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RESUMO

PESSINI, Graziele Milani, M.Sc. Universidade Estadual de Maringa, Outubro de
2014. Descrigao da sintomatologia e analise da proteina kin 17 em lagartas de
Bombyx mori submetidas a intoxicacao pelo inseticida chlorantraniliprole.
Orientadora: Maria Aparecida Fernandez. Conselheiros: Ana Silvia Lapenta e
Priscilla Ayleen Bustos Mac-Lean.

A pulverizacdo aérea de um novo inseticida, cujo principio ativo é o
chlorantraniliprole, em plantagbes proximas a areas de amoreiral, tem causado
danos aos produtores de bicho-da-seda, Bombyx mori. Neste trabalho, foi avaliado o
efeito do inseticida chlorantraniliprole em lagartas de diferentes idades de B. mori.
Diferentes doses do inseticida foram aplicadas por imersdo em folhas de amoreira e,
em seguida, disponibilizadas para a nutricdo das lagartas. Foi observado 100% de
mortalidade das lagartas em concentragbes elevadas de 0,2 e 0,1 ppm de
chlorantraniliprole. Além disso, foram frequentes sintomas como a parada de
alimentagao, vomitos, desenvolvimento irregular e ecdise irregular. Outros sintomas
comuns em concentragdes subletais (0,025, 0,0125, 6,25 x 103, 3,13 x 10° e 1,57 x
107 ppm) foram a presenga de fezes em rosario e a produgédo de casulos de casca
fina. A analise histologica revelou que o chlorantraniliprole provoca profundas
alteracdes morfoldgicas na parede intestinal, tanto no epitélio de revestimento, como
na musculatura associada, afetando a fungao fisioldégica do 6rgao e a sobrevivéncia
do inseto. Os resultados obtidos na imunodetec¢cdo com anticorpo contra a proteina
kin17 em tecidos larvais de B. mori demonstraram que ndo houve expressao desta
proteina, tanto em tecidos provenientes de lagartas controle como de lagartas
intoxicadas a 0,025 ppm do inseticida. Isso sugere que, em B. mori, a kin17 nao
deve estar envolvida com processos de estresse celular por intoxicagdo dessa
classe quimica do inseticida testado. Podemos concluir que elevadas concentracdes
do inseticida chlorantraniliprole causam significativas taxas de mortalidade, afetando
o desenvolvimento das lagartas de B. mori, e nas concentragdes subletais, reduzem

a quantidade de casulos normais.

Palavras-chave: Bicho-da-seda, chlorantraniliprole, kin17, sintomas, mortalidade.
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ABSTRACT

PESSINI, Graziele Milani M.Sc. Universidade Estadual de Maringa, October, 2014.
Description of symptomatology and analysis of kin 17 protein in larvae of
Bombyx mori intoxicated with chlorantraniliprole. Adviser. Maria Aparecida
Fernandez. Committee Members: Ana Silvia Lapenta and Priscilla Ayleen Bustos
Mac-Lean.

Chlorantraniliprole is the main compound of a new insecticide and its aerial spraying
near mulberry plantations has been caused several damages to the silkworm
(Bombyx mori) producers. In this work, the effects of chlorantraniliprole insecticide
were analyzed in different instars of B. mori larvae. Different doses of the insecticide
were administrated by immersion of the mulberry leaves and then offered to the
larvae. Were observed that, in high concentration of chlorantraniliprole (0,2 ppm and
0,1 ppm), the mortality rate of larvae were 100%. Besides, symptoms such as
feeding cessation, regurgitation, late development and incomplete ecdysis were
frequent. Other common symptoms in sub-lethal concentrations (0,025, 0,0125, 6,25
x 107, 3,13 x 10° e 1,57 x 10 ppm) were rosary-shaped excrements and production
of thin-shelled cocoons. The histological analysis revealed that chlorantraniliprole
cause serious morphological changes in the internal midgut, both to the epithelial
coating and its associate muscles, modifying its physiological functions and the insect
survival. The results obtained in immunodetection, using the antibody against kin17
protein in larval tissue of B. mori, showed that there was no expression of this
protein, both in larval tissue of the control group and the larvae intoxicated with 0,025
ppm of the insecticide, this results suggests that, in B. mori, kin17 protein is not
associated with process of cellular stress by intoxication using this class of
insecticide tested. Thus, we can conclude that chlorantraniliprole, in high
concentrations, caused significant mortality rates, affect the larvae development in B.
mori and in the sub-letal concentrations, the amount of regular cocoons were

reduced.

Keywords: Silkworm, Chlorantraniliprole, kin17, symptoms, mortality.



1. INTRODUGCAO

A espécie Bombyx mori, descrita por Linnaeus, € muito estudada e usada
como sistema modelo. E descrito para o bicho-da-seda um rico repertério de
informagdes genéticas sobre mutagdes que afetam seu desenvolvimento, morfologia
e comportamento (Arunkumar et al., 2006). Sado inumeras as ragas reportadas para
B. mori L. (Lepidoptera, Bombycidae), sendo as mais conhecidas as de origens
geograficas japonesas, europeias e chinesas.

A ordem Lepidoptera possui entre 400 e 500 espécies que produzem seda,
porém somente de oito a nove sao comercialmente utilizadas, entre elas, a B. mori,
responsavel por 99% da produ¢cdo mundial de seda (Dingle et al., 2005). As outras
espécies pertencem a familia Saturniidae: Antheraea pernyi Guerin, A. milita Drury,
A. yamamai Guerin, A. assama Helfer e Aftacus ricini Boisduval, entre outras
(Goldsmith et al., 2005).

Bombyx mori produz seu casulo por meio da secreg¢do das glandulas
sericigenas, as quais ocupam um tergo do corpo da lagarta, quando este chega ao
quinto instar, e secretam as proteinas fibroina, sericina e fibrohexamerina na forma
liguida. Quando entram em contato com o ar, estas proteinas se solidificam,
formando um fio e o casulo € entdo construido pelas lagartas por movimentos
extremamente regulares e precisos (Mondal et al., 2007). Desse casulo produzido
pelo inseto é extraido o fio de seda. A seda é uma fibra macia e leve, considerada
adequada a todos os climas, pois € ma condutora de calor e quando misturada com
outros fios, produz tecidos mais resistentes (Fernandez et al., 2005).

B. mori é considerado uma espécie totalmente domesticada, pois nao é
mais encontrado na natureza, sendo totalmente dependente do homem para
sobreviver. Provavelmente, este lepidoptero evoluiu da linhagem selvagem Bombyx
mandarina, que apresenta caracteristicas morfolégicas semelhantes e capacidade
de acasalamento interespecifica (Goldsmith et al., 2005).

Estima-se a existéncia de cerca de 3000 gendtipos de B. mori em paises de
clima temperado e tropical (Nagaraju e Goldsmith, 2002), mantidos na Asia e na
Europa, diferindo entre si, principalmente quanto as suas preferéncias ambientais e
ao numero de geragbes que podem ser obtidas anualmente. B. mori pode ser

classificado por meio de diversas maneiras, podendo ser, de acordo com a regiao
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nativa, o voltinismo, o numero de ecdises ou até mesmo a cor do casulo (Aruga,
1994).

A pratica de sericicultura inclui o cultivo de amoreira, pois este lepidéptero
se alimenta exclusivamente deste vegetal, associado a produg¢ao de ovos, criagao
de lagartas, producdo de casulos e, finalmente, a produgdo de seda pelo setor
industrial. O clima do Brasil é favoravel tanto para o cultivo de amoreira como para
a criacao do bicho-da-seda, sendo a sericicultura uma boa alternativa de cultura
para o pais, especialmente para os pequenos agricultores (Fernandez et al., 2005).

Embora plantagdes de amoreira sejam livres de agroquimicos, a deriva de
agrotoxicos pode ocorrer (Nagaraju e Goldsmith, 2002). Por outro lado, as lagartas
de B. mori sao altamente suscetiveis aos inseticidas em geral. Sendo assim, a
aplicacao de inseticida no campo sericicultura ndo € aconselhavel, uma vez que as
folnas de amoreiras contaminadas ou o contato da lagarta com o inseticida pode
prejudicar este inseto e consequentemente a produgdo dos casulos (Bora et al.,
2012).

O uso de agroquimicos por pulverizagdo aérea em grandes culturas pode
contaminar o amoreiral, alimento do B. mori, trazer prejuizos aos criadores e a
industria, de forma a afetar toda a cadeia produtiva da seda. No entanto, a
eliminacdo completa da deriva de agrotdxicos é quase impossivel.

O chlorantraniliprole, uma nova classe quimica de pesticida diamidas
antranilicas, possui potente atividade contra insetos da ordem Lepidoptera (Temple
et al., 2009), além de ser seguro para mamiferos (Lahm et al., 2007). Este inseticida
atua em receptores de rianodina, os quais desempenham importante papel na
funcdo muscular. A sinalizacdo resulta em liberacdo de calcio armazenado no
reticulo sarcoplasmatico, fazendo com que os filamentos de actina deslizem sobre
os de miosina. Com isso, as miofibrilas se encurtam e o musculo se contrai
permanentemente. Isso resulta em rapida parada alimentar, paralisia, inclusive do
coragao, e, finalmente, em morte da lagarta (Cordova et al., 2006).

Entre todos os patdégenos que afetam o bicho-da-seda, o baculovirus
Bombyx mori Nucleopolyhedrovirus (BmNPV) é o principal causador de perdas na
producdo, causando prejuizos econémicos para o0s sericicultores. O
Nucleopolyhedrovirus faz parte do género Nucleopolyhedrovirus (NPV) e € um
patdogeno altamente infectivo, que causa uma das mais sérias doencgas virais,

conhecida por poliedrose nuclear ou amareliddo. No Parana, um isolado geografico
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do virus Nucleopolyhedrovirus, subgrupo multiplo (MNPV) foi descrito por
Brancalhdo (2002) e constitui a principal ameacga a produgao de seda no estado.

Recentemente, foi reportada a clonagem e sequéncia das proteinas de
reconhecimento de origens de replicagdo, ORC, Bm1 a Bm6 em Bombyx mori (Yang
et al., 2011). E relatado que essas proteinas apresentam dominios conservados
com as proteinas descritas em mamiferos. E descrito na literatura que a infecgdo
pelo BmNPV reflete um aumento significativo de proteinas relacionadas a replicagao
do DNA, denominadas BmORC, em lagartas de B. mori. Esses resultados reforgam
a importancia da utilizacado desse sistema para estudos de replicagcdo do DNA em
eucariotos e a possivel participacdo de proteinas acessoérias correlacionadas a
focos de replicagdo, como a proteina de reparo kin17.

A proteina kin17 é comprovadamente envolvida no reparo do DNA e
acredita-se que esta seja mais expressa em situagdes de estresse celular, o que
pode incluir, por exemplo, a intoxicagdo por agrotoxicos. Esta proteina foi
descoberta, em 1989, em células de rato, gracas a anticorpos policlonais
monoespecificos dirigidos contra a proteina RecA de Escherichia coli (Angulo et al.,
1989). Entre os eucariotos, o gene KIN17 & conservado filogeneticamente, o que o
indica para atividade funcional em processos bioldgicos basicos. A estrutura da
proteina kin17 tem sido estudada em camundongos e foi possivel observar que ela
apresenta cinco dominios funcionais. Estudos moleculares relacionando os
sintomas da intoxicagao por inseticidas e proteinas ativadas por estresse, como a
kin17, em lagartas de bicho-da-seda s&o escassos na literatura. Por isso, faz-se
necessario a investigagdo da expresséo desta proteina em lagartas intoxicadas por
inseticidas.

Em 2013, nove municipios do estado do Parana foram afetados pela deriva
de agrotoxicos, totalizando 55 sericicultores prejudicados. Foram 126 hectares de
amoreiral comprometidos, com um valor de prejuizo estimado em R$ 114.893,28
(SEAB, 2013). Devido a grande demanda apresentada por sericicultores de
diferentes regides do estado, fez-se necessario a investigagdo da sintomatologia e
os efeitos biologicos das diferentes concentragbes de chlorantraniliprole, pois o
mesmo vem trazendo prejuizos para os sericicultores e consequentemente para
toda cadeia produtiva de seda. Sendo assim, este trabalho teve como objetivo
avaliar os sintomas e analisar a expressao da proteina kin17 em lagartas

intoxicadas experimentalmente pelo inseticida chlorantraniliprole.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Bombyx mori

O bicho-da-seda é um lepidéptero domesticado, cujos casulos sao utilizados
para a produgcdo de fios de seda. Este inseto pertence ao reino Animalia, filo
Artropoda, classe Insecta, ordem Lepidoptera, familia Bombycidae, género Bombyx
(Hanada e Watanabe, 1986). E, além da abelha, o unico inseto domesticado com
finalidade comercial (Kellogg, 1910).

