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RESUMO GERAL 
 

A espécie Bombyx mori (Linnaeus, 1758) conhecida popularmente como bicho-da-
seda é um inseto pertencente à ordem Lepidoptera. Este inseto é criado 
massalmente com fins comerciais, pois o fio de seda que serve como matéria-prima 
para a confecção de seu casulo é usado amplamente pela indústria têxtil. A 
sericicultura é uma atividade que abrange o cultivo da amoreira (Morus sp.), cujas 
folhas são o único alimento do bicho-da-seda e, no Brasil, a sua criação se inicia 
com a obtenção dos ovos pela indústria até o cultivo das lagartas no campo pelos 
agricultores familiares que retornam os casulos para a indústria. Os maiores 
problemas que ameaçam a sericicultura no Brasil e no mundo são as doenças 
causadas por diversos patógenos. De todas as doenças, as de origem viral são as 
mais graves e representam um sério problema para a sericicultura mundial.O vírus 
da poliedrose nuclear (NPV), em específico, Bombyx mori nucleopolyhedrovirus 
(BmNPV), um Alphabaculovírus da família Baculoviridae,é um patógeno altamente 
infectivo que causa uma doençaconhecida por amarelidão nesses insetos. Este vírus 
produz estruturas de resistência chamadas de corpos de oclusão virais – OBs 
(Occlusion Bodies)que são capazes de persistir por um longo período de tempo no 
meio ambiente. A transmissão ocorre comumente por via oral quando as lagartas 
ingerem o alimento contaminado com os OBs. Durante a infecção, o inseto fica 
debilitado, perdendo sua capacidade motora e de alimentação e, 
consequentemente, o desenvolvimento da lagarta é afetado levando a um 
interrompimento do seu crescimento. Quando a lagarta do inseto infectada pelo vírus 
morre, seus tecidos internos apresentamliquefação e seu tegumento desintegra-se 
facilmente, liberando grande quantidade de OBs no meio, servindo de inóculo para 
infectar outros insetos hospedeiros. Estes processos são facilitados pela interação 
sinérgica entre os produtos gênicos virais v-cath (uma catepsina viral) e chiA (uma 
quitinase viral). O fármaco antiviral Bm5, construído através de modelagem 
molecular para inibir a catepsina viral de BmNPV, age como um preventivo à 
infecção viral, pois reduz a proliferação viral do hospedeiro contaminado, evitando 
assim, perdas drásticas de casulos em propriedades sericícolas.Neste contexto, o 
objetivo deste trabalho foianalisar os efeitos do fármaco Bm5 diluído em Pluronic F-
127 na expressão gênica de esterases do intestino médio e corpo gorduroso, pois 
estas enzimas desempenham um importante papel no metabolismo de compostos 
endógenos e exógenos no organismo de insetos. Bem como,analisar a morfologia e 
a citopatologia da infecção no intestino médio, corpo gorduroso e tegumento. As 
análises das esterases foram realizadas por meio da técnica de eletroforese em gel 
de poliacrilamida.  Para as análises morfológicas foram realizadas microscopia 
eletrônica de varredura, bem como, a técnica de histologia com colorações em 
hematoxina e eosinae, em Azan modificado para corpos de oclusão virais.Não foi 
observada inibição ou expressão de nenhuma banda esterásica diferente das 
determinadas no padrão eletroforético, o que indica que a infecção viral ou mesmo o 
tratamento com o fármaco Bm5não alteraram o perfil enzimático. As 
análisesmorfológicas nos revelaram que alterações mais severas ocorrem nos 
tecidos de lagartas infectadas com o BmNPV sem o fármaco, indicativo de que o 
mesmo está agindo minimizando os efeitos da ação viral sobre diferentes tecidos.A 
análise adequada dos efeitos desse fármaco em nível molecular e morfológico cria a 
perspectiva de poder aplicar futuramente os resultados deste estudo para o 
monitoramento dessa doença viral na sericicultura. 
Palavras-chave: Bicho-da-seda; Baculovírus; Catepsina; Isoenzimas; Citopatologia. 



 

 

 

 

