
formato poliédrico e adquiremn um envelope. Cada poliedro
apresentava-se constituido por muitos virions (BLISSARD
& ROHRMANN, 1990: ADAMS & McCLINTOCK, 1991;
BRANCALHAO, 1998; BRANCALHAO & SOARES, 2000).
Segue-se a citélise e, conseqiiente, liberacio dos poliedros
na hemolinfa (figura 3). Todas estas etapas sdo condizentes
com os relatos da literatura para a replicacdo de
Nucleopolyhedrovirus (GRANADOS & WILLIAMS, 1986;
ADAMS & McCLINTOCK, 1991; BRANCALHAOQ, 1998;
BRANCALHAO & SOARES, 2000).

Somando-se a estas alteragdes citopatoldgicas foi
verificado, no epitélio tegnmentar, um desarranjo estrutural
da cuticnla, que perde a disposigio caracteristica de liminas
sobrepostas na regido da procuticula (endo e exocuticula).
Neste caso, espagos irregulares sfo observados ao longo do
epitélio tegumentar do-inseto. Por vezes. poliedros
extracelulares foram detectados entre estes espacos (ligura
3). Esta caracteristica histopatoldgica pode ser explicada pelo
fato de que as células do epitélio tegumentar sdo responsdveis
pela secre¢do e manutengdo da cuticula. A regido da
procuticula é constituida pelo sistema proteina-quitina.
intimamente ligados formando liminas horizontais (figura
4) (CHAPMAN, 1998). Na infecgio por
Nucleopolyhedrovirus, o metabolismo destas células
encontra-se totalmente alterado e mobilizado para a formagio
das particulas wvirais. Como conseqiiéncia, hd o
comprometimento na sintese e secreciio dos constituintes
quimicos da procuticula, que perde sua integridade estrutural.

Apesar de ndo se ter observado alteracdes nitidas na
epicuticula, os espacos na procuticula sdo, provavelmente,
responsdveis pela desestabilizacio da estrutura do tegumento
como um todo. Estas andlises se relacionam com as
informacgdes de fragilidade e ruptura do tegumento, que
ocorrem no mesmo periodo, entre o 6° e o 8° dias p.i. Com a
ruptura do tegumento acorre a liberacio, para o meio exterior,
de um liquido leitoso ou amarelado (BILIMORIA, 1991;
BRANCALHAO, 1998).

Outra manifestacio relacionada ao tegumento € a
alteracao na sua coloragio, que passa de branco para branco-
amarelado (GRANADOS & WILLIAMS, 1986; HANADA &
WATANABE, 1986; BRANCALHAO, 1998). Isto ocorre
entre 0 4° e 0 5° dias p.i.. sendo o primeiro sinal caracteristico
da doenca. Este sinal relaciona-se diretamente com a infec¢iio
das células gordurosas, que ocorre no mesmo perfodo. A
infeccio destas células por Nucleopolyhedrovirus acarreta
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Figuras 1a4- Fotomicrografias do tegumento de lagartas de B. mori de 5° estadio, no 7° dia p.i. com BmNPV. Coloracio:
Azan modificado. Observe varias células em diferentes fases da infecgo: os poliedros apresentam-se corados
em vermelho no interior das células epidérmicas e no meio extracelular. Figura 1 a, nicleos hipertrofiados, a
cabega de seta aponta o estroma virogénico; b niicleo hipertrofiado com os poliedros em formagio (menores):
e ¢- com poliedros maduros (maiores); 1.000 X. Figura 2, niicleos infectados com poliedros maduros; 400 X.
Figura 3, aspecto do tegumento apds a lise celular, observar os poliedros no meio extracelular e nos espagos
da cuticula; 400 X. Figura 4, material controle para comparagdo; 1.000 X. Envoltorio nuclear (seta), estroma
virogénico (cabega de seta), citoplasma (T), restos celulares (R), membrana basal (S), epicuticula(*),
endocuticula (=)

Arg. cign. ver, zool. UNIPAR, Unarama, .6, 0.1, p.i5-20, janfun, 2003



Citepatologia da infecedo...

em um aumento no contetido de fosfolipidios, colesterol e
dcidos graxos livres na hemolinfa, que somado 4 presenca dos
poliedros torna-se leitosa on amarelada, conferindo, assim, o
aspecto branco-amarelado ao tegumento (ADAMS &
MCCLINTOCK, 1991: BRANCALHAOQ, 1998). Com o avancar
da doenga, ocorre 4 infeccio de um maior nimero de células,
inclusive as do epitélio tegumentar, acentuando esta
caracteristica.

Os poliedros s@o estruturas de resisténcia, que
persistem por longo tempo no meio ambiente (DAVID, 1975;
LONGWORTH, 1973 CIANCIARULLO eral., 1977, LEWIS
& ROLLINSON, 1978; BLISSARD & ROHRMANN, 1990;
ADAMS & McCLINTOCK. 1991; BILIMORIA, 1991).
Assim, torna-se essencial, que uma vez detectada a presenca
deste virus, as lagartas infectadas sejam imediatamente
eliminadas (HANADA & WATANABE, 1986).

Além disso, estas lagartas, enquanto vivas, representam
um foco potencial do virus, eliminando poliedros infectivos
através da boca, do dnus (GRANADOS & WILLIAMS, 1986;
SENGUPTA et al., 1990; ADAMS & McCLINTOCK, 1991;
BILIMORIA, 1991}, e do tegumento rompido. Estes poliedros
aderem-se facilmente &s folhas da amoreira, possibilitando
sua ingestdo por lagartas sadias: e uma vez que a via oral € a
principal via de entrada dos NPV (LONGWORTH, 1973;
SENGUPTA ef al., 1990, VASCONCELOS, 1996;
BRANCALHAO, 1998), estes podem reiniciar seu processo
infeccioso no novo hospedeiro. Soma-se a isto o deslocamento
aleatdrio e o geotropismo negativo exibido pelas lagartas
infectadas, altera¢des comportamentais comuns nas infecgdes
pelo baculovirus (GRANADOS & WILLIAMS, 1986;
HANADA & WATANABE, 1986; BRANCALHAQ, 1998), o
gue auxilia ainda mais na dispersao da doenga dentro dos
barracdes de criacio.

Liminas controle provenientes de lagartas sadias de
3° estddio e processadas da mesma forma descrita para as
infectadas ndo apresentaram poliedros, nem EV, ou quaisquer
estruturas ou componentes que indicassem infeccio viral,
em nenhum dos tempos analisados (figura 4).

Conclusoes

- O BmNPV isolado no Estado do Parand, Brasil, infecta
as células epiteliais do tegumento de B. mori.

* As lesOes celulares causadas pelo BmNPV apresentam
0S8 mesmos aspectos citopatoldgicos descritos para outros
tecidos em B. mori.

- A ruptura do tegumento, manifestacio caracteristica
das infeccoes pelo BmNPV, relaciona-se com a infecgio das
c€lulas do epitélio tegumentar, Isto forma espacos detectiveis
na epicuticula que, possivelmente, desestabilizam a estrutura
do tegumento como um todo, que se rompe,
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