O B. mori apresenta um ciclo de vida tipico dos lepiddpteros, com quatro
estagios distintos: ovo, lagarta, pupa e adulto, finalizando com a metamorfose. As
lagartas passam por cinco estagios, classificados em 1°, 2°, 3°, 4° e 5° instar (Figura
1). O bicho-da-seda tem seu tamanho corporal elevado quase que setenta vezes e
ocupa quatro vezes mais o espacgo inicial. Depois de cinco semanas, quando a
lagarta esta no 5° instar, ela para de se alimentar, inicia a fiagcdo do casulo e se
converte em pupa. Mais tarde, esta se transformara em uma mariposa (Aruga,
1994). Quando a pupa se transforma em mariposa, pode-se verificar o dimorfismo
sexual, sendo as fémeas significativamente maiores que os machos (Hanada e
Watanabe, 1986). Os ovos sdo de constituicdo pequena, ndo permitindo o
armazenamento de macronutrientes, como a glicose, no entanto, as vitaminas
podem ser armazenadas para atender as exigéncias iniciais das lagartas (Toledo,
1996).

Bombyx mori € originario da China e vem sendo domesticado pelo homem
ha aproximadamente 5.000 anos para obtencao de fios de seda, o qual é utilizado
para fabricagdo de roupas e outros utensilios (Brancalh&o, 2002), havendo mais de
3.000 linhagens conhecidas (Yamamoto, 2000). No entanto, este lepiddptero
também tem sido usado para produzir proteinas recombinantes (Tomita et al., 2003)
e como biorreatores (Zhang et al., 2006). Além disso, a seda é usada como fonte de
biomateriais, como mostrado por Wang et al. (2007), e as pupas para a remogao de
metais pesados de aguas contaminadas (Paulino et al., 2007).

Devido as suas caracteristicas de facil manuseio e criacdo, B. mori é
considerado hoje um organismo modelo em estudos cientificos. A ordem

Lepidoptera, ao qual o B. mori pertence, possui entre 400 e 500 espécies que



produzem seda, porém somente de oito a nove sao comercialmente cultivadas;
entre elas B. mori, que é responsavel por 99% da produgcdo mundial de seda (Dingle
et al., 2005). As outras espécies pertencem a familia Saturniidae (Nagaraju e
Goldsmith, 2002).

Figura 1 - Ciclo de vida do bicho-da-seda (Bombyx mori L.). As lagartas de
diferentes tamanhos representam os cinco instares, que culminam na pupa no
interior do casulo. A mariposa menor representa o macho adulto e a maior a fémea.
(Munhoz, 2010).

Tem sido aceito que Bombyx mandarina seja o ancestral selvagem mais
proximo de B. mori (Goldsmith et al., 2005), sendo ambos morfologica e
fisiologicamente similares. Bombyx mandarina, de ocorréncia no Japao e na Coréia,
apresenta 27 cromossomos, enquanto Bombyx mandarina, da China, apresenta 28
cromossomos, assim como o domesticado B. mori. Os dois tipos selvagens,
Bombyx mandarina da China e do Japao, possuem morfologia homogénea e

numero de cromossomos diferentes por genoma (Li et al., 2007).
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A espécie domesticada foi propagada em larga escala e utilizada para a
producdo de seda na China, Japao e Europa, chegando ao Brasil apenas no ano de
1740 (Hanada e Watannabe, 1986). Devido ao seu antigo processo de
domesticagéo, as lagartas ndo conseguem se alimentar em seu ambiente natural,
necessitando que o alimento seja fornecido pelo homem. Esta dieta consiste
exclusivamente em folhas de amoreiras. As mariposas de B. mori apresentam asas
e aparelho mastigatério degenerados e nao podem mais voar ou se alimentar, ou
seja, esta espécie é totalmente dependente do homem, o que caracteriza a
completa domesticacdo (Munhoz, 2010). Estima-se que a espécie sofreu mais de
quatrocentas mutagdes, gerando ragas geneticamente melhoradas para a produgéo
de seda. (Holanda et al., 2004).

O casulo produzido pelo inseto, do qual é extraido o fio de seda, é rico em
proteinas produzidas por um par de glandulas chamadas sericigenas (Rahman e
Gopinathan, 2003). Essas glandulas ocupam um tergo do corpo do inseto quando
este chega ao quinto instar. Elas secretam as proteinas fibroina, sericina e p25 ou
fiborohexamerina na forma liquida. Quando entram em contato com o ar, estas
proteinas se solidificam, estando prontas para formar o casulo (Mondal et al., 2007).
As cadeias de fibroina, que sdo proteinas fibrosas, formam filamentos rigidos,
juntamente com a sericina e a fibrohexamerina, constituindo os fios de seda
(Corradello, 1987). Uma terceira categoria de proteinas constituintes do casulo,
caracterizada molecularmente nos lepidopteros Galleria mellonella e B. mori e
denominadas seroina 1 e seroina 2, atuam como agentes antimicrobianos,
protegendo o casulo de fungos e bactérias (Zurovec et al., 1998).

De acordo com a distribuicdo geografica, o B. mori pode ser classificado e
identificado como de origem japonesa, chinesa europeia ou indiana (Krishnaswami
et al., 1979). Pode ser classificado também de acordo com o voltinismo, o numero

de ecdises ou até mesmo conforme a cor do casulo (Aruga, 1994).

2.2. Sericicultura

A sericicultura € uma das atividades agroindustriais mais antigas que se tem
registro na humanidade (Schoeser, 2007). Compreende a cultura da amoreira
(Morus spp.), a criagao do bicho-da-seda (Bombyx mori L.) e a produgao de fios de
seda. E reconhecida como uma das atividades agroindustriais mais promissoras e
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adequadas ao desenvolvimento econémico e social do meio rural, que proporciona
oportunidades de emprego com um investimento minimo, principalmente em
pequenas propriedades. Caracteriza-se como uma atividade essencialmente
familiar, que absorve mao-de-obra feminina, de baixo impacto ambiental e de rapido
retorno financeiro.

Desde a antiguidade, a sericicultura tem sido um meio de subsisténcia para
muitos trabalhadores, seja no campo ou na cidade, tornando-se um importante fator
para a globalizagao, por aproximadamente 2000 anos, durante a chamada “Era da
Rota da Seda” (Kurin, 2002). Estas rotas ndo sO foram significativas para o
desenvolvimento e florescimento de grandes civilizagbes, como o Egito Antigo, a
Mesopotamia, a China, a Pérsia, a india e até Roma, mas também ajudaram a
fundamentar o inicio do mundo moderno. “Rota da seda” € uma traducéo do alemao
Seidenstralle, sendo a primeira denominagdo do caminho feita pelo gedgrafo
aleméo Ferdinand von Richthofen, no século XIX (Eliseeff, 1998).

Atualmente, a sericicultura é a principal fonte econédmica para mais de 30
milhdes de familias em paises como a China, india, Vietnd e Tailandia. E ndo é
diferente para o agronegodcio brasileiro, contribuindo para o desenvolvimento
sustentavel do pais, por meio da inclusdo social associada ao fato de ser uma
atividade de baixo impacto ambiental.

A China foi a primeira civilizagdo a utilizar a seda. Os primeiros dados
encontram-se nas escritas de Confucio, que falam sobre a criagdo doméstica do
bicho-da-seda nos palacios da imperatriz Siling-Chi no século XVIIl a.C. Nestes
escritos, ha registros sobre a forma de controle do ciclo do bicho-da-seda,
alimentando-o com folhas de amoreira e matando os adultos antes de nascerem,
além das técnicas do bobinamento dos filamentos, tecendo-os em fios resistentes
que, posteriormente, eram usados para a confecgdo de tecidos (Alvarez e Lépes,
2003).

No Brasil, a introducéo da sericicultura ocorreu no estado do Rio de Janeiro,
no ano de 1848, no municipio de Itaguai, onde foi instalada a primeira industria de
seda nacional, a Companhia Imperial Seropédica Fluminense. Posteriormente, a
atividade se desenvolveu em Minas Gerais, com a instalagdo da primeira Estacao
Experimental de Sericicultura, no municipio de Barbacena, em 1912. Em 1992, na
cidade de Campinas, Sao Paulo, foi criada a primeira industria de seda, a Seda

Nacional S.A. (Hanada e Watanabe, 1986). Atualmente, esta atividade é
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basicamente para exportagdo, uma vez que o mercado nacional consome tao
somente 2-3% de sua produgdo. Hoje a sericicultura brasileira esta concentrada na
regido centro-sul do pais, especificamente nos estados de Sao Paulo, Parana e
Mato Grosso do Sul (Fernandez, 2005).

Especificamente no Parana, o bicho-da-seda aparece pela primeira vez em
Cambara, em 1932, mesma cidade onde, em 1946, surgiu a primeira fabrica
paranaense. No final da década de 60, com o incentivo de algumas industrias
paulistas, iniciou-se na regido do Norte Pioneiro, no municipio de Ibaiti e em outros
municipios vizinhos, a criagao do bicho-da-seda em escala comercial. Em 1972,
instalava-se no Parana, no municipio de Cornélio Procopio, a KANEBO SILK DO
BRASIL — INDUSTRIA DE SEDA. Em 1973 e em 1984, o sistema cooperativista do
Parana passou a participar da cadeia produtiva da seda, com a implantacédo de um
Projeto da Cooperativa dos Cafeicultores e Agropecuaristas de Maringa Ltda.
(Cocamar). A partir de 1970, a atividade comegou a crescer no estado. Na safra
1985/86, o Parana tornou-se o maior produtor nacional de casulos verdes.

O estado do Parana continua sendo o maior produtor nacional de casulos
verdes. Na safra de 2012/2013, foi responsavel por mais de 89% da producao
nacional, com a produg¢ao de pouco mais de 2000 toneladas de casulos verdes.
Segundo consta no Relatério Takii, o segmento agroindustrial da seda contribuiu
com quase vinte e sete milhées de ddlares na formagao do Valor Bruto da Produgéo
Paranaense (SEAB, 2013).

O levantamento do numero de sericicultores no estado do Parana é do ano
1985, quando havia 2.210 barracdes e 4.446 ha de area cultivada com amoreira. O
municipio de Nova Esperanga continua como o maior produtor do estado, onde a
atividade é exercida por 199 sericicultores e equivale a 10% do total do estado, com
303 barracdes (13%), numa area de 730 ha (16%) e 344 mil kg de casulos verdes
(16%) (SEAB, 2013).

2.3. Deriva de agrotoéxicos

A deriva é conceituada por varios autores de forma similar, Christofoletti
(1999) define deriva como tudo aquilo que ndo atinge o alvo. Miller (1993) define
deriva como a parte de uma aplicagao agricola que é carregada para fora da area

alvo, pela agcdo do vento. Completando, Miller (2004) afirma que o agrotoxico

8



também pode ser transportado, na forma de deriva, em gotas ou na forma de vapor.
Além do prejuizo resultante da perda de agrotdxico e dos danos que podem ser
causados em culturas e insetos adjacentes, a deriva assume grande importancia
devido a conscientizagao da populagéo, nos ultimos anos, em relagéo a saude e ao
ambiente (Centner, 2014).

Na sociedade atual, existe um consenso de que o0s agrotoxicos sao
prejudiciais ao homem, em raz&do das noticias de contaminagao ambiental. O seu
uso, no entanto, tem contribuido com a pratica agricola, permitindo o cultivo em
larga escala. Sua utilizagdo deve ser feita de maneira racional, dentro do contexto
mais amplo da protegao integrada de plantas. Evita-se, assim, a contaminagdo do
solo e da agua, os danos a saude humana e animal e o aparecimento de pragas,
doengas e plantas daninhas mais resistentes.

Christofoletti (1999) definiu pulverizagdo como um processo mecénico de
geragdo de gotas por uma determinada calda, que pode ser uma mistura,
suspensdao ou uma diluigdo e definiu aplicagdo como um processo onde o
agrotoxico é pulverizado no alvo.

A pulverizagdo aérea de agrotoxicos surgiu da crescente demanda mundial
de producdo de alimentos e grandes culturas passaram cada vez mais a ser
plantadas em areas muito extensas, requerendo agilidade no combate a pragas
(Centner, 2014). Porém, a deriva de agrotdxicos continua sendo um dos maiores
problemas da agricultura moderna (Sumner e Sumner, 1999; Tsai et al., 2005).

