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RESUMO GERAL

A sericicultura é uma atividade agroindustrial que se iniciou na China a
cerca de 5.000 anos. Consiste na criacdo do Bombyx mori L. (Lepidoptera:
Bombycidae), inseto produtor do casulo formado de fios de seda. Produto de alto
valor agregado, destinada para a industria téxtil e para confeccao de biomateriais
materiais como bandagens para curativos médicos e cosmetologia. O Brasil tem
obtido visibilidade internacional na comercializagdo desse produto, devido a
qualidade da matéria prima (casulos verdes), considerado o melhor do mundo.
Por conta das condic¢des climaticas favoraveis a sericicultura adaptou-se bem no
pais. Enquanto em outros paises produtores o ciclo de criadas anuais gira em
torno de trés a quatro vezes o Brasil pode chegar até nove, favorecendo ao
desenvolvimento da atividade no pais. O Estado do Parand lidera a producgéo
nacional seguido de Sao Paulo e Mato Grosso.

Véarios fatores sdo importantes para alcancar uma boa produtividade em
uma atividade zootécnica entre eles o controle da temperatura, umidade e a
adocdo de medidas preventivas que visem o combate contra doencas. Na
sericicultura, as boas praticas de cultivo sdo de suma importancia, pois uma vez
detectada o amareliddo, durante a criacéo, torna-se dificil o controle, acarretando
Serios prejuizos.

Por conta da simplicidade da criacdo de B. mori e a baixa tecnologia do
setor, a atividade esta exposta a varios tipos de entomopatdgenos tais como:
protozoarios, fungos, bactérias e virus. As doencas virais representam uma
ameaca mundial e sdo responsaveis pelos maiores prejuizos da industria
sericicola. Dentre os virus que atacam o bicho da seda, o Bombyx mori
nucleopolyhedrovirus (BmNPV) €& o mais frequentemente detectado,
entomopatégeno que causa o amaleliddo. Como as lagartas se alimentam
exclusivamente de folhas de amoreira (Morus sp.) e a infecgcdo ocorre,
principalmente, pela ingestdo de folhas contaminadas com os poliedros (virus
ocluidos). No intestino médio os poliedros sofrem acéo do pH alcalino liberando
as particulas virais que atravessam a membrana das células colunares sendo
introduzidos para o nucleo da célula. No nucleo, se utilizam da maquinaria

nuclear para transcrever genes virais e a replicar o genoma, culminando na



liberacdo de novos nucleocapsideos para infectar células do sistema traqueal e
hemolinfa, forma primaria de infeccdo. A secundéaria é caracterizada pelo
transporte de particulas virais diretamente para as células do sistema traqueal e
hemolinfa, onde as células epiteliais infectadas produzem o primeiro fenotipo
viral, o BV, responsavel por infectar outras células, culminando da
sistematizacdo da doenca.

Nos estagios mais avancados da doenca a lagarta comeca a se liquefazer
e liberar no ambiente o conteldo leitoso repleto de poliedros, que irdo servir de
in6culo para infeccéo de outros insetos. A presenca de enzimas hidroliticas virais
como a catepsina (V-Cath) e a quitinase (V-CHIA) auxiliam no processo de
rompimento do tegumento e dessa forma contribuem para transmisséo
horizontal da infecgao.

Nessa area de aplicacdo, esta tese € composta por dois artigos. O
primeiro artigo trata-se de revisdo que teve como objetivo reunir os recentes
avancos e meétodos alternativos relacionadas ao combate contra
entomopatdgenos incluindo aqueles relatados com tecnologias, com o objetivo
de controlar o potencial de virus e outros entomopatdgenos. Abordamos as
atuais substancias relacionadas a assepsia de barracdes, produtos naturais e
sintéticos visando o combate ao virus.

O segundo artigo, teve como objetivo fornecer dados em relacdo a
biologia e parametros produtivos do B. mori tratados com o farmaco Bmb5,
composto modelado para inibir a catepsina viral, 0 que poderia contribuir para
diminuir a transmissao horizontal do BmNPV.

A andlise de publicacbes apresenta de que ha uma preocupacao mundial
por métodos eficientes que possam integrar as atuais substancias utilizadas para
o controle e prevencao de patdégenos no cultivo comercial de B. mori no campo.
No entanto, ainda séo reduzidas o numero de pesquisas envolvendo substancias
que visem combater com eficiéncia esses agentes, sobre tudo, com relagdo ao
controle do BmNPV.

Os resultados do ensaio envolvendo o farmaco Bmb5, mostrou que,
independentemente da aplica¢do da droga, ocorreu liquefacéo das lagartas, ndo
reduzindo o indice de mortalidade. Este fato pode ser atribuido que a

manutenc¢ao da atividade de demais enzimas hidroliticas virais foram suficientes



para que a infeccdo ocorresse. Quanto aos parametros relacionados a
produtividade, apesar de nédo ter sido estatisticamente diferente do controle
negativo, os dados obtidos ficaram dentro dos indices de comercializagcdo
encontrados na literatura. Em conclusao para afetar a propagacao da infeccéo
do BmNPV é necessario um inibidor de amplo espectro para enzimas hidroliticas
virais.

Nosso trabalho refor¢a a necessidade de investigacdes intensas e segu-
ras acerca de agentes que visem o combate a entomopatdgenos, principalmente
0 virus BmNPV.

PALAVRAS CHAVE: Bombyx  mori;  Catepsina; Bombyx  mori

Nucleopolyhedrovirus



ABSTRACT

Sericulture is an agro-industrial activity that began in China about 5.000 years
ago. It consists of silk-producing insect rearing, the Bombyx mori L. (Lepidoptera: Bom-
bycidae). Silk is a high value product, destined for the textile industry and for making
other materials like bandages for medical dressings and cosmetology. Brazil has
gained international visibility in the commercialization of this product, due to the quality
of the raw material (green cocoons), considered the best in the world, and the favorable
climatic conditions the sericulture is adapted well in the country. While in other produc-
ing countries the cycle of annual maidens revolves around three to four times, Brazil
can reach up to nine, favoring the development of the activity in the country. The State
of Parana leads the national production followed by Sdo Paulo and Mato Grosso.

Several factors are important to achieve good productivity in a zootechnical
activity including temperature control, humidity and the adoption of preventive
measures aimed at combating diseases. In sericulture, good farming practices are of
the utmost importance, since once the disease is detected, during breeding, it be-
comes difficult to control, leading to serious losses.

Due to the simplicity of creation of B. mori and the low technology of the sector,
the activity is exposed to several types of pests such as: protozoa, fungi, bacteria and
viruses. Viral diseases represent a worldwide threat and are responsible for the great-
est damage to the sericulture industry. Among the viruses that attack the silkworm, the
Bombyx mori nucleopolyhedrovirus (BmNPV) is the more frequently detected. As cat-
erpillar feeds exclusively on mulberry leaves (Morus sp.) and infection occurs mainly
by ingestion of leaves contaminated with polyedra (occluded viruses). In the middle
intestine the polyhedra undergo alkaline pH action releasing the viral particles that
cross the membrane of the columnar cells being introduced into the cell nucleus. In
the nucleus, they use the nuclear machinery to transcribe viral genes and replicate the
genome, culminating in the release of new nucleocapsids to infect cells of the tracheal
system and hemolymph, the primary form of infection. The secondary virus is charac-
terized by the transport of viral particles directly into the cells of the tracheal system
and hemolymph where infected epithelial cells produce the first viral phenotype, BV,
responsible for infecting other cells, culminating in the systematization of the disease.

In the more advanced stages of the disease the caterpillar begins to liquefy

and, upon dying and release in the environment the milky content filled with polyhedra,



which will serve as inoculum for infection of other insects. The presence of viral hydro-
lytic enzymes such as cathepsin such as (V-Cath) and chitinase (V-CHIA) help in the
tegument rupture process and thus contributing to the horizontal transmission of infec-
tion.

In this area of application, this thesis is composed of two articles. The first one
aimed to provide data on the biology and productive parameters of B. mori treated with
the drug Bm5, a compound modeled to inhibit viral cathepsin, which could contribute
to decrease the horizontal transmission of BmNPV virus.

The second article deals with a review aimed at gathering recent advances
and alternative methods related to the fight against entomopathogens, including those
reported with technologies, in order to control the potential of viruses and other ento-
mopathogens. We address the current substances related to the asepsis of barracks,
natural and synthetic products aimed at combating the virus.

The results in the test involving the drug Bm5 showed that, independently of
the application of the drug, liquefaction of the caterpillars occurred, not reducing the
mortality rate. This fact can be attributed that the maintenance of the activity of other
viral hydrolytic enzymes was sufficient for the infection to occur. Regarding the param-
eters related to productivity, although it was not statistically different from the negative
control, the results obtained were within the commercialization indexes found in the
literature. In conclusion, to affect the propagation of the BmNPV infection a broad-
spectrum inhibitor for viral hydrolytic enzymes is required.

The search in the literature showed that there is a worldwide concern for effi-
cient methods that can integrate the current substances used for the control and pre-
vention of diseases at the field level. However, there are still few researches involving
substances that aim to combat these agents effectively, above all, in relation to the
control of BmNPV.

Our work reinforces the need for intense and reliable investigations of agents
that aim to combat entomopathogens, especially the BmNPV virus.