GENERAL ABSTRACT 
 

The Bombyx mori species (Linnaeus, 1758) popularly known as silkworm is an insect 
belonging to the order Lepidoptera. This insect is created massively for commercial 
purposes, since the silk thread that serves as raw material for the making of its 
cocoon is used widely by the textile industry. Sericulture is an activity that covers the 
cultivation of mulberry (Morus sp.), whose leaves are the only food of the silkworm 
and, in Brazil, their creation begins with the production of eggs by the industry until 
the cultivation of caterpillars in the field by family farmers who return cocoons to the 
industry. The biggest problems that threaten sericulture in Brazil and in the world are 
the diseases caused by several pathogens. Of all diseases, those of viral origin are 
the most serious and represent a serious problem for sericulture worldwide. The 
nuclear polyhedrosis virus (NPV), in particular, Bombyx mori nucleopolyhedrovirus 
(BmNPV), an Alphabaculovirus of the Baculoviridae family, is a highly infectious 
pathogen that causes a disease known for “yellowing” in these insects. This virus 
produces resistance structures called viral occlusion bodies – OBs that are able to 
persist for a long period of time in the environment. Transmission commonly occurs 
orally when caterpillars ingest food contaminated with OBs. During the infection, the 
insect is weakened, losing its motor and feeding capacity and, consequently, the 
development of the caterpillar is affected leading to an interruption of its growth. 
When the caterpillar of the insect infected dies, its internal tissues show liquefaction 
and its integument disintegrates easily, releasing large numbers of OBs in the 
environment, serving as an inoculum to infect other host insects. These processes 
are facilitated by the synergistic interaction between the viral gene products v-cath (a 
viral cathepsin) and chiA (a viral chitinase). The antiviral drug Bm5, built through 
molecular dockingto inhibit the viral cathepsin of BmNPV, acts as a preventive to viral 
infection, as it reduces the viral proliferation of the contaminated host, thus 
preventing drastic loss of cocoons in sericultural properties. In this context, the 
objective of this work was to analyze the effects of the drug Bm5 diluted in Pluronic 
F-127 on the gene expression of esterases of the midgut and fat body, as these 
enzymes play an important role in the metabolism of endogenous and exogenous 
compounds in the insect organism. As well as, analyze the morphology and 
cytopathology of the infection in the midgut, fat body and integument. The esterase 
analyzes were performed using the polyacrylamide gel electrophoresis technique. 
For morphological analysis, scanning electron microscopy was performed, as well as 
the histology technique with hematoxylin and eosin stains and, in modified Azan for 
viral occlusion bodies. No inhibition or expression of any stereic band other than 
those determined in the electrophoretic pattern was observed, which indicates that 
viral infection or even treatment with the drug Bm5 did not alter the enzyme profile. 
Morphological analysis revealed that more severe changes occur in the tissues of 
caterpillars infected with BmNPV without the drug, indicating that it is acting to 
minimize the effects of viral action on different tissues. The proper analysis of the 
effects of this drug at the molecular and morphological level creates the perspective 
of being able to apply the results of this study in the future to monitor this viral 
disease in sericulture. 
Keywords: Silkworm; Baculovirus; Cathepsin; Isoenzymes; Cytopathology. 
 

 

 



1 

 

 

 

Análise morfo-histopatológica e expressão de esterases em 

Bombyx mori L. infectados com Nucleopolyhedrovirus e 

submetidos ao fármaco antiviral Bm5 

 
L.C. Cabral

1,*
, J.D.C. Cisneros

1
, A.A.S. Gigliolli

1
, M.A. Fernandez

1
, L.F.C. Ribeiro

2
, 

F.A.V. Seixas
3
, R. M. Costa

2 e A.S. Lapenta
1,*

 

 
1
Departamento de Biotecnologia, Genética e Biologia Celular, Universidade Estadual de 

Maringá, Maringá, 87020-900, Paraná, Brasil. 
2
Departamento de Ciências Biológicas e da Saúde, Universidade Estadual do Oeste do Paraná, 

Cascavel, 85819-110, Paraná, Brasil. 
3
Departamento de Tecnologia da Universidade Estadual de Maringá, campus Umuarama, 

Umuarama,  87506-370, Paraná, Brasil. 

 

 

 

Resumo 

 

O vírus da poliedrose nuclearde Bombyx mori (BmNPV) é um patógeno altamente infectivo 

que causa uma séria doençana espécie. As lagartas são infectadas após a ingestão de corpos de 

oclusão virais (OBs) presentes nas folhas de amoreira contaminadas. Após a morte da lagarta 

infectada, seu tegumento desintegra-se facilmente, liberando grande quantidade de OBs no 

ambiente, servindo de inóculo para infectar outras lagartas. Este processo é facilitado pela 

interação sinérgica entre os produtos gênicos virais v-cath (uma catepsina viral) e chia (uma 

quitinase viral).O fármaco antiviral Bm5, construído através de modelagem molecular para 

inibir a catepsina viral de BmNPV, age reduzindo a proliferação viral do hospedeiro 

contaminado. Como o vírus é poliorganotrófico vários são os tecidos-alvo, como o intestino 

médio que está relacionado à digestão e absorção dos nutrientes e, também tecidos 

importantes na defesa do organismo, como o corpo gorduroso e o tegumento. Neste trabalho, 

foram analisados os efeitos do fármaco Bm5 diluído em Pluronic F-127 na expressão de 

esterases e, na morfologia citopatológicados tecidos supracitados de lagartas de B. mori 

infectadas por BmNPV. Não houve alteração na expressão de esterases, o que indica que a 

infecção viral ou mesmo o tratamento com o fármaco Bm5não alteraram o perfil 

enzimático.As análises morfológicasrevelaram que alterações mais severas ocorreram nos 

tecidos de lagartas infectadas com o BmNPV não tratadas com o fármaco, indicativo de que o 

mesmo agiu minimizando os efeitos da ação viral sobre diferentes tecidos. 

 

Palavras-chave:Bicho-da-seda; Baculovírus; Catepsina; Isoenzimas; Citopatologia. 
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Introdução 

Bombyx mori (Linnaeus, 1758) conhecido popularmente como bicho-da-seda é um 

inseto pertencente à ordem Lepidoptera. Os lepidópteros são insetos holometábolos, ou seja, 

apresentam metamorfose completa, sendo que o estágio de lagarta dura cerca de 27 dias e 

caracteriza-se por quatro mudas e cinco ínstares (Hanada et al., 1986; Fujihara et al., 2011; 

Brancalhão et al., 2013).Este inseto é criado massalmente com fins comerciais, pois o fio de 

seda que serve como matéria-prima para a confecção do casulo onde ocorrerá a pupação é 

utilizado amplamente pela indústria têxtil (Fujihara et al., 2011). Além disso,é muito estudado 

e utilizado como sistema-modelo em lepidópteros devido ao rico repertório de informações 

genéticas sobre mutações que afetam seu desenvolvimento, morfologia e comportamento 

(Arunkumaret al., 2006; Xuet al., 2017). 