A correta utilizagdo dos agroquimicos dentro do sistema de produgao
agricola é fundamental para a preservagao do potencial produtivo das lavouras, mas
geram uma preocupagao ambiental em virtude de seu potencial de risco de
contaminagao (Barcellos et al., 1998). Para que seu uso ocorra de maneira segura,
€ preciso utilizar estes agroquimicos obedecendo as recomendacgdes, preservando
0 solo, a agua, a saude humana e animal e combatendo as doencgas, pragas e
plantas daninhas que prejudicam a produgao agricola e a qualidade do alimento
produzido.

Estudos indicam que, em aplicagcdes por pulverizacido aérea, apenas 25%
do volume total aplicado chegam as plantas alvo, indicando que 3/4 da dose
calculada total é perdida por meio da deriva. O desvio esta associado ao movimento
fisico das gotas de pulverizagdo no momento da aplicagédo. Esse tipo de desvio é

chamado deriva do vento, resultante de métodos de aplicacao e fatores associados
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de equipamentos. Este tipo de desvio pode ser simplesmente um desvio de nao
mais do que 9 metros a partir do ponto de pulverizacdo. Gotas pequenas, no
entanto, podem viajar centenas de metros e podem evaporar para a atmosfera. O
desvio ocorre, por vezes, até mesmo dias apos o término da aplicagdo. Este tipo
deriva, chamado vapor derivada, € mais comumente associado com volatilizagcao
(mudangca de estado de liquido para gas) de pesticidas com subsequente
movimento da zona de tratamento.

Antuniassi (2008) cita que o termo deriva foi dividido em dois tipos principais
sendo, exoderiva e endoderiva. Quando a perda se da para locais fora da area alvo
em que a aplicagdo foi realizada, esta € conhecida como exoderiva, como, por
exemplo, as gotas carregadas pelas correntes de ar ou pelo vento. Quando essa
perda se da na propria area alvo em que ocorreu a aplicagdo, na forma de
escorrimento, por exemplo, essa é caracterizada como endoderiva. A deriva é
influenciada por muitos fatores que podem ser agrupados em quatro categorias: 1 -
Caracteristicas da pulverizagdo, 2 - Técnicas utilizadas, 3 - Condigdes
meteriolégicas, 4 — Cuidados e habilidade do operador .

Desde a safra 2009/2010, os produtores de bichos-da-seda do estado do
Parana vém sofrendo perdas totais ou parciais em suas produgdes, trazendo
grandes prejuizos ndo sO para os produtores, mas também para as fiagbes
artesanais e para a industria. Normalmente, isso vem acontecendo, nos periodos de
janeiro a margo de cada ano, por conta de derivas dos agrotoxicos pulverizados via
aérea em grandes culturas.

Os inseticidas utilizados atualmente sdo altamente especificos para
combater lepidopteros, que sao considerados pragas em grandes culturas. O
grande problema é que B. mori € um lepidoptero herbivoro monofagico, ou seja,
alimenta-se exclusivamente de folhas de amoreira e que pode sofrer em
consequéncia da deriva de agrotoxicos que tinham como alvo insetos pragas e n&o

insetos “Uteis”.

2.4, Chlorantraniliprole

As propriedades inseticidas do extrato aquoso das plantas do género
Ryania foram descobertas em 1940. Pesquisas provenientes das Universidades

Rutges e Cornell descobriram que extratos do caule de Ryania speciosa
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(Flacourtiaceae) contém diversos compostos estruturalmente relacionados (Jefferies
et al., 1992). Entre eles, o mais estudado é a rianodina, que pode ser usado para o
controle de insetos.

O chlorantraniliprole € um inseticida que contém a molécula Rynaxypyr e
seu nome é derivado da rianodina, inseticida natural. (Cordova et al., 2006). Este
inseticida pertence a nova classe quimica de pesticida, diamidas antranilicas, que
possui potente atividade contra insetos da ordem Lepidoptera (Temple et al., 2009),
sendo considerado especifico e seguro para mamiferos (Lahm et al., 2007). Seu
mecanismo de ag¢ao controla pragas resistentes a outros inseticidas, ocorrendo por
meio da ativacdo de receptores de rianodina do inseto. Esses receptores
desempenham papel crucial na fungdo muscular, pois a contracdo das células
musculares exige uma liberagdo exata de calcio dos depdsitos intracelulares no
citoplasma celular. O chlorantraniliprole, por sua vez, liga-se aos receptores de
rianodina, causando a liberacdo descontrolada e deplecdo de calcio do reticulo
sarcoplasmatico para as miofibrilas musculares, fazendo com que os filamentos de
miosina deslizem por entre os filamentos de actina (Figura 2). Com isso, as
miofibrilas se encurtam e o musculo se contrai permanentemente, o que resulta em
rapida parada alimentar, paralisia, inclusive do coracdo, e finalmente na morte da
lagarta (Cordova et al., 2006; Papa, 2008). Este modo de agé&o é diferente de outras
classes de inseticidas. Portanto, ndo existe resisténcia cruzada entre o
chlorantraniliprole e outros grupos de inseticidas (Lahm et al., 2009).

Inseticidas pertencentes ao grupo das diamidas antranilicas sao
particularmente potentes contra insetos recém-nascidos, quando eles saem dos
ovos (atividade ovo-larvicida). Além disso, a significativa agao ovicida é observada
em diferentes niveis, dependendo da espécie da praga, sendo que o maior
percentual de controle é visualizado quando os ovos sdo depositados em
superficies tratadas. A eficiéncia de controle sobre lagartas também é satisfatéria
gracas as caracteristicas do produto em possuir agao translaminar, quando
pulverizado sobre as folhas e frutos da planta, e agdo sistémica, se aplicado em
drench no solo na projegao da copa (Anonymous, 2007).

Os inseticidas mencionados agem primeiramente por ingestdo e
secundariamente por contato (Papa, 2008). O inseticida move-se dentro do tecido
foliar, onde fica protegido da lixiviagdo, e enquanto isso permanece disponivel a

alimentagao de insetos mastigadores em ambas as superficies da folha.
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Figura 2 - Mecanismo de acdo do inseticida chlorantraniliprole nas células
musculares de lepiddpteros (Anonymous, 2007).

Estudos comparativos sobre a ativacdo do receptor rianodina, entre as
linhagens de células de insetos e mamiferos, foram realizados para determinar se a
seletividade do receptor € um fator diferencial que contribui para a baixa toxicidade
em mamiferos. A base para essa seletividade € uma diferenga estrutural entre os
receptores de rianodina dos insetos, denominados RyR1, e mamiferos que
expressam trés receptores isomorficos. Portanto, o chlorantraniliprole age
preferencialmente sobre RyR1, unico em insetos, e, como consequéncia, € de 400 a
3000 vezes mais potente em artropodes fitéfagos do que em humanos (Lahm et al.,
2007).

O pesticida mencionado acima controla pragas-chave de frutiferas, tais
como maga (Malus domestica), péra (Pyrus communis), uva (Vitis vinifera), péssego
(Prunus pérsica) e plantas produtoras de grdos, como milho (Zea mays) e soja
(Glycine max). Em pragas do tomateiro, o chlorantraniliprole € indicado no controle
de traca-do-tomateiro, Tuta absoluta e broca-pequena-do-fruto, Neoleucinodes
elegantalis e outras pragas da ordem Lepiddéptera, como, por exemplo, lagarta
rosca, Agrotis ipsilon e Helicoverpa zea (Cordova et al., 2007).
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Devido ao seu principio unico e um efeito inseticida excelente,
chlorantraniliprole foi rapidamente adotado como um dos principais inseticidas para
controle de pragas de grandes culturas (Chen et al., 2010). A pulverizagdo aérea
deste inseticida em plantagbes préximas a areas de amoreiral tem causado graves
perdas na produgéo de casulos dos bichos-da-seda e consequentemente prejuizos
para os produtores, para as fiagdes artesanais e para as industrias.

2.5. Proteina kin17

A proteina ativada por estresse kin17 é uma das proteinas descritas como
putativa de envolvimento com o processo de iniciacdo da replicagado, recombinacao
e reparo do DNA em mamiferos (Despras et al., 2003; Mazin et al., 1994a). Uma
dessas evidéncias foi obtida por meio de técnicas de imunofluorescéncia indireta e
microscopia eletrénica, com as quais foi possivel demonstrar que a proteina kin17
esta associada a cromatina, formando focos de replicagdo por todo o
nucleoplasma, similar aqueles observados com outras proteinas envolvidas no
splicing de RNA, na replicacdo e reparo do DNA (Kannouche et al., 2000).
Provavelmente, a proteina kin17 deve participar como uma proteina acessoria na
replicacdo do DNA, promovendo a interagao entre a replicagao e o reparo do DNA,
como componente de complexos proteicos de alto peso molecular (Biard et al.,
2002; Masson et al., 2003; Miccoli et al., 2005).

A proteina kin17 foi descoberta, em 1989, em células de rato, gragas a
anticorpos policlonais monoespecificos dirigidos contra a proteina RecA de
Escherichia coli (Angulo et al., 1989). Em bactérias, o papel essencial da proteina
RecA é no reparo do DNA em processos de recombinagdo, mutagénese e
regulacdo de genes da resposta SOS (Anderson e Kowalczykowski, 1998). Entre
os eucariotos, o gene KIN17 & conservado filogeneticamente, o que indica o gene
KIN17 para atividade funcional em processos biologicos basicos. Tém sido
identificados ort6logos da kin17 em humanos, camundongo, Arabidopsis thaliana,
Drosophila melanogaster, Brugia malayi e Schizosaccharomyces pombe e outros
organismos eucarioticos (Despras et al., 2003).

O gene da proteina kin17 esta situado no cromossomo 2 em murinos e no
brago curto do cromossomo 10 nos seres humanos (Angulo et al., 1991). Em

humanos, o gene apresenta tamanho de 20.000 pares de bases, sendo composto
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por 12 éxons e 11 introns. As proteinas kin17 de murinos e humanos tém uma
homologia de 92,4%. Elas possuem, respectivamente, 391 e 393 aminoacidos e
uma massa molecular de 45 e 47 kDa, apresentando o mesmo ponto isoelétrico de
9,3 (Kannouche et al., 2000).

A estrutura da proteina kin17 tem sido estudada em camundongos. Estes
estudos permitiram observar que ela apresenta cinco dominios funcionais, como

pode ser visto na Figura 3 (Kannouche et al., 1997; Mazin et al., 1994b).

! 24 28 162 241 337
N[l]mmon
350 201 258 372 393
A RH KOW

Figura 3 - Dominios funcionais da proteina kin17: MTS (sinal putativo de
localizagdo mitocondrial); ZF (dedo de zinco); RH (dominio de homologia a proteina
RecA de E. coli); NLS (sinal de localizagao nuclear); KOW (motivo KOW) (Despras,
2006).

A proteina kin17 apresenta trés dominios particulares, que se localizam nas
regides hidrofilicas da molécula:

— Um sinal de localizagao nuclear, NLS (nuclear localization signal), situado
entre os aminoacidos 240 e 258 da proteina kin17. Ele assegura a
localizac&o nuclear da proteina, a qual possui uma distribuigao intranuclear
em compartimentos especificos, que se localizam com sitios de sintese de
DNA.

— Um motivo dedo de zinco, ZF (zinc finger) do tipo Cx2Cx12Hx5H, situado
entre os aminoacidos 28 e 50, que permite a interagcdo da proteina kin17
com o DNA (Mazin et al., 1994b). Este dedo de zinco é similar ao da PARP
(poly ADP-ribose polymerase), uma proteina que esta envolvida no reparo
do DNA.

— Uma regido de 40 aminoacidos situados no corpo da proteina (aminoacidos
162 a 201), que apresenta uma homologia de 49% com a extremidade C-
terminal da proteina RecA bacteriana (Angulo et al., 1991). Esta regido de
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homologia explica a detecgcdo da kin17 por anticorpos dirigidos contra a

RecA, sendo uma regido fortemente conservada na sequéncia da proteina

kin17. De fato, a delegcao deste fragmento inibe a reagdo cruzada com os

anticorpos dirigidos contra a RecA e provoca uma redistribui¢do da kin17 no
nucleo (Kannouche et al., 1997). Um motivo denominado KOW foi
identificado entre os aminoacidos 330 e 363, sendo confirmado por analise
de cristalografia da extremidade C-terminal da proteina kin17 (Le Maire et
al., 2006). Alguns dados indicam que os motivos KOW estdo, dentro do

metabolismo do RNA, relacionados com interagdes proteina-proteina e

proteina-RNA (Steiner et al., 2002).