KEYWORS: Bombyx mori; Cathepsin; Bombyx mori Nucleopolyhedrovirus

Revisio



Poliedrose nuclear: métodos alternativos de controle
do BmNPV

Alex Chiarello e Maria Fernandez*

Departamento de Biotecnologia, Genética e Biologia Celular, Universidade Estadual de Maring3,
Maringa, 87020-900, Parana, Brasil

*Autor para correspondéncia: mafernandez@uem.br; Tel.: + 55-44-3011-5398
Received: date; Accepted: date; Published: date

Resumo: A sericicultura enfrenta muitos desafios, sobre tudo, aqueles relacionados aos micro-
organismos que causam prejuizos na cadeia produtiva de seda. O Bombyx mori nucleopolyhedrovirus
(BmNPV) causa a poliedrose nuclear uma das doengas mais letais para as lagartas. Dessa maneira, a
profilaxia é de suma importancia, pois uma vez que a infeccdo pelo virus se instala ndo existem
métodos efetivos de controle, ocasionando prejuizos severos a produgao. Todavia, as medidas
preventivas convencionais, de desinfeccdo dos barracoes de criacdo, nem sempre sdo suficientes para
evitar a contaminacdo das lagartas, além do que, o uso indiscriminado de alguns produtos nesse
processo pode selecionar organismos resistentes, agravando a infecgao. Nesse sentido, pesquisas com
aplicagao de técnicas alternativas tém apresentado resultados satisfatdrios quando aliadas as praticas
de manejo tradicionais. Assim, essa revisao compreende artigos que apresentam os resultados de
métodos e produtos alternativos que se mostraram efetivos no controle e prevencdo de doengas,
especialmente relacionado ao virus BmNPV na sericicultura.

Palavras Chave: Bombyx mori nucleopolyhedrovirus; bicho-da-seda; Sericicultura.

1. Introducio

Descoberta a mais de 5.000 anos a seda comegou a ser produzida em grande escala e comercializada
na China e sua popularizacio foi possivel devido a rotas que ligavam a Asia e Europa. Devido a sua
importancia comercial, baixo custo de investimentos e a simplicidade do cultivo das lagartas, a
producdo de casulos tornou-se a fonte de renda para agricultores em muitos paises em
desenvolvimento, como China, [ndia, Brasil, Vietna e Tailandia [1]. Denominada sericicultura, a
atividade consiste na criagdo do Bombyx mori L. (Lepidoptera: Bombycidae), inseto que ao final do
estadio larval secreta o fio de seda, produto de alto valor agregado, utilizado na indtstria téxtil e
confecc¢ao de biomateriais [2, 3, 4].

O Brasil tem adquirido visibilidade internacional na comercializa¢gdo desse produto, devido a
qualidade da matéria-prima (casulos), considerada a melhor do mundo [5]. Por conta das condi¢des
climaticas favoraveis, a sericicultura adaptou-se bem no pais e pode ser considerada uma fonte de renda
alternativa interessante para os produtores [6]. Como resultado dessa relagdao, o Relatorio Takii [7],
apresenta que os dados da produgao nacional na safra 2016/2017 foi de 2,99 toneladas (t) de casulos,
sendo o Estado do Parand o maior produtor com 2,46 t, responsavel por 82,5% da produgao brasileira,
seguido pelo Estado de Sao Paulo (12,6%) e do Mato Grosso do Sul (5%) [7].

Para a obtenc¢ao de uma boa produtividade varios fatores sao importantes, entre eles o controle da
temperatura, umidade e a adogao de medidas preventivas que visem a prevencao de doengas [8, 9]. Na
sericicultura, como em outras atividade agroindustriais, as boas préaticas de cultivo sao essenciais, pois,
controlar infec¢bes instaladas é uma missdo laboriosa e incerta, o que pode acarretar prejuizos
significativos aos sericicultores [10].

Essas perdas estdo, na maioria das vezes, relacionadas a doengas causadas por virus, fungos e
bactérias que podem representar redugao de até 20% no potencial de producao de casulos a cada ano
na China, maior produtor mundial de seda, como mostra Jiang et al. [11]. Desse percentual, 80% esté



relacionado a doencas virais, sendo os principais agentes o Bombyx mori nucleopolyhedrovirus
(BmNPV) [12, 13]), o virus da poliedrose citoplasmatica (BmCPV) [14] e o densovirus (BmDNYV) [15].
Esses parasitas apresentam alta viruléncia [1, 16], sendo que o BmNPV é considerado a principal ameaga
para a sericicultura mundial, causando o amarelid&o.

Por este motivo, pesquisadores das mais variadas areas tem buscado elucidar e compreender a
interagdo entre patdgeno x hospedeiro, analisando mecanismos de a¢do do virus e resisténcia das
lagartas, e o desenvolvimento de diferentes tecnologias com o objetivo de reduzir os efeitos que sao
causados pelo BmNPV no inseto. Embora se tenha avangado significativamente nos tltimos anos, ainda
existem muitas lacunas sobre essa relacgao.

Alguns cientistas, ainda, viram uma possibilidade interessante na associagdo de métodos
alternativos as técnicas convencionais de manejo em campo como o uso de farmacos, uso de extratos
vegetais e subtancias sintéticas na prevencao e controle da infec¢ao viral nos barracdes. Dessa forma,
este trabalho teve como objetivo revisar os resultados satisfatorios nessa linha de pesquisa com o
objetivo de facilitar a disseminacdo de conhecimento sobre métodos alternativos de manejo que
contribuam com a profilaxia de doengas em campo.

2. O Modelo Biolégico Bombyx mori

O Bombyx mori L., Pertencente ao filo Artrépoda, classe Insecta, ordem Lepiddptera, familia Bom-
bycidae, género Bombyx [17]. Este organismo € originario da China e vem sendo domesticado a aproxi-
madamente 5.000 anos para obtengao de fios de seda, o qual é destinado para a fabricagao téxtil [5, 17]
e outros biomateriais [18, 19]. Além do potencial econdémico, o bicho-da-seda é um modelo biolégico
[20, 21]. De acordo com Mita et al. [21], o inseto tem sido muito utilizado como um sistema modelo para
estudos devido ao tamanho da lagarta no final do periodo larval, a facilidade de criagao em laboratdrio
e importancia econdmica da sericicultura. Esta espécie facilita os estudos de gendmica comparativa le-
vando a abordagens para controle de espécies pragas.

E aceito que Bombyx mandarina é o ancestral selvagem mais proximo de B. mori [22] sendo ambos
morfologicamente e fisiologicamente similares. Bombyx mandarina, de ocorréncia no Japao e Coréia tem
27 cromossomos, enquanto que B. mandarina, da China e o B. mori apresenta 28 cromossomos. Os dois
tipos selvagens, B. mandarina da China e do Japao, possuem morfologia homogénea e nimero de cro-
mossomos diferentes por genoma [23].

Milhares de racas de B. mori geograficamente distribuidas e linhagens geneticamente melhoradas
sao mantidas em varios paises onde a sericicultura representa uma atividade expressiva [24]. De acordo
com Liu et al. [23], essas linhagens se espalharam progressivamente para a Coréia, Japao, India, Brasil
e o resto do mundo. Nessas linhagens, mais de 400 mutag¢des foram identificadas em B. mori e utilizadas
na conservagdo de recursos genéticos. Estas mutagOes estdo relacionadas a muitos aspectos
fundamentais do ciclo de vida do inseto, incluindo a formagao da casca dos ovos, diapausa, alimentacao,
comportamento, padrdes de desenvolvimento, muda, entre outros [24].

O B. mori é holometabolo, ou seja, apresenta metamorfose completa, sendo o individuo jovem com-
pletamente diferente do adulto. Este inseto apresenta quatro estadios no seu ciclo de vida: ovo, larva,
pupa e mariposa [25], Figura 1. A mariposa desova entre 400 e 500 ovos (Figura 1A), e no periodo de
eclosao as larvas tem cerca de Imm de comprimento. As lagartas se alimentam exclusivamente de folhas
de amoreira, vegetal com os nutrientes necessarios para seu desenvolvimento [26].
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Figura 1. Ciclo de vida do bicho-da-seda (Bombyx mori L.). Ap0ds a eclosdo dos ovops (A), as
lagartas (B) crescem exponencialmente e tem um periodo desenvolvimental de cinco instares.
No final do quinto instar, as lagartas tecem o casulo e as pupas tem um periodo de 10 dias
antes da metamorfose para mariposas (C). A mariposa macho é visivemente menor em
tamanho que a fémea (D).

Quando as larvas atingem o tamanho maximo de 70 a 80 mm de comprimento (Figura 1B), em
cerca de 30 dias, passam a produzir os casulos (Figura 1C). Dentro do casulo, a larva se transforma em
crisalida (pupa) e com 10 ou 12 dias, e ocorre a metamorfose em mariposa (Figura 1D). Na fase adulta
do inseto, como mariposa pode-se verificar o dimorfismo sexual, sendo que as fémeas sao significativa-
mente maiores que os machos (Figura 1D). O casulo produzido pelo inseto, do qual é extraido o fio de
seda, é rico em proteinas que sdo produzidas por um par de glandulas chamadas sericigenas [27]. Essas
glandulas ocupam um ter¢o do corpo do inseto quando este chega ao quinto instar. Elas secretam as
proteinas fibroina, sericina e p25 na forma liquida. Quando entram em contato com o ar, estas proteinas
se solidificam estando prontas para formar o casulo [28].

A metamorfose ocorre através de um conjunto integrado de processos em que a larva se desenvolve
e transforma-se em pupa. Durante a fase de pupa a ecdisona ativa a expressao génica em varios tecidos
larvais, como as glandulas sericigenas e pro-toracicas, culminando na morte celular programada e sub-
seqiiente histolise, enquanto novas partes do adulto sao formadas através da proliferagao e diferencia-
¢ao celular [29].

Bombyx mori pode ser classificado por meio de diversos parametros. De acordo com a distribuigao
geografica e o complexo de caracteristicas morfoldgicas e fisiologicas, como tamanho do corpo, dias de
alimentacao, tolerancia térmica e resisténcia a doengas, o bicho-da-seda pode ser classificado como de
origem japonesa, chinesa, européia ou indiana [24]. Também, quanto ao ntimero de criadas anuais, vol-
tinismo representado na Tabela 1. [25].