A criação do bicho-da-seda para a produção de casulos destinados à indústria chama-se 

sericicultura. Os maiores problemas que ameaçam a sericicultura no Brasil e no mundo são as 

doenças causadas por diversos patógenos. As doenças de origem viral são as mais graves e 

representam um sério problema para o setor sericícola mundial (Brancalhão, 2002a).O vírus 

da poliedrose nuclear (NPV), em específico, Bombyx mori nucleopolyhedrovirus (BmNPV), 

um Alphabaculovírus da família Baculoviridae, é um patógeno altamente infectivo que causa 

uma das mais sérias doenças virais na espécie, conhecida por amarelidão. Este vírus, formado 

por uma molécula de DNA de fita dupla, produz estruturas de resistência chamadas de corpos 

de oclusão virais – OBs (OcclusionBodies), que são capazes de persistirem por um longo 

período de tempo no ambiente (Brancalhão, 2002a; Jehle et al., 2006). 

A transmissão desse baculovírus ocorre comumente por via oral quando as lagartas 

ingerem o alimento contaminado com os OBs, que atravessam o intestino anterior e atingem o 

intestino médio. O pH alcalino do intestino médio provoca a dissolução dos OBs e a liberação 

dos nucleocapsídeos no lúmen intestinal. Essas partículas virais oclusas liberadas, são, 

portanto, precisamente definidas como vírus derivados da oclusão – ODVs (Occlusion-

DerivedViruses) (Terra & Ferreira, 1994; Ahamad et al., 2017). Uma das rotas dos 

nucleocapsídeos liberados é atravessar a matriz peritrófica, ligarem-se as vilosidades das 

células epiteliais do intestino médioe migrarem, atravessando o complexo do poro, ao núcleo 

das células onde ocorrerá sua maturação e posterior replicação. Esta etapa é conhecida como 

infecção primaria. Na infecção secundária, o vírus brotado – BV (BuddedViruses) proveniente 

da citólise das células, circula pela hemolinfa e infecta os demais tecidos do inseto 

(Engelhard&Volkman, 1995; Au&Panté, 2012; Blissard&Theilmann, 2018).  

Vários tecidos de B. mori foram detectados susceptíveisao BmNPV, incluindo ocorpo 

gorduroso (Brancalhão et al., 2002b), o tegumento (Brancalhão & Ribeiro, 2003),a glândula 

sericígena (Brancalhão et al., 2009), sistema nervoso central (Torquato et al., 2006), células 

testiculares (Pereira et al., 2008), traquéias (Senem et al., 2016), ampolas dos túbulos de 

malpighi (Santorum et al., 2017)e intestino médio (Vessaro-Silva et al., 2019). 

Durante a infecção, o inseto fica debilitado, perdendo sua capacidade motora e de 

alimentação e, consequentemente, o desenvolvimento da lagarta é afetado, levando ao 

interrompimentodo seu crescimento. Quando a lagarta infectada pelo vírus morre, seu tecidos 

internos apresentam liquefação e seu tegumento desintegra-se facilmente, liberando grande 

quantidade de OBs no ambiente, servindo de inóculo para infectar outros insetos hospedeiros 
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(Volkman&Keddie, 1990; Federici, 1997). Estes processos são facilitados pela interação 

sinérgica entre os produtos gênicos virais v-cath (uma catepsina viral) e chiA (uma quitinase 

viral) (Ohkawaet al., 1994; Slack et al., 1995). 

Hawtin(1995) reporta que em larvas de Anticarsiagemmatalis, infectadas por 

baculovírus Anticarsiagemmatalis MNPV recombinantes com ausência dos genes chiA e v-

cath no genoma do baculovírus AgMNPV, as larvas não apresentavam características de 

liquefação do corpo logo após sua morte.  

QuandoB. mori é infectado pelo BmNPV ocorrem significativas perdas na sericicultura, 

pois não há medicamentos contra esse vírus disponíveis. Desse modo, a estrutura da catepsina 

viral(BmNPV-Cath), foi modelada na presença de um inibidor(MYP) e utilizada como alvo 

em simulações de varredura virtual, visando a identificação de potenciais moléculas que 

poderiam ser usadas no tratamento da infecção.A varredura virtual selecionou quatro 

moléculas melhores ranqueadas em comparação ao MYP, a molécula com maior afinidade a 

enzima, chamada de Bm5, foi usada em modelos de infecção in vivo de lagartas de B. mori 

com BmNPV e os resultados mostraram que o tratamento com uma dose de Bm5 dissolvido 

em Pluronic F-127 0,02% foi capaz de reduzir a mortalidade das lagartas em 22,6% (Bueno et 

al., 2018). 

De acordo com Bueno et al. (2018), o fármaco antiviral Bm5, construído através de 

modelagem molecular para inibir a catepsina viral (v-cath) de BmNPV, age como um 

preventivo à infecção viral, pois reduz a proliferação viral do hospedeiro contaminado, 

evitando assim, perdas drásticas de casulos em propriedades sericícolas. Neste contexto, o 

presente estudo teve como objetivo analisar os efeitos do fármaco Bm5 e Pluronic-F127 na 

expressão gênica de esterases, enzimas estas que desempenham um importante papel no 

metabolismo de compostos endógenos e exógenos no organismo de insetos e, analisar a 

morfologia citopatológicado intestino médio, corpo gorduroso e tegumento de lagartas de B. 

mori infectadas com BmNPV. 

 

Materiais e métodos 

Insetos 

Lagartas híbridas de Bombyx mori comercial no 5º ínstar fornecidas pela empresa 

Fiação de Seda - BRATAC S.A. PR, foramcriadas dentro de caixas plásticas em uma sala 

climatizada (25ºC ±1) com fotoperíodo 14h:10h (luz:escuro) e umidade relativa de 

aproximadamente 70% (±10%), sendo alimentadas três vezes ao dia com folhas frescas de 

amoreira (Morus sp), até o final de seu ciclo de vida.  A limpeza das caixas de criação foram 

executadas uma vez por dia, para retirar todos os resíduos e evitar contaminações. Estes 

procedimentos foram realizados no Laboratório de Melhoramento Genético de Bicho-da-seda 

da Universidade Estadual de Maringá – UEM. 