Em um estudo da expressao do gene KIN17 em células de carcinoma
colorretal humano (linhagem RKO), utilizando RNA anti-senso para silenciar o RNA
mensageiro da proteina, foi observado que a redugéo no nivel de expressao desta
€ acompanhada de uma redugao do crescimento e da proliferagao celular, além de
um acumulo de células no comego ou no meio da fase S do ciclo celular (Biard et
al., 2002). A analise por citometria de fluxo de células que superexpressam a
proteina kin17 revelou uma alteragdo no padrao de intercalamento do iodeto de
propideo ao DNA, um composto fluorescente que é utilizado nesta técnica para
marcar a molécula. Assim, a superexpressdo da proteina poderia induzir a
mudangas conformacionais na cromatina, hipétese esta que Condiz com fato de
que uma fragao da proteina esta associada a cromatina (Biard et al., 2002).

Estudos realizados por Zeng et al. (2011) demonstraram uma
superexpressao da proteina kin17 em tumores de cancer de mama. Em estudos de
expressao desta proteina em algumas linhagens celulares humanas derivadas de
tumores, pode ser observado que a mesma foi expressa em diferentes niveis dentre
as células analisadas: nas linhagens H1299 (céancer de pulm&o), RKO (carcinoma
coloretal), K562 (leucemia mieldide crénica) e HEK 293 (células embrionarias de rim
humano), a kin17 se encontra superexpressa; em MeWo (melanoma), as células
demonstraram uma diminuigdo nos desta proteina. Entretanto, para células de
linhagens de melanoma em camundongos B16F10-Nex2 e seus clones B16F10-
Nex2B e B16F10-Nex2D, a kin17 foi detectada em todas as fracbes analisadas,
citoplasma, nucleo e associada a cromatina, maior intensidade nas amostras de
kin17 associada a cromatina, em especial na linhagem mais agressiva, mas nao

metastatica (Cardoso, 2014). Essa alteragdo na expressado da proteina kin17
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poderia estar relacionada a um fendtipo tumoral ou ser um pré-requisito para o seu
aparecimento (Despras et al., 2003; Biard et al., 2002).

Publicagdes recentes associam a proteina kin17 a uma fungéo distinta das ja
conhecidas. Cloutier et al. (2013) relatam que essa proteina pode se associar a uma
metiltransferase, sendo metilada na lisina 137. Nessas condi¢des, a kin17 pode ter
atividade de chaperona, afetando a sua atividade primaria de resposta a estresse
celular. Em outro trabalho (Cloutier et al., 2014), é descrito que a associagao da
kin17 a metiltransferase ocasiona o deslocamento dessa proteina do nucleo para o
citoplasma. Os autores descrevem também que o motivo c-terminal KOW, além de
ser uma regido de ligacdo de RNAs, pode estar associado a mediagdo da
associacao do complexo do spliciossomo com RNA ribossomais.

Em B. mori, a expressao discreta de uma isoforma de ~50 kDa foi
anteriormente descrita em extratos celulares da linhagem Bm5 de B. mori, detecgao
essa sO observada quando ocorre a utilizagdo de anticorpos contra a regidao RecA e
nao do anticorpo contra a regido KOW (Rando et al., 2011). O peso molecular
aproximado de 50 kDa concorda com o observado para células em cultura de
hamster Chinés de 49 kDa da amostra 422, o qual foi utilizado como controle
positivo (Lima Neto et al., 2014). Na analise da sequéncia do gene ortdlogo da
proteina kin17 de B. mori (AK377488.1), € observado que, na regiao C-terminal, nao
€ descrito a sequéncia denominada KOW, regiao que esta presente em proteinas
kin17 de mamiferos. A falta de uma regiao envolvida na ligagdo com RNA pode
indicar que, pelo menos para B. mori, essa proteina € expressa somente em

resposta ao estresse celular.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Descrigao da sintomatologia em lagartas de B. mori submetidas a

intoxicagao pelo inseticida chlorantraniliprole

3.1.1. Manejo e intoxicagcao de Bombyx mori

Os experimentos foram realizados no laboratério de Fiagdo de Seda -
BRATAC S.A., na cidade de Bastos, Sdo Paulo, com os hibridos comerciais de B.
mori desta empresa. As lagartas de B. mori foram criadas em condi¢des de
sanidade, temperatura e umidade controladas. A temperatura das salas de criagao
foi ajustada a 28 + 0,5°C e 90 + 5% de umidade relativa para a criacao de lagartas
de B. mori do 1° instar, enquanto as lagartas do 2° instar foram mantidas a 27 +
0,5°C e com 85 = 5% de umidade relativa. As lagartas de B. mori do 3° 4° e 5°
instar foram criadas em 26 + 0,5°C e umidade relativa de 70 £ 5%.

Uma iluminagao artificial branca foi utilizada nas salas de criagdo para expor
as lagartas de B. mori a 14 horas diarias de fotoperiodo e 10 horas de escuro.
Durante as experiéncias, foram registrados o numero de lagartas mortas e os
sintomas observados.

Folhas de amoreira foram imersas em solugao contendo chlorantraniliprole e
outro grupo, o grupo controle, recebeu folhas imersas em agua e, em seguida,
oferecidas as lagartas de B. mori. Antes e apds as aplicagdes do inseticida, as
lagartas foram tratadas com folhas normais de amoreira. As caixas foram limpas
diariamente, sendo que os restos de amoreiras e fezes, que constituem a “cama’,
foram retirados para melhoria das condi¢cbes sanitarias da criagao, dificultando

assim a proliferacdo de doencas.

3.1.2. Concentragao letal

Os tratamentos foram aplicados em trés repeticbes, com 20 lagartas de B.
mori cada. As seguintes concentragdes chlorantraniliprole em ppm (partes por
milh&o), foram usadas: 0,2; 0,1; 0,05; 0,025; 0,0125; 6,25 x 10°; 3,13 x 10> e 1,57 x
107. Os grupos controle consistiam em lagartas de B. mori que foram alimentadas
exclusivamente de folhas de amoreira livres do inseticida.

Foram oferecidas as lagartas de B. mori folhas de amoreira contendo

clorantraniliprole em diferentes dias e diferentes idades: 1° e 2° dia do 1° instar, 1° e
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3° dia do 2° instar, 1° e 3° dia do 3° instar, 1° e 3° dia do 4° instar, 1° e 5° dia do 5°
instar. Além disso, duas aplicagdes de chlorantraniliprole foram realizadas para
lagartas no 5° instar: 1° e 2° dias do 5° instar e 5° e 6° dias do 5° instar.

Para os bioensaios de concentracao letal, folhas de amoreira foram imersas
em solugdes aquosas, contendo diferentes concentracdes de chlorantraniliprole,
como mencionado acima. As folhas foram secas em temperatura ambiente e, em
seguida, oferecidas as lagartas de B. mori. Cada repeti¢éo incluiu 20 lagartas de B.
mori que foram alimentadas uma vez por dia, em placa de Petri com folhas de
amoreira contendo diferentes concentragbes de chlorantraniliprole, da seguinte
forma: as lagartas expostas ao inseticida no 1° ou 2° dia do 1° instar foram
alimentadas com 7 cm? de folhas de amoreira, enquanto as lagartas expostas no 1°
ou 3° do 2° instar foram alimentadas com 16 c¢cm?; lagartas do 1° ou 3° dia do 3°
instar foram alimentadas com 10 g de folhas de amoreira e as lagartas do 1° ou 3 °
dias do 4° instar e do 1° ou 5° dia do 5° instar foram alimentadas com 30 g de folhas
de amoreira. Os tratamentos que envolveram a exposi¢céo de lagartas de B. mori
duas vezes ao chlorantraniliprole foram de 30 g de folhas de amoreira, quando a
exposi¢cao ocorreu no 1° e 2° dia do 5° instar e com 100 g de folhas de amoreira
quando a exposigao ocorreu no 5° e 6° dia do 5° instar. Antes e depois das
aplicagdes, as lagartas foram alimentadas em abundancia, com folhas de amoreira
livres do inseticida.

As amoreiras utilizadas nos bioensaios foram cultivadas no campo
experimental da empresa Fiagdo de Seda BRATAC S.A., na cidade de Bastos, S&o
Paulo. As folhas de amoreiras utilizadas para a alimentagao das lagartas de B. mori
foram retiradas de amoreiras com idade a partir de 75 dias. As lagartas do 1°, 2° e
3° instar foram alimentadas com folhas jovens de amoreira retiradas da parte
superior do galho principal, enquanto as folhas mais velhas foram oferecidas para
as lagartas do 4° e 5° instar.

3.1.3. Sintomatologia

ApoOs as aplicagbes chlorantraniliprole, sintomas relacionados a exposi¢ao
ao inseticida foram registrados imediatamente apds o primeiro dia de exposigao:
parada na alimentagdo, vémito, desenvolvimento tardio e ecdise irregular. Estes

sintomas foram classificados de acordo com a intensidade, em que 0 representou a
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auséncia de sintomas e 5 representou o mais alto nivel dos sintomas. Além disso,
as seguintes variaveis produtivas foram coletadas: QCN — quantidade de casulos
normais, QCCF — quantidade de casulos casca fina, PCN — peso unitario do casulo
normal, PCCF — peso unitario do casulo casca fina, PV — pupas vivas, CD —
quantidade de casulos duplos. Embora ndo fossem tomadas medidas para distinguir
casulos de casca fina de casulos normais, casulos de casca fina podem ser
visualmente diferenciados de casulos normais, uma vez que suas conchas sdo mais

finas e translucidas.

3.1.4. Analise morfolégica

Os efeitos da toxicidade de chlorantraniliprole em lagartas de B. mori de 5°
instar foram avaliados por meio de bioensaios com hibridos comerciais, sendo
utilizado duas concentra¢des do inseticida 0,2 e 0,1 ppm, além do controle. Folhas
de amoreira foram imersas em solugao, contendo chlorantraniliprole e oferecidas as
lagartas no 1° dia do 5° instar. Antes e apds as aplicagdes, as lagartas foram
tratadas com folhas normais de amoreira. No 4° dia apds a ingestao das folhas com
inseticida, as lagartas foram anestesiadas e dissecadas, havendo a retirada de
segmentos da parede do intestino médio. Estes foram fixados em DuBosq Brasil,
seguindo o processamento histologico convencional para emblocamento em
parafina. Os blocos de parafina foram seccionados no micrétomo Olympus
CUT4055, cortes de 7 um. As laminas assim obtidas foram coradas pela técnica da
hematoxilina e eosina para analise tecidual geral (Junqueira; Junqueira, 1983).
Todas as laminas foram analisadas em um microscépio de luz Olympus CBA e
fotomicrografadas em fotomicroscéopio Olympus BX60 da UNIOESTE.

As caixas foram limpas diariamente, sendo que os restos de amoreiras e
fezes, que constituem a “cama”, foram retirados para melhoria das condigcbes
sanitarias da criagdo, dificultando assim a proliferagdo de doencas.

3.1.5. Andlises estatisticas

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC), com trés
repeticdes por tratamento. Vinte lagartas de B. mori foram usadas por repeticdo. Os
dados obtidos através das avaliagcbes foram submetidos a analise de variancia,
seguida de teste de média Scott-Knott (0,05%), utilizando-se o programa
computacional SISVAR 5.3 (Ferreira, 2010).
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3.2. Avaliagao da expressao da proteina kin17 em lagartas de B. mori

submetidas a intoxicagao pelo inseticida chlorantraniliprole

3.2.1. Manejo e intoxicagao de Bombyx mori

Os experimentos foram realizados no laboratério de Melhoramento Genético
de Bicho-da-seda - UEM, na cidade de Maringd, Parana, com os hibridos comerciais
de B. mori da Fiagao de Seda - BRATAC S.A. As lagartas de B. mori foram criadas
em condi¢des higiénicas e em ambientes controlados. A temperatura das salas de
criacdo foi ajustada a 28 £ 0,5°C e 90 £ 5% de humidade relativa para a criagao de
lagartas de B. mori. Uma iluminac&o artificial branca foi utilizada nas salas de
criacdo para expor as lagartas de B. mori a 14 horas diarias de fotoperiodo com 10
horas de escuro.

ApoOs estabelecer os valores para concentracbes letais e subletais, foi
escolhida a concentragdo de 0,025 ppm (partes por milhdo), que foi considerada
subletal, de chlorantraniliprole para ser utilizada neste experimento.

Um disco de folha de amoreira de aproximadamente 16 cm? contendo 10 pl
de chlorantraniliprole nas diferentes concentra¢des foi oferecido as lagartas de B.
mori todos os dias de manha, no 1°, 2° 3° e 4° dia do 5° instar, de modo que
tivéssemos certeza da ingestao de todo o inseticida pela lagarta. O mesmo foi feito
com as lagartas do grupo controle, onde os discos oferecidos continham 10 ul de
H,0. Os tratamentos consistiam em 4 repeticdes de 20 individuos cada.