Tabela 1 - Classificagao de Bombyx mori de acordo com o voltinismo

Classificac¢ao Sob condi¢6es normais Clima

Produz somente uma geragdo ao ano, Por ser mais adaptavel ao frio, o ciclo
Monovoltino com grande quantidade e qualidade de larval é mais longo e o corpo é maior,
seda. porém menos resistente a doengas e

umidade

Produz duas geracgdes por ano, o ciclo Esta raca é mais resistente ao calor e por
Bivoltino larval é mais curto e o tamanho do casulo isso também ¢é a mais utilizada por
¢ menor que os Monovoltinos. sericicultores em maior frequéncia.

Repeticao da producgao maior que trés ao As larvas tém boa resisténcia ao calor e ao
Polivoltino ano clima tropical, porém o casulo é menor e o
teor de seda é baixo

Em uma parceria entre pesquisadores japoneses e chineses foi desenvolvido um consércio geno-
mico internacional (http://papilio.ab.a.u-tokyo.ac.jp/lep-genome/new_lepgenome.htm) com o objetivo
de promover a cooperacao no sequenciamento génico de B. mori e de outros lepiddpteros de interesse
econdmico. Os dados referentes ao estudo disponibilizados em 2004, quando foram publicados os pri-
meiros rascunhos das sequéncias gendmicas do bicho-da-seda, cobrindo mais de 90% dos genes conhe-
cidos deste inseto [20, 21]. Estudos recentes com B. mori estdo sendo direcionados na busca de racas
puras e hibridos resistentes ou tolerantes ao nucleopolyhedrovirus, uma vez que a infecgio das lagartas
provoca perdas consideraveis na economia sericicola [1, 27].

3. Importancia da Sericicultura

A sericicultura é a atividade agropecudria de criacdo do bicho-da-seda para obteng¢ao de casulos
destinados a produgao de seda. Pratica que inclui o cultivo da amoreira, a producao dos ovos do bicho-
da-seda, criacdo das lagartas até a produgao dos casulos e, finalmente, fiacao e confeccdo da seda por
parte do setor industrial. Atualmente, a sericicultura é a principal fonte economica para mais de 30
milhdes de familias em varios paises como a China, [ndia, Vietna e Tailandia, e ndo é diferente para
Brasil, uma vez que esta atividade contribui para o desenvolvimento sustentavel do pais, por meio da
inclusao social, ao proporcionar trabalho no campo, com a criagao do bicho-da-seda e o cultivo da
amoreira, e na cidade, com a industria de fiacdo e o comércio. Portanto, a atividade da sericicultura
proporciona importantes aspectos socioecondmicos: é uma cultura alternativa, gera produto de
exportacdo, fixa o homem no campo, apresenta pouca dependéncia climatica, tem pequeno custo de
producao, além da racionalizacdo da mao-de-obra [30].

Em termos de produtividade a China aparece em primeiro lugar com 82% (146 mil toneladas de
seda), seguida por India com 16% (28,7 mil t) Uzbequistao, Tailandia e Brasil com respectivamente
0,62% (1,1 mil t); 0,39% (692 toneladas) e Brasil com 0,31% e 560 toneladas. Ainda sao produtores Vietna,
Coreia do Norte e Turquia [7]. Os principais consumidores de seda do mundo sao; Estados Unidos,
Italia, Japao, India, F ranga.

Apesar de ocupar o quinto lugar na producao mundial de seda, o Brasil ganha destaque em termos
de qualidade, devido ao sistema integrado de produgao, que padroniza todas as operagdes e insumos
ao longo da cadeia produtiva, diferentemente de outros paises produtores, que utilizam grande niimero
de variedades de amoreira e diversas racas de bicho-da-seda [31]. Ainda, as condig¢des climaticas sao
favoraveis ao cultivo tanto da amoreira quanto do inseto, fazendo com que a producao de casulos seja
considerada uma boa alternativa para os produtores [6].



Na safra 2016/2017 o Brasil obteve uma produgao total de cerca de 2,99 t de casulos verdes, sendo
o estado do Parand o maior produtor com 2,46 t de casulos verdes, perto de 83% do total, seguido dos
estados de Sdo Paulo e Mato Grosso do Sul, representam 13 e 5% do total. Conforme a Secretaria da
Agricultura e Abastecimento — SEAB (2017) o nimero de sericicultores no estado do Parana é de 1.867,
com 2.017 barracdes e 3.966 ha de darea cultivada com amoreira. O municipio de Nova Esperanca
continua como o maior produtor do estado onde a atividade é exercida por 141 sericicultores que
equivale a 23% do total do estado, em 239 barracdes, numa area de 541,39 ha, 326.942 kg de casulos
verdes (in natura) com produtividade média de 604 kg/ha [7].

4. Patologias que trazem prejuizos a sericicultura

Os desafios para produgao de casulos no Brasil e no mundo estao relacionados a disseminacao de
infecgdes no ambiente de criacdo, as quais tem causas multifatoriais [32]. Fatores bioticos e abidticos
exercem papel importante na prevengao e controle dessas doencas.

Dentre os fatores abidticos estdo condi¢Oes climaticas, falta de higiene nos barracdes, a nao
utilizagao de desinfetantes nas lagartas, barracao de producéao fora dos padrdes apropriados, acesso
livre de pessoas ou outros animais as instalagdes produtivas e de armazenagem das amoreiras [33] e os
fatores bidticos como a grande concentracdo de lagartas em ambiente fechado, a alta produgao de
residuos organicos, ciclo bioldgico curto que limita o tempo de combate a doenca e a auséncia do
controle dos micro-organismos presentes na amoreira [10]. Em geral os patdégeno do bicho-da-seda
penetram ou pela boca ou pelo tegumento das lagartas [17].

Entre os agentes etildégicos que estdo frequentemente relacionados a patologias de B. mori estao
protozoarios, fungos, bactérias e virus que podem contamina-lo durante seus diferentes estadios de
desenvolvimento [34], fato agravado pelas condi¢Ges de cultivo no campo também propiciarem a
proliferacao desses patogenos.

As doengas fingicas sao comuns no ambiente de producao e sao corriqueiramante provocadas por
Bauveria bassiana, Metarhizium anisopliae causando a calcinose branca e a calcinose preta respectivamente,
o contagio se da através do contato direto entre as lagartas ou pelo contato com folhas contendo esporos
[35]. Os sinais apresentados pelos insetos sao a perda de apetite, seguido de vomitos e as vezes diarreia.
Na medida em que a doenga avanga o corpo da lagarta vai se irrigecendo [35]. A lagarta morta por essa
infecgao conserva a sua forma, porém, fica mumificado [17].

Outro grupo de entomopatdgenos importantes para o bicho-da-seda sao as bactérias, com destaque
para Bacillus thuringiensis, Bacillus itdlico, Streptococus faecalis, Streptococcus Faecium e Hafinnia sp, estes
organismos causam a doenca chamada de flacidez bacteriana [17, 36], devido a natureza flacida da la-
garta infectada, e a contaminagao ocorre por via oral através da ingestdo de folhas de amoreira,
contendo a bactéria, ou por ferimento no tegumento [37, 38]. Em geral os sinais estdo relacionados a
natureza do patégeno que acomete a lagarta, mas de maneira geral os insetos infectados apresentam
inapeténcia, inatividade e, as vezes, vomitam o suco intestinal podendo culminar na morte da lagarta.

Quando acometidos por protozoarios esses insetos podem desenvolver pebrina, conhecida como
diarréia do bicho-da-seda, tendo como principal agente causador o Nosema bombycis. O contagio pode
ocorrer durante a oviposicao feita por mariposas doentes ou pela ingestao de alimentos contaminados
[17, 39]. Os sintomas desta doenga podem ser observados em todos os estagios de vida do bicho-da-
seda: no ovo percebe-se pouca aderéncia, falta de uniformidade, morto ou nao fertilizado; na lagarta,
ha pouco apetite, crescimento e desenvolvimento retardados, apresentando manchas escuras sobre o
tegumento, a pele apresenta-se palida e transltcida; a pupa apresenta a drea abdominal mole, inchada
e mais escura; na mariposa aparecem manchas escuras maiores, abrangendo os segmentos das asas e a
parte final do abddémen [39].

Embora os agentes citados acima sejam responsaveis por causar uma série de agravos, os virus
representam a principal ameaga para a sericicultura mundial [40], sendo o Bombyx mori
nucleopolyhedrovirus (BmNPV) o baculovirus que causa as principais perdas na industria sericicola
[16, 40]. Na india os prejuizos relacionados a patdgenos virais, gira em torno de 15% a 20%, dos quais



70% estao associados ao BmNPV [41], na China até 80% dos casos sdo relacionados e esse virus [1] e no
Brasil estima-se que esse nimero esteja em torno de 70% [5].

A principal rota de contagio ocorre pela ingestdo de folhas de amoreira (Morus sp) contaminadas
com os poliedros [1]. Durante o ciclo infeccioso os virions estao presentes em dois fendtipos diferentes
sendo eles: virus ocluidos — oclusion derived virus (ODV) formados no nticleo das células infectadas e
consistem em um unico nucleocapsideo (SNPV) ou multiplo (MNPV), os quais sao responsaveis pela
infeccdo primaria e entre os hospedeiros. O virus broto — Budded virus (BV) realiza a infecgao sistémica
no inseto [42, 43]. Cada BV consiste num tinico nucleocapsideo contido em um envelope derivado
da membrana plasmatica de uma célula hospedeira.