 

Bioensaios: 

Determinação da dose letal média do vírus (DL50) 

Para a determinação da dose letal média do vírus, foram utilizadas lagartas de B. morino 

primeiro dia do 5º ínstar, as quais foram infectadas com a suspensão viral do inóculo de 
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BmNPV (Bombyx mori nucleopolyhedrovirus), isolado geográfico do Paraná (Brasil). Quatro 

grupos de lagartas foram infectados com a suspensão viralde BmNPV em diferentes 

concentrações: 5x10
7
,5x10

8
, 8x10

8
, 1.1x10

9 
COPs/mL(corpos de oclusão poliédricos por 

mililitro) quantificadas em câmara de Neubauer. A concentração final escolhida foi 

8x10
8
COPs/mL. Um grupo de lagartas foi utilizado como controle (sem infecção do vírus). 

 

Infecção in vivo de lagartas de Bombyx mori 

Foram utilizadas lagartas de B. mori, no primeiro dia do 5º ínstar. As lagartas foram 

infectadas com a suspensão viral do inóculo deBmNPV (Bombyx mori nucleopolyhedrovirus), 

isolado geográfico do Paraná (Brasil), a uma concentração de 8x10
8
COPs/mLde acordo com a 

dose letal média (DL50) determinada.Em seguida, 10 µL da suspensão viral foram colocados 

sobre discos foliares de amoreira (4 cm
2
  de diâmetro), que foram fornecidos como alimento 

para as lagartas do grupo inoculado. Durante a alimentação as lagartas permaneceram 

confinadas individualmente em copos descartáveis, para assegurar a ingestão de toda a 

suspensão viral.  

 

Tratamento com o fármaco Bm5 

As lagartas foram tratadas com o inibidor de proteaseBmNPV-Cath (fármaco Bm5), 

adquirido da empresa InterBioScreen (Rússia), imediatamente após a infecção com o vírus. A 

solução do inibidor foi diluída, seguindo Bueno et al. (2018), na concentração de 10 g.mL
-1

 

na presença de Pluronic F-1270,02%, o qual é utilizado para facilitar a solubilização do 

inibidor e como veículo micelar. Em seguida, 10 µL da solução foram colocados sobre discos 

foliares de amoreira (4 cm
2
  de diâmetro), como descrito acima. 

 

Grupos experimentais de lagartas 

Seis grupos foram montados, cada grupo com três repetições (triplicata) e cada 

repetição com quatro lagartas, os quais foram: 

 C1 - lagartas sem infecção do vírus e tratadas com água mineral (controle branco); 

 C2 - lagartas sem infecção do vírus e tratadas apenas com Pluronic (controle + 

Pluronic); 

 C3 - lagartas sem infecção do vírus e tratadas com o fármaco Bm5 diluído em Pluronic 

(controle + Bm5 + Pluronic); 

 V1 - lagartas com infecção do vírus (BmNPV); 

 V2 - lagartas com infecção do vírus e tratadas apenas com Pluronic (BmNPV + 

Pluronic); 

 T - lagartas com infecção do vírus e tratadas com o fármaco Bm5 diluído em Pluronic 

(Tratamento – BmNPV + Bm5 + Pluronic). 

 

Os grupos C2, C3 e V2 foram pensados com o intuito de avaliar se ocorreria alteração 

enzimática ou morfológica associada ao composto Pluronic F-127 ou ao fármaco Bm5 em si.  
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Análise das esterases 

Para as análises das esterases foram coletadas amostras do intestino médio e do corpo 

gorduroso das lagartas. Estas foram sacrificadas a frio e dissecadas no 7ª dia pós-infecção 

(dpi), pois é o momento em que elas começam a sessar sua alimentação para começar o 

encasulamento. Foram utilizadas umalagarta de cada grupo a cada repetição, totalizando 18 

lagartas analisadas. 

Após dissecados, os tecidos foram transferidos separadamente para uma solução de β-

mercaptoetanol a 1% e glicerol a 10%, sendo acondicionados a -80ºC para posterior análise 

das isoenzimas por meio de eletroforese descontínua em gel vertical de poliacrilamida 

(PAGE) com gel de visualização a 9% e, gel de empilhamento a 4% seguindo Gigliolli et al. 

(2015), com modificações. 

As amostras foram maceradas individualmente a 0ºC em 200 μL de tampão β-

mercaptoetanol a 1% com glicerol a 10% e 20 μL de tetracloreto de carbono. Em seguida, 

foram centrifugadas por 10 minutos a 12.000 rpm em centrífuga refrigerada (Jouan MR 23i) a 

4
o
C. Um volume de 20 μL do sobrenadante de cada amostra foi aplicado no gel. Os géis 

foram submetidos à eletroforese por 4 horas, a uma voltagem constante de 200 Volts a 4°C, 

em tampão Tris-Glicina 0,1 M pH 8,3.  

A coloração foi realizada submetendo-se os géis inicialmente a pré-incubação por 30 

minutos em tampão fosfato de sódio 0,1 M pH 6,2 o qual posteriormente foi substituído pela 

solução de coloração composta por tampão fosfato de sódio 0,1 M pH 6,2, n-propanol, 

corante Fast Blue RR Salt e os substratos α-naftil acetato e -naftil acetato, previamente 

solubilizados em acetona. Após cerca de 10 minutos de incubação no escuro a 25º ± 2ºC, as 

esterases foram visualizadas como bandas pretas ou vermelhas, indicativas da presença de α e 

-esterases, respectivamente. 