Antes e ap0s as aplicagdes, as lagartas foram tratadas com folhas normais
de amoreira. As caixas foram limpas diariamente e os restos de amoreiras e fezes,
que constituem a “cama”, foram retirados para melhoria das condi¢cdes sanitarias da

criacao, dificultando assim a proliferacdo de doencgas.

3.2.2. Obtencao das amostras de proteinas

Os tecidos larvais, tubulo de Malpighi e corpo gorduroso foram dissecados
de lagartas de B. mori em diferentes horas pds-intoxicagao (hpi): 120 hpi, 144 hpi,
168 hpi e 192 hpi. Estes tecidos foram escolhidos por estarem relacionados com

excrecao e metabolismo de algumas substancias neste inseto. O mesmo foi feito
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com as lagartas do grupo controle. Tais horarios foram escolhidos apods testes
preliminares demonstrarem maior alteracdo nos tecidos larvais ocasionado pelo
inseticida. Esses tecidos, coletados de 5 lagartas por horario, foram transferidos
para tampéao de lise (lauril sulfato de sédio 2%, EDTA 10 mM pH 8,0, Tris-HCI 0,1 M
pH 8,0) e armazenados a -80°C (Rando et. al., 2011; Brancalho, 2002).

As amostras foram homogeneizadas com auxilio de pistilos e fragmentadas
por sonicagdo (2x por 30 segundos com poténcia 50% e 2x por 30 segundos com
poténcia 60%, Fisher Scientic). Na sequéncia, foram centrifugadas a 10.000 rpm por
10 minutos, em temperatura de 4°C. O sobrenadante foi retirado e acondicionado a -
80°C para posterior utilizagao.

Houve a necessidade de um protocolo para retirada de substancias, como
lipideos, que interferem nas amostras de corpo gorduroso. Este protocolo consistiu
da adicdo de 400 pl de metanol e 100 pl de cloroférmio, respectivamente, em 100 pl
de amostra. Para a separacao das fases, foi adicionado ainda 300 pl de H,O. Na
sequéncia, a amostra foi centrifugada a 9000 rpm, por 1 minuto; a fase mais alta foi
entdo descartada e 300 uyl de metanol foram novamente adicionados, seguido por
nova centrifugacdo, de 2 minutos, a 9000 rpm. O sobrenadante foi descartado e ao
pellet, apés secagem, foram adicionados 50 pl de tampao SDS-page + SDS 10%
(Pakkianathan et al., 2012; Wessel e Flugge, 1984).

As amostras utilizadas como controle positivo neste trabalho foram
linhagens de melanoma de camundongo (Ramos, 2013). O marcador de peso
molecular utilizado foi o ColorPlus Prestained Protein Ladder (New England
Biolabs).

Em todas as amostras, foi ainda adicionado Red Loading Buffer (New
England Biolabs) na proporgéo de 1:3, seguido pela fervura a 100°C, por 4 minutos,

antes da aplicagao no gel.

3.2.3. Gel de poliacrilamida

As amostras de proteinas foram separadas por eletroforese em gel de
poliacrilamida unidimensional do tipo descontinuo, na presenca de dodecil sulfato de
sédio (SDS-PAGE), de acordo com Laemmlli (1970). Para a preparagao dos géis, foi
utilizada uma solugdo de acrilamida/bis-acrilamida na proporgédo de 29:1. O gel de

empilhamento foi utilizado a uma concentracédo de 4% (0,125 M de Tris-HCI, pH 6,8;
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0,1% de SDS) e o gel de separagédo a uma concentracao de 12% (0,375 M de Tris-
HCI, pH 8,8; 0,1% de SDS) em sistema de eletroforese Mini-Protean IIl (BioRad). O
tampao de eletroforese foi Tris-glicina 1X. As amostras foram incubadas a 100°C,
por 4 minutos, e aplicadas no gel. A separacéo eletroforética foi realizada a 100

volts.

3.2.4. Quantificagao de proteinas

A quantificagdo de proteinas é necessaria para avaliar a integridade das
amostras e também para especificar a quantidade necessaria para melhor
visualizacido da expressao das proteinas por amostra.

O método de Bradford (1976) foi realizado utilizando a coloragdo de
Coomassie brilliant blue (Bio-Rad) para avaliar a integridade da amostra. O gel de
poliacrilamida preparado foi mantido em solugdo de Coomassie brilliant blue (Sigma
Aldrich) por, no minimo, 1 hora e depois descorado em solugdo de descoloragéo,
contendo 50ml de alcool absoluto, 10ml de acido acético glacial e 40ml de agua
destilada, por 30 minutos.

Foi realizada também uma quantificagdo utilizando o BCA Protein Macro
Assay Kit (Serva Electrophoresis) em Nanodrop 2000 (Thermo Scientific) e os dados

obtidos foram utilizados para as amostras aplicadas na imunodeteccgéao.

3.2.5. Deteccao por western blot

As proteinas separadas em gel de poliacrilamida foram transferidas para
membranas de nitrocelulose e a imunodeteccdo realizada com anticorpos
monoclonais anti-Kin17. Foi utilizado o anticorpo contra Kin17 humana (K58, Santa
Cruz Biotechnology), que reconhece uma sequéncia localizada ao longo do dominio
homologo ao da RecA (dominio central da proteina KIN17 humana). A eficiéncia da
eletrotransferéncia foi avaliada pela coloracdo das membranas com o corante
Ponceau S para proteinas. O corante foi removido por sucessivas lavagens com
TBS-T 1X (Tris-HCI 200 mM pH 7,5; NaCl 1,35 M e Tween-20 1%). A etapa de
bloqueio foi realizada com solugao de bloqueio (Albumina Amersham Pharmacia 3%
em TBS-T 1X, por meio de incubagdo por 1 hora, sob agitacdo, a 25°C.
Sequencialmente, a membrana foi incubada com o anticorpo primario anti Kin17
humana (K58, Santa Cruz Biotechnology (diluigdo 1:7500)) em TBS-T 1x + albumina
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3%, por 16 horas, a 4°C, sob agitacdo. A incubagdo com o anticorpo secundario
Polyclonal goat anti-mouse immunoglobulin (Dako — Denamark (diluigao 1:15000))
foi realizada por 1 hora, sob agitacdo em temperatura ambiente. A revelagao foi
obtida utilizando o kit ECL Plus da GE Healthcare. Os sinais de quimiluminescéncia

foram detectados no aparelho ImageQuant Las 500 (GE Healthcare Life Sciences).

3.2.6. Analise dos efeitos de baixa dosagem sobre a produtividade de Bombyx

mori

Os experimentos foram realizados no laboratério de Melhoramento Genético
de Bicho-da-seda - UEM, na cidade de Maringa, Parana, com os hibridos comerciais
de B. mori da Fiagao de Seda - BRATAC S.A. As lagartas de B. mori foram criadas
em condi¢des higiénicas e em ambientes controlados. A temperatura das salas de
criacdo foi ajustada para 28 + 0,5°C e 90 + 5% de humidade relativa para a criagéo
de lagartas de B. mori. Uma iluminagao artificial branca foi utilizada nas salas de
criacdo para expor as lagartas de B. mori a 14 horas diarias de fotoperiodo com 10
horas de escuro.

Um disco de folha de amoreira de aproximadamente 16 cm? contendo 10
de chlorantraniliprole foi oferecido as lagartas de B. mori no 1° dia do 5° instar, de
modo que tivéssemos certeza da ingestdo de todo o inseticida pela mesma. O
mesmo foi feito com as lagartas do grupo controle, onde os discos oferecidos
continham 10 ul de H,O. Os tratamentos consistiam em 4 repeticoes de 20
individuos cada.

Antes e ap0s as aplicagdes, as lagartas foram tratadas com folhas normais
de amoreira. As caixas foram limpas diariamente, retirando-se os restos de
amoreiras e fezes, que constituem a “cama”, para melhoria das condi¢cdes sanitarias
da criacao, dificultando assim a proliferagcao de doencas.

As seguintes variaveis produtivas foram coletadas para analise: CC-
comprimento do casulo, PC — peso do casulo e PCS — peso da casca sérica.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC), com quatro
repeticdes por tratamento. Vinte lagartas de B. mori foram usadas por repeticdo. Os
dados obtidos por meio das avaliagdes foram submetidos a analise de variancia,
seguido de teste de média Scott-Knott (0,05%), utilizando-se o programa
computacional SISVAR 5.3.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

O chlorantraniliprole é frequentemente aplicado por pulverizagao aérea para
eliminar insetos lepidopteros, causando grandes danos e perdas na produgéo de
casulos. Nos Uultimos anos, os produtores brasileiros de bicho-da-seda tém
apresentado grandes perdas na produgdo de casulos, em consequéncia da
aplicacao irresponsavel de inseticidas proximos aos barracdes de criagao.
Aparentemente, essas perdas estao relacionadas ao periodo de tempo em que os
inseticidas sdo pulverizados em lavouras proximas de barracdes de criagdo de B.

mori.

4.1. Descrigao da sintomatologia em lagartas de B. mori submetidas a
intoxicacao pelo inseticida chlorantraniliprole

4.1.1. Concentragao letal do chlorantraniliprole

Analisou-se a mortalidade das lagartas de bicho-da-seda depois de terem
sido expostas a oito concentracdes diferentes de chlorantraniliprole (Quadro 1). As
duas maiores concentragdes do inseticida, 0,2 e 0,1 ppm resultaram em 100% de
mortalidade das lagartas na maioria das idades. A unica excec¢ao foi a aplicagdo do
inseticida realizada no 2° instar larval, onde a mortalidade foi de 85% e 55%,
quando aplicado o inseticida na concentracdo de 0,1 ppm, no 1° e 3° dia,
respectivamente, e na concentracdo de 0,2 ppm, quando aplicado no 3° dia
(88,33%). Este fato também ocorreu na concentragcado de 0,05 ppm, no 5° instar,
tanto com uma aplicagédo do agroquimico no 5° dia, como com duas aplicagdes no
5° e no 6° dia, que resultou em 100% de mortalidade. Uma alta taxa de mortalidade
também foi apresentada por Han et al. (2011), quando aplicado chlorantraniliprole a
uma concentracdo de 50 mg L em Plutella xylostella. A mortalidade, neste
trabalho, variou de acordo com os dias apés a aplicagao do chlorantraniliprole. Este
lepidoptero, conhecido como traga das cruciferas, € uma praga comum na familia
das Brassicaceae, tendo como representantes de importancia econémica o repolho,

0 couve, a couve-flor e o brocolis.
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As lagartas do 5° instar que receberam duas aplicagdes (5° e 6° dias) na
concentragdo de 0,025 ppm também apresentaram alta mortalidade: 98,33%.
Quando foram realizadas duas aplicagbes de chlorantraniliprole no 5° e 6° dias em
lagartas do 5° instar, nas concentragdes iguais 0,2, 0,1 e 0,05 ppm, ocorreram taxas
de mortalidade de 100%, evidenciando que, quando ocorre contato das lagartas
com chlorantraniliprole nessas condi¢des, elas estdo mais susceptiveis aos seus
efeitos prejudiciais. Segundo Chen et al. (2010), o periodo residual toxico deste
inseticida ¢ muito longo. Folhas de amoreira pulverizadas com 1,25 x 10 m/L, apds

60 dias, pode causar mortalidade de 100% em lagartas do 3° e 5° instar.

Quadro 1 - Taxa de mortalidade em lagartas de B. mori, considerando dia de
aplicagdo e concentragao do inseticida chlorantraniliprole (Munhoz et al., 2013)

Instar Dia de exposicéo Concentragao de Mortalidade (%)
chlorantraniliprole (ppm)

1° Instar 1° dia 0,2 100,00 a
1° Instar 1° dia 0,1 100,00 a
1° Instar 1° dia 0,05 80,00 b
1° Instar 1° dia 0,025 0,00 f
1° Instar 1° dia 0,0125 0,00 f
1° Instar 1° dia 6,25 x 107 0,00 f
1° Instar 1° dia 3,13x 10 0,00 f
1° Instar 1° dia 1,57 x 107 0,00 f
1° Instar 1° dia Grupo Controle 0,00 f
1° Instar 2° dia 0,2 100,00 a
1° Instar 2° dia 0,1 100,00 a
1° Instar 2° dia 0,05 96,66 a
1° Instar 2° dia 0,025 0,00 f
1° Instar 2° dia 0,0125 0,00 f
1° Instar 2° dia 6,25 x 10 0,00 f
1° Instar 2° dia 3,13x 103 0,00 f
1° Instar 2° dia 1,57 x 107 0,00 f
1° Instar 2° dia Grupo Controle 0,00 f
2° Instar 1° dia 0,2 100,00 a
2° Instar 1° dia 0,1 85.00 b
2° Instar 1° dia 0,05 0,00 f
2° Instar 1° dia 0,025 0,00 f
2° Instar 1° dia 0,0125 0,00 f
2° Instar 1° dia 6,25 x 107 0,00 f
2° Instar 1° dia 3,13x10° 0,00 f
2° Instar 1° dia 1,57 x 107 0,00 f
2° Instar 1° dia Grupo Controle 0,00 f
2° Instar 3° dia 0,2 88,33 b
2° Instar 3° dia 0,1 55,00 c
2° Instar 3° dia 0,05 0,00 f
2° Instar 3° dia 0,025 0,00 f
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Quadro 1, cont...