Uma vez no limen do intestino da lagarta, os cristais poliédricos (OBs) sofrem agdo do pH alcalino
onde ocorre a liberacdo das particulas virais, os ODVs [44, 45], os quais atravessam a matriz peritrofica
através de fusdo de membrana [31, 32]. Dentro das células, os nucleocapsideos sao direcionados para o
nucleo através dos filamentos de actina, entrando pelos poros nucleares, em seguida ¢ iniciando a
transcricao dos genes virais e a replicacdo do genoma [45]. Posteriormente, os nucleocapsideos recém-
formados migram para o citoplasma e brotam pela membrana plasmatica sendo entdo envelopados
individualmente, dando origem as particulas virais denominadas de BVs [46], que infectam célula a
célula e sao responsaveis pela infecgao sistémica, secundaria, dos tecidos da lagarta [47, 48].

Nos lepiddpteros infectados com o baculovirus leva a uma série de mudangas comportamentais e
morfoldgicas resultando na morte da larva apos alguns dias. Estas transformagdes comecam a ser evi-
denciadas entre o terceiro e quarto dia apds infec¢do, quando ocorre a reducao na alimentagao, alteragao
na coloracao do tegumento, movimentagoes irregulares, retardamento do crescimento do inseto, que
por vezes nao chega a fazer muda [49, 50].

Decorridos quatro dias da infeccdo, as lagartas comegam a apresentar uma cor branco-amarelada
do tegumento do inseto, que se intensifica a medida que a doenca avanga. Ao morrer, ocorre rompi-
mento do tegumento, devido a fragilidade do mesmo, fato que contribui para a liberacao de grande
quantidade de poliedros no ambiente, servindo de inoculo para outras populagdes subsequentes de
lagartas, representando a infeccao horizontal [49, 50]. Sabe-se, que os baculovirus produzem algumas
proteinas que auxiliam no processo infectivo. Dentre elas, a quitinase e uma cisteino-protease [51], en-
zimas hidroliticas virais que sao secretadas na fase tardia da infeccdo celular e acumulam-se na larva
hospedeira a medida que a infeccao progride. Elas agem, provavelmente, na dissolucao dos tecidos do
inseto, e em particular da cuticula larval, que se rompe apds a morte do hospedeiro, liberando os poli-
edros no meio [52, 53].

Os membros da familia Baculoviridae sao reportados numa série de invertebrados [54, 55, 56, 57,
58, 59, 60] dos quais as ordens Diptera, Lepidoptera e Hemiptera tem essa relagdo parasita x hospedeiro
melhor estuda [42]. Estes virus possuem genoma de fita dupla de DNA, de cerca de 80 a mais de 180
kb, que sdo circulares e superenrolados, e codificam entre 90 e 180 genes. Destes genes, um conjunto
comum de cerca de 30 genes homologos foi identificado, e ha provavelmente outros que nao podem ser
reconhecidos devido a extensdo das mudangas incorporadas ao longo do tempo [42]. De acordo com a
classificacdo os baculovirus sao divididos em quatro géneros: Alphabaculovirus, Betabaculovirus,
Deltabaculovirus e Gammabaculovirus [60]. Sendo os virus dos Lepiddpteros divididos em Alpha e
Betabaculovirus, abrangendo os nucleopolyhedrovirus (NPVs) e granulovirus (GVs) [42]. Os NPVs sdo
divididos em dois grupos: grupo I, que usam gp64 como sua proteina de fusdo com BV e grupo Il ndo
possuem gp64, utilizam uma proteina chamada F [61].

Uma peculiaridade desse grupo de virus é a presenca em corpos de oclusao chamados de poliedros
nos NPVs, a qual é constituida de uma matriz cristalina composta por uma proteina denominada poli-
edrina [62]. Essas estruturas sdo altamente estaveis conferindo as particulas virais resisténcia na maioria
das condi¢bes ambientais e prolongando sua capacidade infecciosa, assim contribuindo para a trans-
missibilidade horizontal [63].

A detecgao do BmNPV é necessdria para que os produtores possam realizar as medidas de manejo
adequadas para minimizar os prejuizos associados a doenca viral. Sabe-se que os surtos de doengas sao
impulsionados pela quantidade de inéculo inicial e pela taxa de transmissao. Nesse sentido, alguns
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métodos sao citados na literatura com esse objetivo, dentre eles, a utilizagdo de microscopia, através de
reacdo em cadeia da polimerase (Polymerase Chain Reaction — PCR) [64], ensaios imunoenzimaticos -
ELISA [65], transfeccao de DNA viral [66], imunoensaio de fita coloidal baseada em corante téxtil [67],
dentre outros. A dificuldade de se quantificar focos de infec¢do viral inicial em um cultivo é dificil e
tentativas de se estimar esses parametros sdo atualmente propostas [41]. Quando as lagartas apresentam
o0s sinais externo, a infecgao ja esta muito avancgada, sendo de dificil controle.

5. Imunidade inata em insetos e 0 modelo Bombyx mori

O grande sucesso dos insetos nos mais variados ambientes até mesmo repletos de competidores se
da pelo sistema imunolégico de defesa inato. O sistema imunoldgico inato representa uma defesa contra
particulas e/ou organismos estranhos, combatidos com mecanismos ou barreiras estruturais e fisiologi-
cas, matriz peritréfica [68, 68, 70]. Mecanismos quimicos, fisicos ou biologicos representam a primeira
linha de defesa dos insetos contra patdgenos [71].

Quando estas barreiras sdo rompidas, os micro-organismos atingem a hemocele, desencadeando
outros mecanismos complexos ativados, a fim de combater a entrada de um patogeno. Estes mecanis-
mos alternativos sdo conhecidos como resposta celular e humoral [72].

As respostas celulares envolvem fagocitose, nodulagao, encapsulacao e citotoxidade, guiadas por
hemocitos celulares livres circulantes na hemolinfa, e a eficiéncia desta defesa é diretamente proporci-
onal ao nimero e ao tipo de hemdcitos relacionados a este mecanismo [73]. Essa resposta pode ser direta
por encapsulacao ou fagocitose ou ainda indireta, envolvendo serino-proteases e vias de sinalizacao
intracelular imune que conduzem os peptideos antimicrobianos - Antimicrobial Peptide (AMPs), que po-
dem ser as lisozimas [74, 75].

A resposta humoral é efetivada por AMPs produzidos pelo corpo gorduroso da lagarta e liberados
na hemolinfa, ativando uma complexa cascata proteolitica que leva a coagulagao e a mineralizacdo da
hemolinfa [76, 77, 69]. Os peptideos antimicrobianos sao amplamente distribuidos nos organismos vi-
vos desde os procariotos até os eucariontes superiores [78], sendo classificados como peptideos de baixo
peso molecular, pois possuem massa entre 2 a 5 kDa, ativados contra micro-organismos que invadem a
hemolinfa [79].

Estudos tém sido realizados a fim de mostrar a eficiéncia dos AMPs frente aos corpos estranhos
presentes na hemolinfa, pois esta alternativa se torna uma ferramenta no combate a micro-organismos
resistentes a antimicrobianos [80]. Sabe-se que os micro-organismos demoram um tempo maior para
desenvolverem resisténcia aos AMPs, levando a crer que estas moléculas sdo candidatas a antibiético
natural [81]. No modelo biolégico Drosophila melanogaster, os mecanismos dos patdgenos e ativagao de
vias de sinalizagao e regulacdo da expressao dos peptideos de defesa sao bem conhecidos [82]. Em Bom-
byx mori resistentes, alguns AMPs especificos de lepidopteros (gloverina-1, 2, 3, lebocina, cecropina,
attacina e lisozima) foram encontrados como induzidos pela infec¢do por BmNPV em bichos-da-seda
resistentes e suscetiveis [83, 84].

Nos fluidos corpdreos dos insetos, existe uma variedade de fatores de defesa humoral, naturais ou
induziveis, sendo as defesas naturais constituidas por aglutininas, lisozimas, outras lisinas, bactericidas,
enzimas lisossomais e fatores de imobilizacdo. Apds poucas horas da injecdo de antigeno, os fatores
induziveis sdo verificados e estao envolvidos no reconhecimento de particulas estranhas. Logo que ha
o reconhecimento de algum patdgeno, as respostas de defesa sao ativadas a fim de garantir a morte dos
micro-organismos e a homeostase do sistema [40].

Lipidios na epicuticula no Bombyx mori atuam inibindo a invasao de fungos como Beauveria bassiana
[85]. Danos na cuticula estimulam a sintese de peptideos antibacterianos pelas células epidérmicas [86].
O conhecimento das respostas imunolégicas desencadeadas pelos insetos pode fornecer informagdes
valiosas para o delineamento de novas formas de controle biolégico. A compreensao sobre a organiza-
¢ao e regulacdo do sistema imune dos insetos tem sido ampliado, sobretudo devido a estudos relacio-
nados a caracterizagao e a purificagao de peptideos antimicrobianos produzidos em resposta a infec¢oes
causadas por bactéria ou fungos e virus em varias espécies de insetos, como as lagartas Manduca sexta
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[87], Galleria mellonella [88] e o mosquito Aedes aegypti [89], juntamente com as informagdes genéticas
sobre Drosophila melanogaster [90] e Bombyx mori [40].

Estas informacoes levaram ao reconhecimento de que os insetos possuem um sistema capaz de
reconhecer um patdgeno e ativar um complexo de moléculas sinalizadoras e, a partir de sinais gerados
por este processo, coordenar a expressao de varios genes ou reprimir a expressao de alguns genes. Em
alguns representantes da ordem Lepiddptera, o sistema imune é bem caracterizado, principalmente em
Bombyx mori, Manduca sexta, Galleria mellanela e Spodoptera frugiperada. Para essas espécies, foram descri-
tos AMPs [40].

A grande maioria dos trabalhos envolvendo a imunidade inata dos insetos tem se concentrado em
infecgdes bacteriana ou fungicas [74, 79]. Mais recentemente, os estudos tém avancando sobre o meca-
nismo de defesas de insetos contra virus [40]. As principais respostas conhecidas nos insetos sao medi-
adas por RNA de interferéncia (RNAi) que, por meio do sistema enzimatico Dicer2/R2D2, produz siR-
NAs que inibem a replicagao viral [91] e através da morte celular programada, acredita-se, desempenhar
um papel fundamental no mecanismo de defesa animal contra a infecgao viral [92]. Foi confirmado que
algumas espécies de lepiddpteros eliminaram as células do epitélio intestinal infectado através da apo-
ptose seletiva e, portanto, resistiram a infecgao por baculovirus [93].