 

Microscopia de luz 

Para a análise histológica foram coletadas amostras do intestino médio, do corpo 

gorduroso e do tegumento, as lagartas foram sacrificadas a frio e dissecadas no 7ª dpi. Foram 

utilizadas umalagarta de cada grupo a cada repetição, totalizando 18 lagartas analisadas. 

As amostras foram fixadas emsolução aquosa Bouin (ácido pícrico, formaldeído e ácido 

acético) por 24 horas a 4ºC, e seguiu-se o processamento histológico de rotina: desidratação 

em série crescente de álcoois, diafanização em xilol einclusão em parafina (Brancalhão et al., 

2009). Em seguida, cortes de 6 μm foram obtidos em micrótomo Leica RM 2250, e as lâminas 

coradas com hematoxilina e eosina (HE) (Junqueira &Junqueira, 1983), bem como, com Azan 

modificado para observação dos corpos de oclusão virais (Hamm, 1966). As lâminas foram 

analisadas em microscópio de luz (Olympus CBA) e as regiões de interesse fotografadas 

usando câmera digital. 

 

Microscopia eletrônica de varredura (MEV) 

Para o MEV, o intestino médio foi dissecado e fixado em solução aquosa Bouin por 24 

horas a 4ºC,e,então, lavado em tampão fosfato de sódio 0,1 M. Em seguida, as amostras foram 

desidratadas em série crescente de álcoois(50%, 70%, 80%, 90%, 95% e 100%), submetidas 
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ao ponto crítico (Leica CPD 030) e metalizadas com pó de ouro nometalizadorShimadzu IC-

50. As análises foram realizadas usando o Microscópio Eletrônico de Varredura QUANTA 

250-FEI da Central de Microscopia do Complexo de Centrais de Apoio à Pesquisa (CMI-

COMCAP) da Universidade Estadual de Maringá – PR. 

 

Resultados 

Padrão das esterases do corpo gorduroso e intestino médio 

As analises eletroforéticaspermitiram identificar 11 bandas esterásicas no intestino 

médio e seis bandas esterásicas no corpo gorduroso de lagartas híbridas de B. mori. Foram 

classificadas em 14 tipos de esterases denominadas de Est-1 a Est-14. As esterases Est-6, Est-

7 e Est-10 foram classificadas como β-esterase com base na sua preferência pela hidrólise de 

β-naftil acetato, as bandas apresentam-se coradas em vermelho nos géis, as demais foram 

classificadas como α-esterases e apresentaram-se coradas em preto (Figs. 1 e 2). A mesma 

migração das bandas esterásicas de ambos os tecidos e a afinidade ao substrato possibilitou 

identificar uma equivalência entre as α-esterases Est-4, Est-5 e Est-8, já as bandas esterásicas 

que não possuíram equivalência, Est-1, Est-2, Est-3, Est-6, Est-7, Est-9, Est-10, Est-11, Est-

12, Est-13 e Est-14 foram tidas como tecido-específicas (Figs. 1 e 3). 

 

Microscopia de luz e microscopia eletrônica: 

Intestino médio e musculatura 

A citopatologia da infecção causada pelo BmNPV nas células do epitélio intestinal das 

lagartas do grupo V1 revelou uma grande desestruturação interna do epitélio, com células 

rompidas e desprendimento da lâmina basal, além de espaçamentos entre o epitélio (Figs. 4B 

e 5C e D), o que coincide com os eventos causados na musculatura intestinal das lagartas do 

grupo V1que apresentaram-se frouxas, com dilatação das fibras circulares e deformação das 

fibras longitudinais, causando um deslocamento da lâmina basal onde o epitélio intestinal se 

apoia (Fig. 6B e C). Os eventos citopatológicos também mostraram os núcleos das células 

colunares hipertróficos com a presença de poliedros corados em vermelho pela técnica de 

Azan modificado (Fig. 5H). Nas lagartas do grupoT, o epitélio intestinal apresentou as 

mesmasdegenerações, porém, de forma regredida em comparação ao epitélio das lagartas do 

grupoV1(Fig. 5E e F), e a musculatura intestinal menos frouxa (Fig. 6D). 

As lagartas dos grupos C1, C2 e C3, não apresentaram modificações estruturais na 

musculatura e continuaram com o epitélio integro, e no núcleo das células não houve presença 

de poliedros, nem nucleocapsídeos, ou quaisquer estruturas ou componentes indicativos de 

infecção viral (Figs. 5A, B, G e 6A). Em lagartas do grupo V2 observou-se a mesma 

modificação estrutural no epitélio e na musculatura de lagartas do grupo V1. 

 

Corpo gorduroso 

A citopatologia da infecção causada pelo BmNPV nas células do corpo gorduroso das 

lagartas do grupo V1e V2 revelou os núcleos das células hipertrofiados e com a presença de 

vários poliedros, o citoplasma das células apresentou-se totalmente desintegrado (Fig. 7C e 
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D).Nas lagartas do grupo T,não foram observadas diferenças marcantes na estrutura das 

células gordurosas em comparação as lagartas do grupo V1(Fig. 7E e F). 

Lagartas dos grupos C1, C2 e C3 não apresentaram poliedros, nucleocapsídeos, 

estruturas ou componentes que indicassem infecção viral (Fig. 7A e B). 