2° Instar
2° Instar
2° Instar
2° Instar
2° Instar
3° Instar
3° Instar
3° Instar
3° Instar
3° Instar
3° Instar
3° Instar
3° Instar
3° Instar
3° Instar
3° Instar
3° Instar
3° Instar
3° Instar
3° Instar
3° Instar
3° Instar
3° Instar
4° |Instar
4° |nstar
4° |Instar
4° |nstar
4° |Instar
4° |nstar
4° |Instar
4° |nstar
4° |Instar
4° |nstar
4° |Instar
4° |nstar
4° |Instar
4° |nstar
4° |Instar
4° |nstar
4° |Instar
4° |Instar
5° Instar
5° Instar
5° Instar
5° Instar
5° Instar
5° Instar

3° dia
3° dia
3° dia
3° dia
3° dia
1° dia
1° dia
1° dia
1° dia
1° dia
1° dia
1° dia
1° dia
1° dia
3° dia
3° dia
3° dia
3° dia
3° dia
3° dia
3° dia
3° dia
3° dia
1° dia
1° dia
1° dia
1° dia
1° dia
1° dia
1° dia
1° dia
1° dia
3° dia
3° dia
3° dia
3° dia
3° dia
3° dia
3° dia
3° dia
3° dia
1° dia
1° dia
1° dia
1° dia
1° dia
1° dia

0,0125
6,25 x 10
3,13x 107
1,57 x 107

Grupo Controle
0,2
0,1
0,05

0,025

0,0125
6,25 x 107
3,13x 107
1,57 x 107

Grupo Controle
0,2
0,1
0,05

0,025

0,0125
6,25 x 10
3,13x 107
1,57 x 107

Grupo Controle
0,2
0,1
0,05

0,025

0,0125
6,25 x 107
3,13x 107
1,57 x 107

Grupo Controle
0,2
0,1
0,05

0,025

0,0125
6,25 x 10
3,13x 107
1,57 x 107

Grupo Controle
0,2
0,1
0,05

0,025

0,0125
6,25 x 10

0,00f
0,00 f
0,00 f
0,00 f
0,00f
100,00 a
100,00 a
5,00 f
0,00 f
0,00 f
0,00 f
0,00 f
0,00 f
0,00 f
100,00 a
98,33 a
33,33 d
13,33 d
0,00 f
0,00 f
0,00 f
0,00 f
0,00f
100,00 a
100,00 a
3,33 f
1,66 f
3,33f
6,66 f
1,66 f
3,33 f
0,00 f
100,00 a
100,00 a
15,00 e
5,00 f
0,00 f
5,00 f
1,66 f
3,33f
1,66 f
100,00 a
100,00 a
13,33 e
3,33 f
3,33 f
1,66 f
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Quadro 1, cont...

5° Instar 1° dia 3,13x 107 3,33 f
5° Instar 1° dia 1,57 x 107 1,66 f
5° Instar 1° dia Grupo Controle 0.00f
5° Instar 5° dia 0,2 100,00 a
5° Instar 5° dia 0,1 100.00 a
5° Instar 5° dia 0,05 100,00 a
5° Instar 5° dia 0,025 56,66 c
5° Instar 5° dia 0,0125 1,66 f
5° Instar 5° dia 6,25 x 107 0,00 f
5° Instar 5° dia 3,13x 107 1,66 f
5° Instar 5° dia 1,57 x 107 0,00 f
5° Instar 5° dia Grupo Controle 0,00f
5° Instar 1° e 2° dia 0,2 100,00 a
5° Instar 1° e 2° dia 0,1 100,00 a
5° Instar 1° e 2° dia 0,05 56,66 c
5° Instar 1° e 2° dia 0,025 3,33 f
5° Instar 1° e 2° dia 0,0125 1,66 f
5° Instar 1° e 2° dia 6,25 x 107 0,00 f
5° Instar 1° e 2° dia 3,13 x 10 0,00 f
5° Instar 1° e 2° dia 1,57 x 107 0,00 f
5° Instar 1° e 2° dia Grupo Controle 0,00f
5° Instar 5° e 6° dia 0,2 100,00 a
5° Instar 5° e 6° dia 0,1 100,00 a
5° Instar 5° e 6° dia 0,05 100,00 a
5° Instar 5° e 6° dia 0,025 98,33 a
5° Instar 5° e 6° dia 0,0125 0,00 f
5° Instar 5° e 6° dia 6,25 x 107 5,00 f
5° Instar 5° e 6° dia 3,13x 107 0,00 f
5° Instar 5° e 6° dia 1,57 x 107 3,33 f
5° Instar 5° e 6° dia Grupo Controle 0,00 f
Média 28,34
Geral
CV (%) 23,78

Médias seguidas por letras diferentes na mesma coluna séo diferentes pelo teste de Scott-Knott
(P<0,05).

A aplicagdo de chlorantraniliprole na concentracdo de 0,05 ppm mostrou
taxa de mortalidade variavel entre os instares, como pode ser visto no Quadro 1.
Alta taxa de mortalidade (96,66%) ocorreu quando o inseticida foi aplicado uma vez

no 2° dia do1° instar, no 5° dia do 5° instar ou duas vezes no 5° e 6° dia do 5° instar.
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Elevada taxa de mortalidade (80%) também foi observada quando a
aplicagdo de 0.05 ppm ocorreu no 1° dia do 1° instar. Quando o inseticida foi
aplicado duas vezes (1° e 2° dia do 5° instar) a taxa de mortalidade novamente foi
alta, superando os 50%. Nars (2011) também verificou uma alta taxa de mortalidade
em lagartas de Bombyx mori que foram submetidas a intoxicagdo ao Chlorpyrifos
numa concentragao de 500 mg/L no 5° instar. Este inseticida é um organofosforado,
muito utilizado nas culturas de algodao, batata, trigo, soja, entre outros vegetais.

Por outro lado, foram observadas taxas menores de mortalidade das
lagartas ap6s a aplicacdo do inseticida nesta concentragdo no 1° e 3° dia do 3°
instar, 1° e 3° dia do 4° instar e no 1° dia do 5° instar. A mortalidade foi igual a O
nessa concentragao, quando aplicada no 1° e no 3° dia do 2° instar. Este resultado
pode ser explicado pelo fato de que, uma vez que ocorre a ecdise, as lagartas de B.
mori ficam paradas e comem menos do que nos ultimos dias de cada instar.
Quando a aplicagcdo de chlorantraniliprole ocorreu nos ultimos dias do instar, as
lagartas provavelmente consumiram mais folhas contaminadas e, por isso, ocorreu
maior taxa de mortalidade.

As outras concentragdes de chlorantraniliprole (0,025, 0,0125, 6,25 x 1073,
3,13 x 10° e 1,57 x 10 ppm) resultaram em menor ou nenhuma mortalidade da
lagarta. Uma exceg¢do ocorreu quando as lagartas foram expostas ao
chlorantraniliprole em concentragcao de 0.025 ppm no 3° dia do 3° instar, 5° dia do 5°
instar ou no 5° e 6° dia do 5° instar, o que resultou em taxas de mortalidade das
lagartas de 13,33%, 56,66% e 98,33%, respectivamente. Essas concentragbes mais
baixas ndo sdo geralmente fatais para as lagartas de B. mori, mas elas podem
provocar outros tipos de danos.

Embora concentragdes mais baixas deste inseticida causem pouca ou
nenhuma mortalidade das lagartas, ainda resultam em danos, tais como a parada
da alimentacdo e a producdo de um casulo de casca fina, que nédo é
economicamente viavel. Assim, nossos resultados demonstraram que os hibridos
brasileiros de B. mori sdo extremamente sensiveis ao chlorantraniliprole. Em
experimentos realizados na China foi detectada alta sensibilidade ao
chlorantraniliprole pelo B. mori e identificou-se um valor limite de CLso em 0,02045
ppm deste inseticida para aplicagdo em lagartas no 3° instar (Chen et al., 2010).

Nao foi possivel detectar uma concentragao letal média unica (CLso), para

todos os tratamentos com as concentragbes de chlorantraniliprole utilizadas neste
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estudo. Han et al. (2011) também ndo detectaram uma concentragcéo letal média,
(CLso) em lagartas de Plutella xylostella no 3° instar. A concentracédo de
chlorantraniliprole para CLsg variou de 0,17 a 0,32 mg L™ neste trabalho.

Os resultados de nossos bioensaios demonstraram que trés tratamentos
que tinham CLsp foram bem definidos, como no 3° dia do 2° instar, na concentragao
de 0,1 ppm; no 5° dia do 5° instar; na concentracdo de 0.025 ppm e no tratamento
com duas aplicagdes de inseticida; no 1° e 2° dia do 5° instar, na concentragéo de
0,05 ppm. No entanto, altas concentra¢des deste inseticida foram responsaveis por
100% de mortalidade das lagartas. As concentragbes letais (CL) para todos os
tratamentos foram de 0,2 ppm, 0,1 ppm de chlorantraniliprole (Quadro 1).

O valor de CLsy apresentado por Chen et al. (2010) é semelhante aos
nossos resultados, mas com lagartas no 5° instar, em vez de lagartas do 3° instar,
provavelmente devido a diferengas genéticas dos bichos e das condigdes climaticas.
Em lagartas no 3° instar de Plutella xylostella, foi estabelecido por Han et al. (2011)
um valor de CL50 de 0,23 e 0,25 mg L™

4.1.2. Descrigao da sintomatologia

As concentragdes abaixo de 0,1 ppm do inseticida ndo causaram altas taxas
de mortalidade, porém alguns sintomas foram comuns nas concentragdes
consideradas subletais de chlorantraniliprole e resultaram em perdas na
produtividade. Estes sintomas foram classificados de acordo com o grau de
intensidade e foram os seguintes: parada de alimentagdo, vomitos, desenvolvimento
irregular (lagartas atrasadas) e ecdise irregular (lagartas que nao conseguiram
realizar a ecdise completa) (Quadro 2). Lagartas de Plutella xylostella que se
alimentaram de folhas contendo concentracdes subletais de chlorantraniliprole
também apresentaram desenvolvimento irregular, como problemas na pupacéo e
dificuldades do casulo em emergir (Han et al., 2011).

Todos os sintomas podem estar relacionados a deficiéncia de calcio
destinado para a atividade das miofibrilas musculares. Os sintomas foram
frequentes nas trés primeiras concentragdes de chlorantraniliprole e, na maioria dos
tratamentos, houve forte parada de alimentagdo das lagartas (Figuras 4 (A) e (B)).

Hannig et al. (2009) demonstraram que o chlorantraniliprole é o inseticida de agao
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mais rapida, em comparacdo a outros inseticidas quando avaliada a parada e a
diminuicdo na alimentagao de alguns lepidépteros.