Adicionalmente, a andlise de expressao de genes relacionados a resisténcia ao BmNPV em linha-
gens resistentes de B. mori apontam para proteinas que poderiam estar envolvidas no mecanismo de
defesa contra o virus. Contudo, o mecanismo permanece pouco esclarecido [94, 40]. A compreensao das
respostas imunes inatas dos bichos-da-seda contra virus fornece informagoes essenciais para o estabe-
lecimento de métodos eficazes de controle de virus. Entretanto, o controle de infec¢des virais pode ser
afetado com medidas profilaticas.

6. Manejo e solugdes alternativas de controle do BmNPV

As medidas preventivas sdo de suma importancia a atividade sericicola, visto que, os insetos sdo
susceptiveis aos patdgenos e o controle das doengas apds infecgdo é dificil, acarretando prejuizos
consideraveis ao setor. Para isso, o barracao de criacdo das lagartas (sirgaria), deve ser localizado em
ambiente seco e com boa ventilagdo, evitando a proximidade com locais insalubres ou passiveis de
contaminagdes. Além disso, é recomendado aos produtores que executem um plano de controle com
medidas que evitem a entrada dos principais vetores nos barracdes, organizando as instalagdes para
prevenir a entrada de insetos, anfibios, roedores, aracnideas e aves [10].

A desinfeccado prévia do local de criacdo deve ser criteriosa, durante o cultivo e na auséncia das
lagartas, ja que patogenos se alojam nos locais de criagao e equipamentos [35]. Esse manejo tem por
finalidade eliminar ou baixar ao maximo o potencial de infeccdo das doengas, evitando seu
aparecimento e impedindo a disseminagao das pragas [10]. Todavia, alguns métodos para a desinfeccao
sao recomendados tais como: desinfec¢ao com solugao de formol a 3% pulverizada no local e em todos
o0s equipamentos utilizados [95]. Aplicacdo de cal no piso antes de iniciar a criagao [31]. Porém, mesmo
tomados as medidas preventivas de profilaxia ainda ha contaminagao por micro-organismos [96]. Isso
porque o uso indiscriminado ou frequente de algumas substancias pode levar a selegao de organismos
resistentes. Nesse contexto, sdo necessarios métodos alternativos e ou combinacdo de métodos que
visem o combate aos patdgenos de maneira eficiente e que nao representem risco de saude aos
produtores, e afetem a biologia das lagartas.

Diante disso, estudos tém sido realizados com o objetivo de avaliar produtos, naturais e sintéticos,
com propriedades antimicrobianas, para integrar ao manejo tradicional como medida de prevencao e
controle de eventuais doencas ocasionadas por estes patdgenos, bem como, os efeitos relacionados a
produtividade das lagartas tendo em vista sua importancia economica. Algumas formulagdes foram
testadas e seus efeitos, diretos ou indiretos, relatados.

6.1 formulagoes para controle de doengas do bicho-da-seda

Produtos sintéticos sdo amplamente utilizados na sericicultura, no entanto, pesquisadores relatam
que o uso continuo de uma substancia pode levar ao aparecimento de microrganismos resistentes.



Nesse contexto, Porto e Okamoto [97] realizaram teste com o desinfetante (cloreto
didecildimetilam6nio) composto com efeitos ativos contra bactérias, fungos e virus. No experimento
foram realizadas trés dilui¢des (ImL do produto/1000 mL de agua, ImL/ 550mL e 1mL/100mL) e
comparado a um controle (dgua), sendo cada tratamento aplicado em dois locais distintos: na superficie
da folha de amoreira, antes de ser fornecida as lagartas e diretamente no tegumento das lagartas, antes
do trato. Os resultados observados mostraram que o tratamento onde o desinfetante foi aplicado na sua
forma mais diluida (1/1000), tanto na folha quanto na lagarta, ndo trouxe efeitos nocivos ao bicho-da-
seda e ao casulo produzido.

Outro produto testado é a calda bordalesa, usado como fungicida agricola permitido na agricultura
organica por ser o sulfato de cobre um produto pouco téxico. Fernandes et al. [98] estudou o efeito da
solugdo contra fungos e o BmNPV. O experimento foi conduzido em dois periodos, outono e primavera,
as lagartas foram alimentadas com folhas de amoreira enriquecidas com solugdo aquosa de calda
bordalesa nas concentracdes de 5, 10 e 20%. Os resultados revelaram reducdo de 55,1% nas UFC
presentes nas folhas de amoreira no periodo do outono, utilizado solugao 5% de calda bordalesa. Neste
mesmo periodo, verificou-se reducdo da UFC de 28,5, 74,9 e 74,4%, no tegumento de B. mori, quando
utilizados solugdes de 5, 10 e 20% de calda bordalesa, respectivamente, em relagcao aos dados obtidos
no grupo controle. No caso do BmNPV, verificou-se que a solucao de 10% de calda bordalesa promoveu
maior resisténcia a infecgao viral, possivelmente favorecendo a ativagao de mecanismos de defesa dos
insetos. Sendo assim, os pesquisadores concluem que a utilizagdo da calda bordalesa pode ser
considerada uma alternativa viavel para o controle de doengas fngicas e virais na sericicultura.

6.2 Efeito da combinagdo sinergica de compostos quimicos com extratos vegetais

Para Rassol et al. [99] uma maneira de tornar o manejo mais eficiente seria a combinag¢ao de com-
postos. Nesse sentido, realizaram um experimento mesclando desinfectantes quimicos, ja conhecidos
na sericicultura tais como: cal, captam, bavistin e vijetha com casca de nogueira, cinza de madeira e
acafrdao em pd. No experimento o composto quimico vijetha serviu como controle positivo. A combina-
¢ao (cal + captan + casca de nogueira) apresentou resultados quase semelhantes ao observado no con-
trole positivo, sendo que houve diferenca significativa na incidéncia de poliedrose entre os outros tra-
tamentos. Nao obstante, além da incidéncia relativamente baixa de poliedroses nos lotes tratados com
essa formulagdo referida, refletindo a melhor a¢do de desinfecgao de casco de nogueira em combinagao
com cal e captan. Isso também pode ser atribuido ao fato que aleloquimicos e outros compostos fendli-
cos presentes no vegetal atuarem contra o virus, de modo que os bichos-da-seda tiveram maior sobre-
vida.

Embora a maior porcentagem de sobrevivéncia (45,00%) tenha sido registrada no tratamento com
o vijetha, entre as combinagdes preparadas, a formulagao (cal + captan + casco de nogueira) forneceu a
porcentagem de sobrevivéncia de 40,23% que foi significativamente superior ao restante das combina-
¢Oes preparadas, ainda, os pesquisadores relatam que este tratamento nao deixou qualquer toxicidade
residual permitindo assim que as lagartas pudessem continuar seu crescimento e desenvolvimento, sem
qualquer efeito adverso [99].

Resultados semelhantes ao observado por Rassol et al [99] foram demonstrados por Mahalingam
et al. [100] no qual observou redugao na mortalidade de lagartas infectadas com o BmNPV ao tratar as
larvas com um agente quimico denominado de Tnau e extrato de Psoralea. Ainda no experimento, foi
observado que as lagartas que receberam o tratamento apresentaram um bom desempenho no peso do
casulo, peso da casca sérica e teor de seda. Posteriormente, os testes foram realizados em campo onde
novamente houve reduc¢do na mortalidade das larvas e a melhora nos parametros econdémicos e produ-
tivos do bicho-da-seda.

6.3 Extratos vegetais

O desenvolvimento de resisténcia viral contra agentes antivirais aumenta a necessidade de novos
compostos eficazes contra infec¢des virais. Plantas medicinais tém uma variedade de constituintes qui-
micos, capazes de inibir o ciclo de replicacao de varios tipos de virus de DNA ou RNA . Panizzi e Parra



[101] citaram, como principais classes de compostos secundarios envolvidos nas interagdes plantas x
animais, os compostos nitrogenados (alcaloides, aminas, aminoacidos, glicosideos cianogénicos e glu-
cosinolatos), os terpendides (monoterpenos, diterpenos, sesquiterpenos, saponinas, limondides, cucur-
bitacinas, cardenolideos e carotendides), os compostos fendlicos (fendis simples, flavonoides e quino-
nas) e os poliacetilenos. Conforme Jassin e Naji [102], dentre outras fun¢des metabdlicas, estes compos-
tos podem inibir micro-organismos. Além disso, a facilidade da elaboracao de preparados faz com que
a cada dia surjam novas receitas e aplicabilidades.

Nesse contexto, Manimegalai et al. [103] conduziram experimentos com trés ragas de bicho-da-
seda infectados com o baculovirus e tratado com extrato de plantas. Os resultados obtidos revelaram
que 800 ppm de extrato de folhas de Psoralea corylifolia, Plectranthus amboinicus e gentamicina (50 ppm)
sao eficazes contra BmNPV registrando menor mortalidade larval. Além disso, os parametros econdmi-
cos, do grupo tratado apresentaram valores similares de peso larval, peso do casulo, peso da casca sérica
e o teor de seda encontrado no controle (ndo infectado). O isolamento de principios ativos a partir do
extrato hexanico de P. corylifolia revelou duas fragdes que possuem propriedades antivirais que poste-
riormente foram purificadas usando cromatografia liquida de alta performance (HPLC), e a caracteri-
zagao destas fracgdes purificadas foi realizada por espectroscopia de massa de cromatografia liquida
(LCMS) o que revelou a presenca de dois compostos flavondides, bakuchicin e bavacoumestan, com
propriedades antioxidantes e antimicrobianas.