 

Tegumento 

A citopatologia da infecção causada pelo BmNPV nas células do epitélio tegumentar 

das lagartas do grupo V1 e V2revelou os núcleos das células hipertrofiados e com grande 

quantidade de poliedros maduros. Além disso, foi possível identificar um grande desarranjo 

estrutural na cutícula separando-a das células epidérmicas, formando espaços irregulares ao 

longo do epitélio tegumentar (Fig. 8C e D). Nas lagartas do grupo T, o desarranjo estrutural 

na cutícula é menos evidente e de forma regredida em comparação com as lagartas do grupo 

V1(Fig. 8E e F).  

As lagartas dos grupos C1, C2 e C3 não apresentaram poliedros no núcleo das células 

ou estruturas indicativas de infecção viral, e a estrutura tegumentar apresentou-se intacta (Fig. 

8A e B). 
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Figura 1.Zimograma do padrão das esterases detectadas no corpo gorduroso e intestino médio de lagartas de 
Bombyx mori no 7º dia do 5º ínstar. 

 

 

 

Figura 2. A. Padrão eletroforético de esterases do corpo gorduroso; B.Padrão eletroforético de esterases do 

intestino médiode lagartas de Bombyx mori no 7º dia do 5º ínstar. 1–C1; 2–C2; 3–C3; 4–V1; 5–V2; 6–T. 
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Figura 3. Padrão eletroforético de esterases do corpo gorduroso e intestino médiode lagartas de Bombyx mori no 
7º dia do 5º ínstar corridas no mesmo gel. 1, 2 e 3 –C1(controle branco), 4, 5 e 6 –V1 (BmNPV); 7, 8 e 9 –T 

(tratamento). 
 

 

 

 

 
 

Figura 4. Fotomicrografias da região média do trato digestório de lagartas de Bombyx mori no 7º dia do 5º ínstar. 

A.C1(controle branco);B.V1(BmNPV);C.T (tratamento). Lúmen intestinal (Lu), hemocele (He), epitélio sem 

infecção (), epitélio com infecção (   ), desestruturação do epitélio ( ), espaçamento epitelial (   ). Coloração: 

Azan modificado. Escala = 100 µm. 
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Figura 5. Fotomicrografias de células epiteliais do intestino médio de lagartas de Bombyx mori no 7º dia do 5º ínstar. A. B. e 
G. C1 (controle branco); C.D. e H. V1 (BmNPV); E. e F. T(tratamento). Epitélio (Ep), microvilosidades (Mv), células 
colunares (Cc), células caliciformes (Ca), células regenerativas (Cr), núcleo normal (Nu), núcleo hipertrófico (Nh), poliedros 
maduros no núcleo e no ambiente extracelular (Po), musculatura (    ), células epiteliais sem infecção (    ), células epiteliais 
com infecção ( ), desestruturação do epitélio (   ), espaçamento epitelial (    ), descolamento da lamina basal (       ), 
rompimento celular (     ). Coloração: Hematoxilina e eosina (A, C, E e G); Azan modificado (B, D, F e H). Escala = 50 µm. 
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Figura 6. Microscopia eletrônica da musculatura da região média do trato digestóriode lagartas de Bombyx mori 

no 7º dia do 5º ínstar. A. C1 (controle branco); B.e C.V1 (BmNPV);D.T(tratamento). Musculatura longitudinal 

(ml), musculatura circular (mc), traquéias e traquéolas (tr), túbulos de malpighi lisos (tml), ampolas dos túbulos 

de malpighi (tm) musculatura longitudinal deformada(     ), musculatura circular dilatada (   ), desestruturação da 

parede do epitélio (    ). Escala = B e D - 500 μm; A - 400 μm; C - 300 μm. 
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Figura 7. Fotomicrografias de células do corpo gorduroso de lagartas de Bombyx mori no 7º dia do 5º ínstar. A. e 

B.C1 (controle branco); C. e D.V1(BmNPV); E. e F.T (tratamento). Núcleo normal (Nu), núcleo hipertrófico 

(Nh), poliedros maduros no núcleo e no ambiente extracelular (Po), citoplasma (Ci), desintegração do conteúdo 

citoplasmático (  ). Coloração: Hematoxilina e eosina (A, C e E); Azan modificado (B, D e F). Escala = 50 µm. 
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Figura 8. Fotomicrografias do tegumento de lagartas de Bombyx mori no 7º dia do 5º ínstar. A. e B.C1 (controle 

branco); C. e D.V1(BmNPV); E. e F.T (tratamento). Lâmina basal (Lb), células epidérmicas (Ce), cutícula (Cu), 

epicutícula (Ep), núcleo normal (  ), núcleo hipertrófico (    ), desarranjo estrutural na cutícula (       ), desarranjo 

estrutural minimizado (    ). Coloração: Hematoxilina e eosina (A, C e E); Azan modificado (B, D e F). Escala = 

50 µm.



 

 

 

 

 

Discussão 

Como mostrado, neste trabalho foram identificadas 11 bandas esterásicas no intestino 

médio e seis bandas esterásicas no corpo gorduroso de lagartas híbridas de B. mori. Laufer 

(1961) e Eguchi &Sugimoto (1965) identificaram seis bandas esterásicas no intestino médio e 

oito no corpo gorduroso de lagartas de B. mori. Vários outros autores determinaram um 

número diferente de bandas esterásicas no intestino médio de diferentes raças e híbridos de B. 

mori: Egorova et al. (1977) sete bandas esterásicas, Eremina (1985) seis bandas esterásicas, 

Jing et al (2005) cinco bandas esterásicas e,Staykovaet al. (2012) visualizaram também 11 

bandas esterásicas e, indicaram que pode ocorrer uma expressão específica das esterases de 

acordo com o ínstar das lagartas, relacionadas com uma variação no número e na intensidade 

das frações das enzimas, pois nos estágios iniciais e posteriores do desenvolvimento, menos 

bandas podem ser detectadas. As diferenças entre os resultados obtidos e os resultados de 

outros autores, podem estar relacionadas com o uso de diferentes técnicas eletroforéticas e 

com o estudo de raças e híbridos de diferentes origens. 