Quadro 2 - Descricdo da sintomatologia em lagartas de B. mori nos cinco instares
larvais submetidas a aplicagcdo de diferentes concentragbes do inseticida
chlorantraniliprole. Niveis de intensidade dos sintomas de 0 (menor) a 5 (maior)
(Pereira et al., 2012)

Instar DA [](ppm) Paradade Vémitos  Desenvolvimento Ecdise

alimentagao irregular irregular
1° 1° 0,2 5 4 0 0
1° 1° 0,1 5 1 0 0
1° 1° 0,05 5 0 0 0
1° 2° 0,2 5 2 0 0
1° 2° 0,1 5 0 0 0
1° 2° 0,05 4 0 0 0
2° 1° 0,2 5 4 0 0
2° 1° 0,1 1 1 4 0
2° 3° 0,2 2 1 0 4
2° 3° 0,1 0 0 1 4
3° 1° 0,2 5 3 0 0
3° 1° 0,1 5 1 0 0
3° 1° 0,05 0 0 1 0
3° 3° 0,2 5 3 0 3
3° 3° 0,1 5 4 0 4
3° 3° 0,05 0 0 1 4
3° 3° 0,025 0 0 0 2
4° 1° 0,2 5 2 0 0
4° 1° 0,1 5 0 0 0
4° 3° 0,2 5 2 0 0
4° 3° 0,1 5 1 0 0
4° 3° 0,05 0 0 0 2
5° 1° 0,2 5 1 0 0
5° 1° 0,1 5 0 0 0
5° 1° 0,05 0 1 0 0
5° 5° 0,2 5 0 0 0
5° 5° 0,1 5 0 0 0
5° 5° 0,05 0 3 0 0
5° 10-2° 0,2 5 0 0 0
5° 10-2° 0,1 5 0 0 0
5° 10-2° 0,05 0 4 0 0
5° 5°-6° 0,2 5 0 0 0
5° 5°-6° 0,1 5 0 0 0
5° 5°-6° 0,05 3 4 0 0

DA — dia de aplicagao e [ ] (ppm) — concentragédo do Chlorantraniliprole
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Outro sintoma comum nas concentracdes sub letais foi a presenca de fezes
em forma de rosario (Figura 4C), resultado da provavel dificuldade na execugéo dos
movimentos peristalticos pelo intestino, devido ao comprometimento das miofibrilas
musculares. Além desses sintomas, foi observada a produgéo de casulos casca fina
(Figura 4D), os quais ndao podem ser aproveitados para a fiagdo, causando prejuizo
aos produtores de bicho-da-seda. Como esses casulos nao sido aproveitados, as
empresas de sericicultura nédo os aceitam e os produtores de bicho-da-seda
precisam assumir a perda financeira. Todos os sintomas variaram em relagdo a

concentracao de inseticidas e aos dias da exposi¢cao de cada idade.

Figura 4 - Sintomas observados em hibridos brasileiros de B. mori expostos ao
chlorantraniliprole: ecdise incompleta (A e B), fezes em forma de rosario (C) e
casulos de casca fina (D) (Munhoz et al., 2013).

Observamos sintomas semelhantes aos encontrados por Chen et al., 2010.
Eles também relataram que os sintomas surgiram rapidamente, de acordo com as
nossas observacdes. Os sintomas observados sao mais relacionados a liberagcao de
calcio ndo regulamentada, que controla a atividade das miofibrilas musculares. Isso
acarreta alteragcdes na alimentagcdo que consequentemente leva a mudancas na
conversdo do alimento ingerido e digerido, o que pode, eventualmente, causar

anormalidades no desenvolvimento posterior.
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4.1.3. Avaliagao da produtividade

Foram avaliadas também caracteristicas relacionadas a produtividade do B.
mori. Essas variaveis foram analisadas apenas nos tratamentos referentes ao 4° e
5° instares, pois somente nesses tratamentos o ciclo de vida do bicho-da-seda foi
completado em concentragdes consideradas subletais. O Quadro 3 apresenta os
dados obtidos para as seguintes variaveis: QCN — quantidade de casulos normais,
QCCF - quantidade de casulos casca fina, PCN — peso unitario do casulo normal,
PCCF — peso unitario do casulo casca fina, PV — pupas vivas, CD — quantidade de
casulo duplos. Este quadro ndo apresenta os tratamentos com concentragcdo de
chlorantraniliprole iguais a 0,1 e 0,2 ppm, pois essas concentra¢des foram tao altas
que nenhuma lagarta sobreviveu para completar seu ciclo de vida.

Para todos os tratamentos referentes ao 4° instar, nos dois dias de
aplicacdo, nenhuma das variaveis consideradas apresentou variagdo estatistica,
excetuando-se a variavel CD, que foi maior quando o agrotéxico foi aplicado no 3°
dia do 4° instar, na concentragcao de 6,25x107, apresentando o valor de 2,00
casulos duplos.

A anadlise das caracteristicas para os tratamentos com aplicagédo de
chlorantraniliprole no 1° dia do 5° instar também se mostrou homogénea,
apresentando variagao somente nas variaveis PCN e CD. PCN apresentou valores
menores nas concentracdes de 0,025 e 0,0125 ppm, com valores iguais a 2,23 e
2,26, respectivamente. Ja na concentragdo igual a 0,025 ppm, a quantidade de
casulos duplos (CD) foi maior: 2,66.

Os tratamentos referentes a aplicagédo em lagartas no 5° dia do 5° instar ndo
apresentaram variacao estatistica somente em PCCF. O peso médio do casulo de
casca fina foi menos do que a metade do peso do casulo normal. A exposi¢cao de
racas tailandesas de Bombyx mori ao inseticida Oxymatrine também diminuiu o
peso do casulo quando essas lagartas foram expostas a diferentes concentragbes
deste inseticida (Nars, 2011).

O peso do casulo desempenha papel extremamente importante na
sericultura, devido a comercializagdo do mesmo ser feita somente por peso. Neste
trabalho, ficou evidente que folhas contaminadas por agroquimicos afetam

negativamente o desenvolvimento das lagartas e consequentemente a qualidade
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dos casulos. Kumutha (2009) demonstrou que casulos produzidos por lagartas
saudaveis apresentam peso muito maior do que aqueles produzidos por lagartas
intoxicadas por diferentes concentragbes de Dichlorvos, um organofosforado

utilizado na agricultura e horticultura.

Quadro 3 - Avaliacdo das caracteristicas relacionadas a produtividade em B. mori
expostos ao inseticida chlorantraniliprole. DA - dia de aplicagdo de
chlorantraniliprole, [ ] (ppm) — concentragdo do chlorantraniliprole (Munhoz et al.,
2013)

Instar DA [1(ppm) QCN QCCF PCN PCCF PV CD
40 10 0,05 19,00 a 0,33b 2,46 a 0,97 a 19,33a 0,66 b
40 10 0,025 19,00 a 0,33b 2,65a 0,98 a 19,66a 0,66 b
40 10 0,0125 19,33 a 0,00 b 2,55 a 0,00 a 19,33a 0,66 b
40 10 6,25x10° 19,66 a 0,33b 2,41a 1,40 a 1866a 0,00b
40 10 3,13x10° 19,00 a 0,33 b 2,48 a 0,73 a 19.66a 0,66 b
40 10 1,57x10° 19,33 a 0,66 b 2,47 a 0,83 a 19,33a 0,00 b
40 10 Controle 19,66 a 0,33 b 2,47 a 1,00 a 20,00a 0,00 b
40 3° 0,05 17,33 a 0,33b 2,37 a 0,80 a 17,00a 0,00b
40 3° 0,025 18,66 a 0,66 b 2,37 a 1,71 a 19,00a 0,66 b
40 3° 0,0125 19,33 a 0,00 b 2,31a 0,00 a 20,00a 0,66b
40 3° 6,25x 10° 17,66 a 0,33 b 2,30 a 0,68 a 19,00a 2,00 a
40 3° 3,13x10° 19,00 a 0,33b 2,29 a 0,82 a 1966a 0,66 b
40 30 1,57x10° 1866 a 0,00 b 2,40 a 0,00 a 19,33a  1,33b
40 3° Controle 19,33 a 0,66 b 2,46 a 1,57 a 1966a 0,00b
50 10 0,05 16,66 a 0,00 b 2,35a 0,00 a 17,33a 0,66 b
50 10 0,025 16,66 a 0,66 b 2,23b 1,74 a 19,33a 2,66a
50 10 0,0125 18,66 a 0,33b 2,26 b 0,99 a 19,33a 0,66 b
50 10 6,25x10° 19,33 a 0,00 b 2,29 a 0,00 a 19.66a 0,66 b
5° 10 3,13x10° 19,00 a 0,33 b 2,30 a 0,79 a 19,33a 0,66 b
5° 10 1,57x10° 17,00 a 1,00 b 2,29 a 1,53 a 19.66a 2,00 a
50 10 Controle 19,33 a 0,66 b 2,41 1,46 a 20,00a 0,00 b
50 50 0,05 z 0,66 b < 1,40 a < z

5° 5° 0,025 6,66 b 7,66 a 2,13 b 217 a 8,66 d 1,33b
50 5° 0,0125 16,66 a 0,00 b 211b 0,00 a 19.66a 3,33 a
50 50 6,25x 10° 19,66 a 0,66 b 2,16 b 1,03 a 20,00a 0,00 b
50 50 3,13x10° 18,66 a 0,66 b 2,27 a 0,64 a 20,00a 0,66b
50 50 1,57x10° 18,33 a 0,33b 2,16 b 0,64 a 20,00a 1,33b
50 50 Controle 18,33 a 0,00 b 2,20 b 0,00 a 20,00a 1,33b
50 10-20 0,05 8,33 b 0,33b 1,85b 0,60 a 11,33¢c  0.00b
50 10-20 0,025 17,33 a 0,66 b 2,07b 1,00 a 16,00b  1,33b
50 10-20 0,0125 18,00 a 0,00 b 217 b 0,00 a 19,00a 2,00a
50 1°2°  6,25x10° 18,00 a 0,00 b 2,20 b 0,00 a 20,00a 2,00a
5° 1°2°  3,13x10° 17,33 a 0,00 b 2,08 b 0,00 a 20,00a 266a
5° 102 157x10° 18,66 a 0,00 b 212 b 0,00 a 20,00a 1,33b
50 10-20 Controle 16,3;3 a 0,09 b 1,9? b 0,09 a 20,(30 a 3,3§ a
50 50-6° 0,05 - ; ; - ; -

50 50-6° 0,025 0,33 ¢ 0,00 b 0,70 ¢ 0,00 a 0,33 e 0,00 b
50 5°-6° 0,0125 17,00 a 0,33b 2,03b 0,60 a 20,00a 266a
50 5°-6°  6,25x10° 16,00 a 2,33b 2,27b 1,53 a 19,00a 0,66 b
50 5°-6°  3,13x10° 19,33 a 0,00 b 2,02b 0,00 a 20,00a 0,66b
50 5°6° 1,57x10° 18,00 a 0,00 b 2,05b 0,00 a 19,33a  1,33b
50 5°-6° Controle 17,00 a 0,00 b 1,98 b 0,00 a 20,00a 266a

" Médias seguidas por letras diferentes na mesma coluna séo diferentes pelo teste de Scott-Knott
(P<0,05). > Parcela perdida.
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Na concentragdo de chlorantraniliprole igual a 0,5 ppm aplicada no 5° dia
do 5° instar, foi observado somente casulos casca fina e, assim, as variaveis QCN,
PCN e PV nao puderam ser avaliadas. As caracteristicas QCN, QCCF, PCN e PV
variaram no tratamento referente a concentragdo de 0,025 ppm, sendo iguais a
6,66; 7,66; 2,13 e 8,66, respectivamente. Esses valores foram menores para QCN,
PCN e PV e maior para QCCF. A quantidade de casulos duplos foi maior na
concentragao de 0,0125 ppm, apresentando média de 3,33 casulos duplos.

Houve, também, tratamentos que envolveram duas exposigdes ao inseticida
chlorantraniliprole em diferentes idades do 5° instar. Quando chlorantraniliprole foi
aplicado duas vezes no 5° instar, nos 1° e 2° dias, ndo houve variagao entre PCN,
QCCEF e, consequentemente, PCCF nos tratamentos. A QCN e o PV apresentaram
0s menores valores no tratamento com chlorantraniliprole a uma concentragao de
0,05 ppm, atingindo valores de 8,33 para a quantidade de casulos e 11,33 para as
pupas vivas, respectivamente. A quantidade de casulos duplos foi maior nas
concentragcées 0,0125, 6,25x103, 3,13x10°° ppm e controle, apresentando valores
de 2,00; 2,00; 2,66 e 3,33 respectivamente.

Quando as aplicagdes ocorreram no 5° e 6° dia do 5° instar, a concentracéo
de 0,05 ppm foi alta o suficiente para que todas as lagartas morressem sem
completar seu ciclo de vida e, por isso, as analises das caracteristicas para essa
concentragdo do agrotoxico ndo puderam ser realizadas. Neste tratamento, néo
houve variagdo em QCCF e PCCF. QCN, PCN e PV variaram na concentragao igual
a 0,025 ppm, apresentando valores menores: 0,33; 0,70 e 0,33, respectivamente. A
quantidade de casulos duplos foi maior na concentragdo de 0,0125 ppm e no

controle, apresentando valores de 2,66 para ambos os tratamentos.