O efeito antiviral destes compostos pode ser devido a sua capacidade de formar complexos com
DNA viral, alterando o pH intestinal inativando as particulas infecciosas ou bloqueando os poros na
matriz peritrofica. A afinidade dos compostos de Psoralea pelo acido nucleico foi demonstrada por Scott
et al. [104], Song e Tapley [105]. Mason e Wasserman [106] atribuem que, o mecanismo por tras da
toxicidade fenolica para micro-organismos é devido a inibi¢do enzimatica por compostos oxidados, pos-
sivelmente através da reagdo com o grupo sulfidrila ou através de uma interagdo mais especifica com
as proteinas. O rompimento das membranas microbianas pelos flavondides foi relatado por Tsuchiya
et al. [107].

Para Ya et al. [108] o modo de agao do fenol esta relacionado com a capacidade de compostos ve-
getais inativarem a adesdo microbiana, enzimas, envelope, proteina transportadora formando comple-
xos com polissacarideos. Felton e Duffey [109] relataram que a clorogenoquinona, um poderoso agente
oxidante que se liga covalentemente aos corpos de oclusao do NPV reduzindo significativamente a so-
lubilidade, enfraquecendo a liberacdo dos virions infecciosos no intestino médio.

Da mesma maneira, Porto et al. [33] testaram extrato de Mirabilis Jalapa (familia: Nyctaginaceae),
conhecida como “quatro horas”, cujo a composicao € rica em compostos ativos incluindo triterpenos,
proteinas, flavondides, alcaloides [110], com destaque para o grupo proteico chamado Mirabilis Antivi-
ral Proteinas (MAPs) que contém as Proteinas de Inativa¢do Ribossomica - Ribosomal Inactivation Proteins
(RIPs) atuam bloqueando a sintese de proteinas [111].

No experimento, Porto et al. [33] verificou que em condi¢des de laboratoriais o extrato M. jalapa, na
concentragao de 10%, sobre o controle do virus da poliedrose (BmNPV), conferiu entre 90 e 100% de
protecdao ao inseto. A pesquisa foi estendida para o local de criagdo (sirgarias). E os resultados
mostraram que tanto em condi¢des de laboratorio como em condigdes de criagdo comercial o extrato
ndo causou altera¢gdes na biologia e produgdo do bicho-da-seda, quando comparado com grupos
controle. Embora os insetos estivessem infectados com NPVBm, ndo foram observados sintomas de
infeccdo, sugerindo que a populagao viral, apesar de presente, foi mantida em niveis reduzidos nao
afetando o desempenho produtivo.

Latha et al. [112] realizaram experimentos com Adathoda vasica, Bougainvillea spectabilis, Phyllanthus
niruri, Terminalia arjuna e Pongamia gabla para conhecer a propriedade antiviral dos fendis totais e
taninos, bioquimicos com propriedades fago-estimulante, presentes nos cinco extratos botanicos. Os
pesquisadores observaram que quando tratados uma vez no primeiro dia de larva do quinto instar de
PMxCSR2, os resultados foram positivos para peso de casulo, peso da casca sérica, comparados com o
controle (ndo infectado) sendo que, P. niruri registrou maior peso do casulo e peso da casca sérica (1,59
e 1,65; 0,264 e 0,284) comparado com o controle. Quando tratados em diferentes horas (Oh, 3h e 7h) no



quarto e quinto instar, P. niruri apresentaram os melhores resultados no que se refere aos parametros
teor de seda 17.36 %. Esses resultados sao semelhantes ao observado por Sivaprakasam [113] realizado
com extrato B. spectabilis. No experimento observou maior protecao das lagartas ao BmNPV e aumento
no rendimento e qualidade dos casulos produzidos.

Mohanta et al. [114] utilizando um isolado de bactérias patogénicas de B mori realizaram um estudo
com quatro plantas medicinais Ciannamomum zeylenicum, Azadirachta indica, Curcuma longa e Zingiber
officinale, em seus experimentos puderam constatar que C. zeylenicum, C longa, Z. officinale demonstra-
ram uma forte atividade contra bactérias gram-negativas e que de maneira adequada tais plantas po-
dem ser utilizadas na indtstria da sericicultura.

Chavan et al. [115], além de C. longa, avaliou o efeito de Argemone mexicana e Bulgainvillea spectalilis
sobre duas ragas (PM e CSR2), inoculadas com o BuNPV. Apds o tratamento os pesquisadores puderam
constatar que a proporcao maxima de casca sérica foi encontrada no grupo tratado com B. spectabilis em
comparagao com os demais extratos vegetais testados nas racas. Embora todos os extratos vegetais es-
tudados, tenham apresentado resultados dos parametros econémicos superiores aos observado no
grupo inoculado. Em conclusao, a utilizacdo de extratos de plantas nao sé reduziu a mortalidade, mas
também melhorou o peso larval, o peso do casulo, o peso da casca sérica, parametros que sdo impor-
tantes para a comercializagao desse produto. Isso pode ser devido aos compostos fito-estimulantes pre-
sentes nessas plantas antimicrobianas.

Gore et al. [116] observaram que extrato aquoso de Phyllanthus emblica (Amla), mostrou a agao
antibacteriana contra Bacillus subtilis em ambos os experimentos in vivo. As lagartas de Bombyx mori
foram infectadas com B. subtilis no quarto instar utilizando folhas de amoreira e, 96 horas apds a infec¢ao
as lagartas foram tratadas com 10 ul de extrato de Amla a 10% sobre discos foliares de amoreira. Poste-
riormente os parametros bioldgicos e produtivos foram relatados. Os pesquisadores concluiram que o
extrato a 10% em um periodo intermitente durante a criagdo resultou em um mecanismo defensivo
aprimorado, conforme evidenciado no estudo, aumentando a sobrevivéncia das lagartas e prevenindo
a infec¢ao bacteriana sem afetar a capacidade de producao de seda devido ao tratamento.

Karthikairaj et al. [117] descreveran a atividade antibacteriana de alguns extratos vegetais
preparados a partir de Acalypha indica, Leucas aspera e Ocimum sanctum para controle de Staphylococcus
sp em laboratdrio. Observou-se que, tanto os extratos aquosos, como os alcodlicos, foram eficazes contra
micro-organismos. Assim, infere-se que tais efeitos de extratos de ervas poderiam ser explorados para
controlar patdégenos microbianos no momento da criacdo do bicho-da-seda e obter uma melhor
producao de seda. O caule e as folhas de O sanctum, conhecido popularmente como manjericao, contém
uma variedade de constituintes incluindo saponinas, flavondides, triterpendides e taninos com diversas
atividades bioldgicas, dentre elas, antimicrobiana [118].

Thangavel et al. [119] referiram estudo com extrato de cinco plantas medicinais: Emblica officinalis,
Calendula officinalis, Cassia fistula, Allium sativum e Pelorgonium hortroum para controlar os patogenos
virais do bicho-da-seda. No presente estudo, foram avaliados a mortalidade larval, e parametros
produtivos. O tratamento com E.officinalis resultou em menor mortalidade larval (43%), praticamente o
mesmo observado para C. officinalis (45%) sendo o controle (sem tratamento) (57%). A Maior
mortalidade larval (65%) foi relatada em 1000 ppm de tratamento com A. sativum. O tratamento com E.
officinalis resultou em maior peso de casulo (2,00 g), resultado similar ao observado com C. officinalis
(1,77g), no controle sem tratamento (1,11g), ja A. sativum e P. hortroum registraram os menores valores
de peso do casulo (1,45 e 1,50 g). Quanto ao parametro peso da casca sérica obtiveram 0,27, 0,26, 0,17,
0,21, respectivametne para E.officinalis, C. officinalis, A. sativum e controlo nao tratado. Enquanto que
para teor de seda observado nos experimentos foram (23,82, 23,05, 18,68) para E. officinalis, C.officinalis
A. sativum, respectivamente.

Sujatha e Sampath [120] estudaram o efeito de doses crescentes de 6leo de cravo e sua acdo contra
bactérias Bacilus cereus e Proteus vulgaris relatando tanto parametros nutricionais e caracteristicas relaci-
onadas a produtividade. No experimento, as lagartas de B. mori foram alimentadas com folhas de amo-
reira com 6leo de cravo nas concentracgdes de 1% e 5%. Os resultados observados mostraram que as



lagartas tratadas tiveram um incremento na produtividade de seda e obtiveram um maior controle da
doenca flacidez.

Rodroju et al. [121] demonstraram o efeito de extratos de folhas e sementes de Trichosanthes cucu-
merina sobre doengas que infectam lagartas de bicho-da-seda. No experimento as folhas de amoreira
foram enriquecidas com diferentes concentragdes do extrato e administradas por via oral. Posterior-
mente os pesquisadores verificaram a influéncia sobre a biologia e caracteres produtivos. Concluiram
que, os extratos metanodlicos apresentaram atividade antibacteriana maxima, e que as varias concentra-
¢oes (1:1, 1:2 e 1:3) de extratos metandlicos aumentaram o comprimento e o peso da glandula de seda
em dias alternados no IV instar. Em sintese, os pesquisadores mostraram que a concentracdo moderada
do extrato de T. cucumerina promoveu nao somente efeito antimicrobiano como também, incremento
relacionados a produtividade.

Somu et al. [122] avaliou o efeito atividade antiviral de plantas medicinais tais como: Lantana ca-
mara, Phyllanthus amarus e algas marinhas: Sargassum wightii, Turbinaria ornata contra BmNPV. Extratos
brutos foram preparados usando diferentes solventes, como hexano, acetato de etila, metanol e agua.
Cada extrato foi testado para sua atividade anti-BmNPV usando varias concentracdes de extratos brutos
variando de 200 pg a 1000 pg. Entre os extratos brutos testados, o metanol e os extratos aquosos de P.
amarus apresentaram significativa atividade anti-BmNPV.