O grupo das α-esterases inclui carboxilesterases, colinesterases e acetilesterases, e o das 

-esterases inclui apenas caboxilesterases e colinesterases (Oakeshott et al., 1993), estas 

enzimas sabidamente atuam por meio da detoxificação metabólica, mecanismo pelo qual os 

inseticidas, por exemplo, são modificados para formas menos tóxicas ao inseto ou eliminados 

rapidamente, prevenindo a sua ação no sítio alvo (Wu et al., 2004; Beckel et al., 2006).Neste 

estudo,não foi observada inibição ou expressão de nenhuma banda esterásica diferente das 

determinadas no padrão eletroforético, logo, a infecção viral por BmNPV ou mesmo o 

tratamento com o fármaco Bm5 e Pluronic não alteraram o perfil enzimático. O que indica, 

que este sistema de detoxificação envolvido no metabolismo de compostos xenobióticos não 

foi acionado.As análises dos sistemas antioxidantes feitas por Vessaro-Silva et al. (2019) em 

lagartas de B. morimostram alguns momentos de alterações das enzimas catalase e superóxido 

dismutase, e o sistema colinérgico revelou alterações apenas no início da infecção por 

BmNPV. Assim, os autores reconhecem o sistema antioxidante como uma barreira para 

impedir a infecção viral, embora não possa impedir a ocorrência da infecção, uma vez que é 

mantida uma ligação co-evolucionária entre o vírus e o hospedeiro. 

Por outro lado, as análises morfológicas realizadas indicaram alterações no intestino 

médio, corpo gorduroso e tegumento de B. mori após a infecção. O intestino médio é formado 

por um epitélio simples composto por três tipos de células repousando sobre uma lâmina basal 

intimamente associada aos músculos viscerais intrínsecos que compreendem músculos 

circulares correndo ao redor do intestino e músculos longitudinais que se estendem ao longo 

de partes dele. As células do intestino médio estão ativamente envolvidas na produção e 

secreção de enzimas, bem como na absorção de nutrientes. A maioria das células são altas, 

denominadas células colunares e a membrana do lado luminal forma microvilosidades. As 

células colunares do intestino médio têm uma vida limitada e, na maioria dos insetos, 

incluindo lepidópteros,são continuamente substituídas por células regenerativas na base do 

epitéliointestinal. Espalhadas entre as células colunares estão as células caliciformes 

(Snodgrass, 1993; Chapman, 1998). 

Na citopatologia da infecção causada porBmNPV nas células do epitélio intestinal das 

lagartas do grupo V1, os nucleocapsídeos apresentaram-se envoltos por poliedros, que 



 

 

 

 

 

crescem pelo acúmulo e cristalização contínuos da proteína poliedrina conforme descrito por 

Brancalhão (2002a).Assim como os resultados reportados por Vessaro-Silva et al. (2019) as 

células colunares foram susceptíveis ao vírus com poliedros maduros no núcleo e no ambiente 

extracelular, enquanto que nas células regenerativas e caliciformes não houve evidências 

desenfreadas de infecção. A infecção nas áreas de transição entre as regiões do intestino 

foram mais evidentes, pois essas áreas são pontos alvos do BmNPV, Ribeiro et al. (2009) 

relataram a infecção da cárdia, área de transição entre o intestino anterior e o médio de B. 

mori e Baggio et al. (2014), relataram a infecção do anel intersticial do piloro, área que marca 

a transição entre o intestino médio e o posterior. A infecção também revelou uma grande 

desestruturação interna do epitélio, provavelmente devido a alterações na estrutura da 

musculatura intestinal responsável pela sustentação das células epiteliais, pois se a 

musculatura esta frouxa ou deformada, o epitélio perde sustentação. Enquanto que nas 

lagartas do grupo T, o epitélio intestinal apresentou-se menos desestruturado e corrompido. 

As modificações na estrutura da musculatura são de certa forma acentuadas, pois, como 

mostrado por Vessaro-Silva (2017) as fibras musculares não são tecidos prontamente 

susceptíveis a infecção por BmNPV, porém, o tecido muscular responde à infecção sistêmica 

devido à ação viral no sistema traqueal, ao final do ciclo de infecção viral o tecido muscular 

apresenta-se desorganizado, com alterações nas miofibrilas e deformação da lâmina basal. 

Já o corpo gorduroso é um tecido alvo preferencial na infecção porBmNPV, 

possivelmente devido as suas funções no metabolismo intermediário e no armazenamento de 

nutrientes, representando um local rico em substratos e energia necessários à replicação viral. 

As principais células do corpo gorduroso são os adipócitos, estas células aparecem 

organizadas em lâminas que, normalmente, distribuem-se em duas camadas, uma próxima do 

intestino e a outra próxima ao tegumento; o corpo gorduroso fica em contato íntimo com a 

hemolinfa, facilitando a troca de metabólitos (Chapman, 1998). 

Os núcleos das células gordurosas infectadas apresentaram-se hipertrofiados e, em um 

estágio avançado da infecção, onde o ciclo reprodutivo do vírus possibilita a citólise e 

consequente liberação dos poliedros já maduros na cavidade geral do corpo do inseto, assim 

como observado por Brancalhão (2002b) em lagartas do 5º ínstar pós-inoculação com 

BmNPV. Nas lagartas do grupo T não foram observadas diferenças marcantes na estrutura das 

células gordurosas em comparação as lagartas do grupo V1. A infecção destas células por 

BmNPV acarreta um aumento no conteúdo de lipídeos livres na hemolinfa que, somado à 

presença dos poliedros, se torna leitosa, conferindo, assim, o aspecto branco-amarelado ao 

tegumento (Brancalhão, 2002b). 