4.1.4. Alteracoes morfoldgicas

A andlise microscopica da parede do intestino médio de lagartas de B. mori
expostas a duas concentragées de chlorantraniliprole (0,2 e 0,1 ppm) revelou um
aspecto morfologico bastante alterado. Nas células colunares do epitélio de
revestimento intestinal verifica-se que o nucleo é deslocado para a superficie apical,
sendo eliminado via brotamento (Figura 5vB e C). Neste processo, as células, que
sdo microvilosidades apicais (Snodgrass; Eickwort, 1993), perdem a borda em

escova, o nucleo migra para a superficie apical, que se apresenta dilatada (Figura
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5B) e, posteriormente, verifica-se a presenga de inUmeras vesiculas apicais, muitas
das quais apresentam o nucleo no seu interior (Figura 5C). Estas vesiculas se
abrem na luz intestinal. A presenga do nucleo nas estruturas observadas em
microscopia Optica foi confirmada como sendo o resultado da morte das células
epiteliais do intestino médio. Células colunares sao mais abundantes no epitélio do
intestino médio de insetos e s&o responsaveis pelo processamento de alimentos,
secretando enzimas digestivas e de absorgdo dos produtos finais da digestao

(Lehane; Billingsley, 1996). Seu mal funcionamento afeta todo o metabolismo,

incluindo a producgao de seda.

Figura 5 - Fotomicrografias do epitélio de revestimento do intestino médio de
lagartas de B. mori, de 5° instar, coloragdgo HE. Imagem A, B, C, com
chlorantraniliprole. Em A, aspecto morfolégico do epitélio controle, nucleo das
células colunares (seta branca), lumen das células caliciformes (estrela), borda
estriada (seta vazada), camada muscular (MM) e hemocele (He). Em B, C e D,
sequéncia de alteragbes morfologicas no epitélio. Em B, o nucleo das células
colunares (seta branca) se direciona para o apice celular dilatado e grande
quantidade de células regenerativas (setas pretas) hipertrofiadas € observada na
base do epitélio. Em C, liberagao de parte do citoplasma das células colunares, via
brotamento, culminando com a expulsao do nucleo celular, no detalhe em D, para o
lUmem intestinal (Lu).
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As células regenerativas presentes na base do epitélio de revestimento
sofrem hiperplasia e hipertrofia (Figura 5D), diferindo bastante do aspecto normal
(ndo mostrado). Supde-se que essas células sejam responsaveis pela regeneragao
do epitélio de revestimento e as precursoras de outros tipos de células, incluindo as
células colunares (llla-Bochaca; Montuenga, 2006), entretanto, o mesmo n&o
acontece ja que estdao morfologicamente alteradas.

Verifica-se, ainda, que a parede intestinal apresenta camadas de
musculatura longitudinal e circular, que atuam na peristalse. Estes musculos se
apresentam desorganizados, possivelmente devido ao desarranjo de suas
miofibrilas (Figura 5B e D). A figura 5A apresenta a musculatura controle para
comparagao.

O intestino médio é responsavel pela digestdo do alimento e absor¢ao dos
nutrientes necessarios ao desenvolvimento e a manutencdo das fungdes
metabdlicas normais do inseto. Assim, as alteracdes microscopicas observadas pela
acao do chlorantraniliprole em concentracbes de 0,2 e 0,1 ppm prejudicam o
desenvolvimento de suas fungdes organicas normais, sendo responsavel por muitos
dos sintomas manifestados, como o desenvolvimento irregular, fezes em rosario e

até mesmo pela producdo de casulos casca fina.

4.2. Avaliacao da expressdao da proteina kin17 em lagartas de B. mori
submetidas a intoxicagao pelo inseticida chlorantraniliprole

4.2.1. Detecgcao da proteina kin17

Observa-se, na Figura 6 (A e B), as membranas de nitrocelulose (detecgéo
por Ponceau S). Essas figuras evidenciam que as amostras estdo em
concentragdes praticamente iguais e foram quantificadas pelo método de Bradford
(1976).

Na Figura 7 (A e B), podem ser observadas bandas detectadas com o
anticorpo primario K58 (Santa Cruz Biotechnology) anti Kin17. Este anticorpo
reconhece a regido da proteina de reparo kin17 de humanos, como descrito

anteriormente.
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Figura 6 - Analise de fragbes proteicas apds intoxicagao de lagartas de Bombyx mori
pelo inseticida chlorantraniliprole. A) Amostras de corpo gorduroso; B) Tubulo de
malpighi. (MW) Marcador de peso molecular Biolabs Color Plus. Membrana de
nitrocelulose corada com Ponceau S. Amostras de 120 a 192 horas apds o 5° instar.
C - controle, | - infectado.

A seta na Figura 7 (A e B) indica que, na posi¢cao esperada para a proteina
kin17, nao foi detectada nenhuma fracdo associada ao peso molecular estimado
para essa proteina (45kDa; AK377488.1) em ambas as amostras e tempos
analisados. Entretanto, houve a detecgao, pelo anticorpo utilizado, de uma fragédo de
~32kDa em todas amostras de corpo gorduroso (Figura 7A) controles e intoxicadas,
uma banda adicional de ~20 kDa nas amostras de corpo gorduroso controle (168 e
192 hpi) e intoxicadas (120, 144 e 168 hpi). Nas amostras de tubulo de Malpighi
(Figura 7B), houve a deteccéo da fracdo de 32kDa em todas as amostras controles
e 120 e 144 hpi nas amostras provenientes de lagartas intoxicadas. As evidéncias
indicam que os fragmentos visualizados podem ser degradagéo e/ou detecgao nao
especifica de proteinas nessas amostras.

Esses resultados, em conjunto com a observacéo de que a proteina kin17
de B. mori e de Drosophila melanogaster (Freitas, D.V.B., informacg&o pessoal) ndo
apresentam o motivo KOW, regido envolvida na ligagcdo com RNA, localizado na
porcdo C-terminal da kin17 de mamiferos (Le Marie et al., 2006), ndo sendo

detectadas pelo anticorpo especifico para essa regido (K36 Santa Cruz
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Biotechnology), indicam que, pelo menos para esses dois insetos, B. mori e
Drosophila melanogaster, analisados neste trabalho, a kin17 deve estar envolvida
somente com processos de estresse celular e ndo com a replicagcdo do DNA,

conforme observado em mamiferos (Despras, 2006).
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Figura 7 - Imunodetecgao da proteina kin17 em tecidos larvais de B. mori. A) corpo
gorduroso e B) tubulo de malpighi. Amostras: 120, 144, 168, e 192 hpi controle (C) e
intoxicados (I) com chlorantraniliprole. (M) ColorPlus Prestained Protein Ladder
(New England Biolabs), (CP) Controle positivo.

Ainda nao é claro o papel da proteina kin17 em insetos. Pereira et al. (2014)
detectaram esta proteina em amostras de tubulos de malpighi de lagartas
infectadas pelo baculovirus causador da doenga amareliddo (Bombyx mori
Nucleopolyhedrovirus, BmNPV) no 10° dia apés a infecgdo. Acredita-se que, neste
estudo, o aumento da expressao da proteina kin17 esta relacionado com o estresse
causado pela infecgao viral. No entanto, verificamos em nossos resultados que, na
situacdo de estresse provocada pelo inseticida chlorantraniliprole, ndo houve a
expressao da proteina kin17.

Os sintomas mencionados anteriormente e atribuidos a intoxicagao pelo
chlorantraniliprole, que incluem a parada de alimentacéo, seguida pela interrupgao
dos movimentos peristalticos, provocando desnutricdo severa e danos no
metabolismo, podem afetar a expressdo desta proteina. Neste caso, ndo ha

expressao ou superexpressdo de kin17 em bicho-da-seda.
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4.2.2. Anadlise dos efeitos de baixa dosagem sobre a produtividade em B. mori

Foram avaliadas caracteristicas relacionadas a produtividade de B. mori
submetidos a intoxicagdo por uma baixa dosagem do inseticida chlorantraniliprole.
O quadro 4 apresenta os dados obtidos para as seguintes variaveis: CC-

comprimento do casulo, PC — peso do casulo e PCS — peso da casca sérica.

Quadro 4 - Avaliagdo das caracteristicas relacionadas a produtividade em B. mori
expostos a baixa dosagem do inseticida chlorantraniliprole

Tratamentos CcC PC PCS
Controle 33,37 a 1,52 a 0,32 a
Intoxicada 29,84 b 1,24 b 0,23 b
Média geral 31,60 1,38 0,28
CcVv 2,49 7,19 5,42

' Médias seguidas por letras diferentes na mesma coluna séo diferentes pelo teste de Scott-
Knott (P<0,05).

Todas as variaveis consideradas apresentaram variacdo estatistica. Os
casulos produzidos por lagartas intoxicadas pelo inseticida chlorantraniliprole a
0,025 ppm possuem valores inferiores aos comparados aos casulos produzidos por
lagartas saudaveis. Para a variavel CC, o grupo controle apresentou média igual a
33,37, enquanto no grupo de lagartas intoxicadas a média apresentada foi de 29,84
(Figura 8).

Figura 8 - Casulos de hibridos comercias de B. mori. A - casulos produzidos por
lagartas intoxicadas pelo inseticida chlorantraniliprole a 0,0025 ppm; B - casulos
produzidos por lagartas do grupo controle.
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O grupo controle apresentou meédia igual a 1,52 para a variavel PC. Para
esta mesma variavel, o tratamento composto por casulos produzidos por lagartas
intoxicadas foi significativamente menor, apresentando média igual a 1,24. Em
relacdo as médias obtidas na variavel PCS, o grupo controle teve média superior
(0,32) ao grupo composto por casulos produzidos por lagartas intoxicadas pelo
inseticida chlorantraniliprole a 0,025 ppm.

Resultados semelhantes foram obtidos por Nars (2011), avaliando o peso
dos casulos produzidos por lagartas de Bombyx mori no 5° instar, submetidas a
intoxicagdo pelo inseticida Chlorfluazuron. A utilizacdo deste agroquimico resultou
numa diminuigdo significativa do PC quando comparado ao grupo controle. Neste
mesmo trabalho, o uso de diferentes concentragbes do inseticida Oxymaltrine
resultou numa diminui¢ao significativa do peso da casca sérica (PCS) de lagartas de
Bombyx mori quando comparados ao grupo controle.

A produgao de casulos de casca fina é resultado da provavel dificuldade na
execugao dos movimentos peristalticos pelo intestino, devido ao comprometimento
das miofibrilas musculares. Sem a possiblidade de executar o movimento
peristaltico, o intestino ndo elimina corretamente os restos alimentares (fezes em
rosario) ocasionando futura parada da alimentagdo. Esta parada da alimentacdo
gera como consequéncia o subdesenvolvimento da gléandula sericigena e casulos

de casca fina (figura 4D), que ndo possuem qualquer valor comercial.
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5. CONCLUSOES

A pulverizagcao aérea indiscriminada de inseticidas em plantagbdes proximas
a areas de amoreiral tem causado graves perdas na producdo de casulos dos
bichos-da-seda e consequentemente grandes prejuizos para os produtores, para as
fiagbes artesanais e para a industria. Varios autores tém relatado disturbios no ciclo
de vida do bicho-da-seda e na producdo de seus casulos, devido aos diferentes
tipos de inseticidas (Nars, 2011; Kuribayashi, 1988; Nath et al., 1997).

Os dados obtidos neste trabalho demonstram uma alta toxicidade produzida
por pelo inseticida chlorantraniliprole em lagartas de B. mori. Nosso estudo mostrou
que elevadas concentragcdes desse inseticida, como 0,2 e 0,1 ppm, acarretam, na
grande maioria das vezes, morte total das lagartas. Apesar de concentragdes mais
baixas do inseticida, como 0,05, 0,025 e 0,0125 ppm, causar nenhuma ou reduzida
mortalidade, ainda € capaz de produzir danos como parada de alimentacdo e
producdo de casulos casca fina, os quais sdo economicamente invidaveis e nao
possuirem qualquer valor comercial.

O intestino médio é responsavel pela digestdo do alimento e absor¢ao dos
nutrientes necessarios ao desenvolvimento e a manutencdo das fungdes
metabdlicas normais do intestino. O chlorantraniliprole, nas concentragdes de 0,2 e
0,1 ppm, altera a morfologia do epitélio de revestimento do intestino médio, bem
como a musculatura da parede intestinal e respondem por muitos dos sintomas
manifestados pelos insetos intoxicados.

Os resultados obtidos na imunodetecgdo com anticorpo contra a proteina
kin17 em tecidos larvais de B. mori demonstraram que ndo houve expressao desta
proteina, tanto em tecidos provenientes de lagartas controle como de lagartas
intoxicadas. Esses dados sugerem que, a kin17 ndo € expressa em resposta a
intoxicagao pelo inseticida aqui analisado.

O inseticida chlorantraniliprole é prejudicial aos hibridos brasileiros de bicho-
da-seda, mesmo em baixas concentracdes, como revelado por nosso estudo. Sendo
assim, medidas para evitar perdas na sericicultura devem ser iniciadas, como a

proibicdo da utilizacado deste inseticida proximo a areas de sericultura.
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