Phyllanthus amarus pertence a familia Euphorbiaceae é uma pequena erva conhecida pelas suas
propriedades medicinais e amplamente utilizada em todo o mundo. Estudos fitoquimicos revelaram a
presenga de muitos compostos valiosos, como flavonodides, taninos hidrolisaveis (elagitaninos), polife-
nois, triterpenos, esterois e alcaloides. Os extratos e os compostos isolados de P. amarus apresentam um
amplo espectro de atividades farmacologicas, incluindo propriedades antivirais [123].

6.3 Efeito da Alga Espirulina Plantesis sobre o BuNPV

A alga Spirulina platensis, € uma cianobactéria filamentosa utilizada como complementagao nutrici-
onal que possui fungdes biomoduladoras e imunomoduladoras [124]. Badu et al. [125] utilizaram ex-
trato de Spirulina Plantesis em varias concentragoes 2,4,6,8,10,12,1,16,18 e 20% oferecidas para as lagartas
sob a folha de amoreira juntamente com o indculo de BmNPV. Os resultados observados mostraram
que lagartas alimentadas com Spirulina plantesis na concentragao de 10% obtiveram 90% de resisténcia
ao BmNPV, além de melhorar os caracteres econdmicos em geral. Isso se deve a presenca da proteina
Spirulina no sistema que pode ter produzido melhores condi¢des digestivas e de absorcao, e isso, por
sua vez, poderia ter permitido que a lagarta convertesse mais da proteina consumida em suas préprias
proteinas corporais.

Como afirmado por Naguchi et al. [126], a proteina adicional absorvida nos ultimos instares da
criagao, pode ser diretamente utilizada para a producao de seda. Ou seja, o uso de Spirulina plantensis,
isoladamente ou em lagartas infectadas com o virus, indica que S. Platensis pode atuar como um agente
antiviral contra o NPV de B. mori e desempenhar um papel importante em reduzir a incidéncia de do-
encas no bicho-da-seda.

6.4 Farmacos antivirais

Estudos utilizando antibidticos para fins clinicos humanos tem mostrado efetividade contra o
BmNPV. Orihara et al. [127] observaram que os antibidticos os ganciclovir, foscarnet, vidarabina e
ribavirina, inibiram a proliferacio de BmNPV na linhagem celular de Bombyx mori (BmN4). A
rifampicina e clorafenicol em concentragdes de 0,05%, reduziram a mortalidade de lagartas infetadas
com BmNPV [128].

Pesquisas envolvendo enzimas virais também tem sido alvo de investiga¢des, devido ao impor-
tante papel desempenhado no curso da doenga viral. O processamento proteolitico dos precursores da
poliproteina viral por uma proteinase viral € essencial para a maturacao do virus. Em estudos realizados
por Hawtin et al. [52] observaram que quando os genes v-cach e chiA foram silenciados em baculovirus
recombinante o virus perdeu a capacidade de liquefazer o corpo da lagarta. Efeito similar foi observado
por Slack et al. [129], quando o gene v-cath foi deletado do genoma do baculovirus Autografha californica



multiple nuclear polyhedrovirus (AcMNPV), evidenciando a importancia dessa enzima no processo de
transmissao do virus. Estes estudos demonstram que a BuNPV-Cath tem um papel importante na trans-
missao do virus, porém, nao no curso da infec¢do, uma vez que ela sé é expressa pela célula do hospe-
deiro apds a infecgao viral. Contudo, a inibicao seletiva desta enzima, pode interromper a liquefacao do
tegumento e, consequentemente interferir no processo de transmissao horizontal do virus, diminuindo
o numero de lagartas infectadas, o que facilita o manejo da produgao e reduz as perdas.

Nesse contexto, recentemente Bueno et al. [130] realizaram teste com o farmaco Bm5, composto
modelado molecularmente para inibir a catepsina viral. Estas proteases atuam catalisando a hidrolise
de ligacdes peptidicas de macromoléculas proteicas, resultando em peptideos menores ou até mesmo
degradando-as. No experimento, 10 uL de farmaco foram adiministrados junto com a alimentacao das
lagartas no quarto dia ap0s a infec¢do com o BmNPV(quinto dia do quinto instar). No teste in vivo, sob
condic¢Oes controladas de laboratdrio, os pesquisadores relataram que a dose de 100 pg de Bmb5,
dissolvido como veiculo Pluronic-F127 (0,02%), foi capaz de reduzir a mortalidade de lagartas em 22,6%.
Nesses experimentos foi utilizado Concentragao Letal de dose Viral CL, situagao na qual nao foi
impedida a liquefagao das lagartas infectadas.

No intuito de verificar a eficacia do farmaco Bmb5 em lagartas infectadas com concentragdo CLso, a
analise para a avalia¢do dos parametros relacionados a mortalidade das lagartas e a produtividade do
cultivo foram entao testadas. No ensaio a aplicacdo do farmaco foi conduzida no quarto dia do quinto
intar (dose tinica), periodo em que o produtor comega a visualizar os primeiros sinais da infecgao viral,
e outro ensaio testou a aplicagao em trés doses do Bmb5, realizadas no terceiro, quarto e quinto dia do
quinto instar. Os resultados obtidos mostraram que, independentemente da aplicagdo do farmaco, em
uma ou dividida em trés doses sequenciais, foram observados a liquefacao do tegumento das lagartas
e o indice de mortalidade nao foi reduzido [ Chiarelo et al., em redacao]. Esse fato pode ser atribuido a
manuten¢do da atividade de demais enzimas hidroliticas virais, que foram suficientes para que a
infeccdo ocorresse. Com relagdo a prudutividade desse ensaio citado, verificou-se que a aplicagao da
droga nao interferiu negativamente, sendo que os casulos pruduzidos apresentaram valores similares
aos encontrados na literatura para hibridos comerciais.

Esses resultados observados nos experimentos anteriores levaram a proposta de que a antecipagao
da aplicagao da droga poderia gerar resultados positivos para inibir a infeccao pelo BmNPV. Nesse
sentido, dados preliminares, de infeccdo com concentragao CLso, no qual a dose do farmaco foi
administrada imediatamente apds a infec¢do com o virus e/ou em doses sequenciais de Bm5 (primeiro,
segundo e terceiro dia do quinto instar), a redugao do indice de mortalidade [58%] das lagartas
infectadas foi detectado, mas somente quando o teste foi realizado com dose tinica logo apds a infeccao
[Chiarelo, A.S.G., informagdes pessoais]. Esses dados reforcam que o tratamento do farmaco Bm5 é
eficiente somente nessas condigdes, isto €, quando aplicado imediatamente apos a infecgdo. Como nao
€ possivel definir parametros visuais de inicio de infe¢ao pelo BmNPV, a necessidade de se detectar por
exames in loco deve ser otimizado para que o Bm5 seja adicionado ao cultivo em etapas iniciais da
infeccdo. Nesses experimentos, foram detectados que os parametros relacionados a produtividade nesse
cultivo apresentaram valores de acordo com os observados na literatura para hibridos comerciais,
mesmo com a aplicacdo do farmaco Bmb5.

7. Conclusiao

A sericicultura enfrenta muitos desafios, sobre tudo, aqueles relacionados aos patdégenos que
causam intimeros prejuizos ao setor. A busca na literatura mostrou que ha uma preocupag¢ao mundial
na busca por métodos eficientes que possam integrar as atuais substancias utilizadas para o controle e
prevengao de doengas a nivel de campo. A proposta, envolvendo o farmaco Bm5 deve ser considerada
para a efetivagao com relagao ao controle da infecgao do virus BmNPV.
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Resumo

O amarelidao, doenca causada pelo Bombyx mori nucleopolyhedrovirus (BmNPV)
provoca prejuizos para o setor produtivo de seda. O BmNPV € um virus altamente
infectivo, e até 0 momento, a doencga causada pelo mesmo nao foi controlada de
forma eficaz. Seu processo de infeccéo é facilitado devido a presenca de enzimas
hidroliticas virais como a catepsina viral (V-Cath) e a quitinase (V-CHIA), que promo-
vem a liguefacéo do corpo das lagartas infectadas contribuindo para transmissao ho-
rizontal do virus. O objetivo desse estudo foi avaliar um novo farmaco, Bmb5,
construido através de modelagem molecular para inibir a catepsina viral (BmNPV-
Cath) em lagartas do quinto instar inoculadas com o BmNPV, no intuito de prevenir a
liquefacdo de lagartas contaminadas e a propagacdo da contaminacdo. Os ensaios
foram conduzidos para a avaliacdo dos parametros relacionados a produtividade do
cultivo, quando utilizado estritamente a Concentracéo Letal de dose Viral CLso
guando da infeccdo experimental. Os resultados obtidos mostraram que, indepen-
dentemente da aplicacdo do farmaco, em uma ou dividida em trés doses sequen-
ciais, foram observados liguefacdo do tegumento de lagartas infectadas, ndo redu-
zindo o indice de mortalidade das lagartas. Este fato pode ser atribuido que a manu-
tencdo da atividade de demais enzimas hidroliticas virais foram suficientes para que
a infeccdo ocorresse. Em conclusado para afetar a propagacéo da infeccédo do
BmNPYV é necessario um inibidor de amplo espectro para enzimas hidroliticas virais,

0 que pode levar a infec¢ao horizontal.