Outro tecido de grande importância é o tegumento, a camada mais externa do inseto, 

compreendendo a epiderme e a cutícula. A epiderme é formada por uma camada simples de 

células espessas. A cutícula, também conhecida como procutícula, é constituída por quitina, 

secretada pelas células epidérmicas e depositada na superfície externa, onde se solidifica para 

formar o exoesqueleto. A cutícula é dividida em duas camadas: exocutícula (externa) e 

endocutícula (interna), a parte externa frequentemente se torna dura e rígida, enquanto a parte 

interna é indiferenciada. A epicutícula desempenha um papel importante no apoio ao inseto e 

fornece proteção externa (Chapman, 1998; Fujihara et al., 2011). 



 

 

 

 

 

A citopatologia da infecção causada porBmNPV nas células do epitélio tegumentar das 

lagartas do grupo V1apresentaram espaçamentos na região da cutícula separando-a das células 

epidérmicas, Brancalhão e Ribeiro (2003) também visualizaram espaçamentos na região da 

cutícula em lagartas do 5º ínstar após a infecção porBmNPVe indicaram que esta 

característica histopatológica pode ser aplicada pelo fato de que as células do epitélio 

tegumentar são responsáveis pela secreção e manutenção da cutícula e, na infecção 

porBmNPV o metabolismo celular de B. mori torna-se totalmente alterado e mobilizado para 

a produção de partículas virais. Como consequência, há uma modificação na síntese de 

componentes químicos da secreção procuticular, perdendo, assim, sua integridade 

estrutural.Resultados semelhantes foram demostrados por Oro (2017) em que a endocutícula 

apresentou-se desorganizada nas células infectadas por BmNPV, perdendo o padrão lamelar 

normal de cadeias polissacarídicas de quitina interligadas paralelamente por microfibrilas. O 

desarranjo estrutural na cutícula apresentou-se em menor proporção em lagartas do grupo 

Tem comparação com as lagartas do grupo V1. Demonstrando que o fármaco age de tal 

maneira que impede e minimiza a desorganização do epitélio tegumentar.Frequentemente, 

ocorrem rupturas no tegumento, levando ao extravasamento da hemolinfa rica em poliedros 

maduros, esses poliedros aderem-se facilmente às folhas de amoreira, possibilitando a sua 

ingestão por lagartas sadias. Soma-se a isto o deslocamento aleatório e o geotropisto negativo 

exibido pelas lagartas infectadas, alterações comportamentais comuns nas infecções por 

baculovírus (Vasconcelos, 1996; Brancalhão & Ribeiro, 2003). Tendo que a ruptura do 

tegumento auxilia na dispersão da doença, pois desestabiliza a estrutura do tegumento como 

um todo, que se rompe, o tratamento com o fármaco Bm5 mostrou-se eficiente nesse tecido.  

Estudos realizados por Cisneros (2020), em concomitância a este trabalho, revelaram 

que a aplicação de uma dose do fármaco Bm5 dissolvida em micelas de PluronicF-127 logo 

após a infecção porBmNPVem lagartas de B. mori no 5º ínstar apresentou uma redução 

significativa na mortalidade de lagartas e crisálidas, que foram capazes de construir casulos de 

boa qualidade. Com isso, e com base nos resultados obtidos, percebe-se que a morfologiaé 

menos desestruturada e corrompida em lagartas infectadas com BmNPV e tratadas com uma 

dose do fármaco Bm5 em comparação a morfologia observada em lagartas infectadas sem o 

tratamento, o que é indicativo de que o fármaco está agindo minimizando os efeitos da ação 

viral sobre diferentes tecidos,reduzindo a desordem causada nas células e nos tecidos durante 

a infecção por BmNPV. Porém, como o rompimento de membrana e a propagação horizontal 

do vírus ainda ocorre, fazendo-se necessário um inibidor de amplo espectro para ambas as 

enzimas hidrolíticas virais. 
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ANEXO II 
 

 
1 – Ciclo de vida do bicho-da-seda. (Fonte: https://www.istockphoto.com/br/vetor/fases-do-bicho-da-seda. Com 

modificações). 

 

 
2 – Ciclo de infecção do baculovírus BmNPV. (Fonte: https://pt.wikipedia.org/wiki/Baculoviridae). 



 

 

 

 

 

 
3 - Estrutura terciária da BmNPV-Cath ligada ao inibidor MYP (cinza) representada na forma ribbons (A) e por 
superfície eletrostática (B) (Bueno et al., 2018). 

 

 

 

 
3 – O intestino médio (mesêntero) do bicho-da-seda. Um tubo cilíndrico comprido e largo, que sofre um 
estreitamento na sua porção final, é a principal parte do sistema digestivo onde ocorre a digestão e assimilação 

do alimento (adaptado de Krishnaswami et al., 1979). 

 

 

 



 

 

 

 

 

 
4 – Células regenerativas do intestino médio. (A) Diagrama de um nidus na base do epitélio do intestino médio 

mostrando a diferenciação das células principais. (B) Diagrama de umacélulacaliciforme (adaptadode Chapman, 

1998). 

 

 

 

 
5 – Secção transversal da distribuição do corpo gorduroso em uma lagarta. Emdestaqueumacélulaadiposa 

(adaptadode Chapman, 1998). 

 

 

 



 

 

 

 

 

 
6 – Estrutura básica do tegumento de uma lagarta (adaptado de Chapman, 1998). 

 

 