Palavras chave Bicho-da-seda, Bombyx mori nucleopolyhedrovirus, Catepsina

viral



Introducéao

O Bombyx mori, lepidotera Bombycidae, € um inseto domesticado e tem sido utili-
zado para a producao de fios de seda a mais de 5.000 anos (Panthee et al. 2017). A
sericicultura atualmente contribui para a economia de muitos paises ( Jiang & Xia
2014), entre eles o Brasil, conhecido por exportar fios de seda de excelente quali-
dade (SEAB 2011; Sabbag et al. 2013). Segundo Relatorio Takii (SEAB 2017), a
producdo nacional na safra 2016/2017 foi 2,99 toneladas de casulos verdes, sendo o
estado do Parana o maior produtor com 2,46 t concentrando 83% da producéo brasi-
leira, seguido de Sdo Paulo e Mato Grosso do Sul.

Entretanto, como em outras atividades agroindustriais, a sericicultura enfrenta mui-
tos desafios, sobre tudo, devido a susceptibilidade do cultivo a patégenos (Lu et al.
2018). Fatores como temperatura, umidade (Hussain et al. 2011; Rahmathulla 2012;
Porto 2016), acumulo de residuos organicos, ciclo de vida curto da lagarta e a densi-
dade de insetos em um unico local, contribuem para o aparecimento de entomopato-
genos causando inimeras doencas, interferindo diretamente na produtividade do se-
tor (Porto et al. 2005; Brancalhéo et al. 2013).

Dentre os patdgenos que acometem o B. mori destacam-se o Bombyx mori nucleo-
polyhedrovirus (BmNPV), pertencente ao genero Alphabaculorivus e familia Baculo-
viridae (Jehle et al. 2006). Este virus acarreta prejuizos para a sericicultura mundial
(Jiang & Xia 2014; Dong et al. 2015). A contaminacao se inicia quando a lagarta in-
gere folhas de amoreira (Morus sp.) com o BmNPV. Durante o ciclo infeccioso dois
fendtipos séo produzidos; o virus broto — Budded virus - BV e o virus derivado da
oclusdo — Occlusion derived virus - ODV (Rohrmann 2013), sendo os ODVs respon-
saveis pela transmisséo horizontal entre os hospedeiros e pela infeccédo primaria das

células colunares do intestino médio da larva de insetos (Granados et al. 1986). O



BV é responsavel pela infeccéo célula a célula processo facilitado devido a glicopro-
teina de membrana gp64, proteina que esta envolvida na fusédo do fenotipo BV com
a célula hospedeira culminando com a infec¢éo sistémica no inseto (Blissard &
Wenz 1992).

A manifestacédo da doenca no hospedeiro € acompanhada por uma variedade de
mecanismos fisiolégicos e vias biologicas (Wang et al. 2018), que levam ao compro-
metimento da capacidade motora e diminui¢cdo da alimentacao, culminando na morte
de muitos individuos. A morte € acomanhada do rompimento do seu tegumento, fato
gue contribui para a infeccao horizontal, pois o conteudo leitoso liberado durante
esse processo € repleto de poliedros e, dessa forma, contaminam a cama de cultivo
possibilitando a infeccéo de outras lagartas (Volkman & Keddie 1990). A acdo das
enzimas hidroliticas virais catepsina viral (V-Cath) e quitinase viral (V-CHIA) auxiliam
na degradacéo e rompimento do tegumento (Katsuma et al. 2009), contribuindo para
esse tipo de transmissao horizontal dos virus (Hom & Volkman 2000).

Diante disso, a inibicdo destas enzimas poderia contribuir para interromper a ruptura
do tegumento do hospedeiro e consequentemente diminuir a quantidade de lagartas
infectadas reduzindo os prejuizos do setor sericicola causados pelo arareliddo. Con-
siderando a importancia da sericicultura para o Estado do Parana que concentra
mais de 83% da producéo de casulos no Brasil e a grande demanda apresentada
por sericicultores, faz-se necessario a investigacdo de compostos que possam mini-
mizar ou até mesmo combater o virus causador do amareliddo. Assim, o presente
trabalho avaliou a acédo do farmaco Bm5 (Bueno et al. 2018), sobre os parametros
bioldgicos e produtivos de lagartas inoculados com a Concentracéo Letal Viral de

dose CLso, do BmNPV.

Materiais e métodos



Material bioldgico

As lagartas hibridas de Bombyx mori, utilizadas neste trabalho, foram fornecidas
pela empresa Fiagdo de Seda Bratac S/A PR, Brasil, no terceiro instar. O experi-
mento foi conduzido no laboratério de Melhoramento Genético do Bicho-da-seda da
Universidade Estadual de Maring& - UEM. As lagartas foram criadas dentro de cai-
xas plasticas em sala climatizada (25°C +1) com fotoperiodo 14h: 10h (Luz: Escuro)
e umidade relativa de aproximadamente 70% (+ 10%) em caixas de criacdo, até o
final de seu ciclo de vida, sendo alimentadas trés vezes ao dia com folhas frescas de

amoreira (Morus sp).

Inoculacdo das lagartas

Os ensaios de infeccéo viral foram realizados com lagartas no primeiro dia do quinto
instar (24 horas apoés a ecdise). Neste dia, a infeccéo foi realizada por meio de uma
suspensao de in6culo do BmNPV (Bombyx mori nucleopolyhedrovirus), isolado geo-
grafico do Parana-Brasil, a uma Concentracéo Letal Viral de dose de 8 x 108
cops/mL (cops = corpos de ocluséo poliédricos por mililitro). Foram aplicados 10 L
da suspenséo viral sobre discos foliares de amoreira em forma de gota (12,25 cm?
de diametro), e fornecidos como alimento para as lagartas do grupo infectado. Du-
rante a alimentacdo as lagartas permaneceram confinadas individualmente dentro
de copos descartaveis para assegurar a ingestao de toda a suspenséo viral (Material
suplementar, Fig. S1A, B e C). Foram realizados trés grupos de lagartas infectadas
com o BmNPV, cada grupo contendo 60 lagartas. Um grupo controle, denominado

BmNPV, grupo BmNPV+Pluronic e grupo BmNPV+Bmb5.

Inoculagéo do inibidor BmNPV-Cath



O inibidor testado foi o Bm5 (Bueno et al. 2018). A solug&o contendo o inibidor foi
dissolvida na concentracdo de 10 mg.mL™! na presenca de 0,02% de Pluronic-F127,
utilizado como veiculo, em agua destilada. Foi realizado dois grupos com 60 lagartas
cada grupo, denominados BmNPV+ Bmb5 (1), dose Unica e BmNPV+Bm5 (3), trés

doses.

Administragdo do Bm5

Cinco grupos contendo 60 lagartas cada foram divididos em: Controle Negativo (sem
inoculacdes de virus e Bmb, tratadas somente com agua); Controle Pluronic (sem
inoculacao do virus e tratadas com pluronic-F127 a 0,02%); BmNPV+Pluronic (infec-
tado com o virus e tratadas com o veiculo pluronic-F127 a 0,02%); BmNPV (infec-
tado com virus e tratadas com agua); BmNPV+ Bmb5 (infectado com virus e tratadas
com Bmb). O tratamento dose Unica foi realizado no quarto dia pos-infec¢éo (DPI)
utilizando 15 pL de solucdo de Bm5. No tratamento, trés doses, o farmaco foi forne-
cido as lagartas no terceiro, quarto e quinto dia do quinto instar, 6 uL da solugéo de
Bmb5 para os respectivos dias conforme descrito anteriormente (Bueno et al. 2018;
Material suplementar, Fig. S2). Os tratamentos foram realizados com a ingestéao de

folhas contendo as respectivas substancias sejam elas placebo ou o farmaco.

Sintomatologia e parametros produtivos

A confirmacgéo da infeccdo pelo BmNPV foi determinada pelo acompanhamento dos

sinais apresentados pelas lagartas, como os descritos por Ribeiro et al. (2009a) de



alteracdes na coloracao do tegumento e inchaco das membranas segmentares, diar-
reia, vomito e pela presenca de poliedros na hemolinfa, através de pulsdo da hemo-
linfa (Senem et al. 2016; Material suplementar, Fig. S3).

Os seguintes parametros foram analisados: porcentagem de mortalidade das lagar-
tas (ML); quantidade de casulos produzidos (QC); peso médio em gramas dos casu-
los (PC); peso da casca sérica em gramas (PCS); porcentagem de teor de seda,
(TS), para o célculo de teor de seda liquida foi utilizada a seguinte férmula:

(PCS/PC) x 100 — 24%, porcédo nao fiavel (Oliveira et al. 2010). Porcentagem de pu-
pas mortas, (MP). Foram observados nos ensaios também os sinais classicos como
apresentacao da parada na alimentacao, vomito, desenvolvimento irregular e proble-

mas na ecdise (Brancalh&o et al. 2003).

Analise estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC), quatro repeticdes
por tratamento. Quinze lagartas de B. mori foram usadas por repeticdo. Os dados
obtidos através das avaliac6es foram submetidos a andlise de variancia, seguido de
teste de média DUNNETT (p<0,05), utilizando-se o programa computacional

SISVAR 5.6 (Ferreira 2011).



Resultados e Discussao

Andlise do efeito do Bm5 em lagartas infectadas pelo BmNPV

Os dados referentes aos dois bioensaios estdo resumidos na Tabela 1 (aplicacéo do
farmaco dose Unica) e Tabela 2 (aplicacado do farmaco em trés doses). Os sinais da
infeccéo viral comecgaram a manifestar no quarto DPI, com perda de apetite, mu-
danca na cor do tegumento, deslocamento aleat6rio marcado por tracos liquidos
brancos, geotropismo negativo tais como descrito por Brancalhao et al. (2003) e ob-
sevado por Ribeiro et al. (2009a). Sendo que, as lagartas do grupo controle negativo
nao manifestaram sintomas do amarelidao.

As lagartas de hibrido comercial infectadas com BmNPV, foram avaliadas em rela-
cdo as variaveis bioldgicas e produtivas apés submissdo ao tratamento com o far-
maco Bmb5, testando dose Unica (Tabela 1), realizado no quarto DPI e, trés doses do
tratamento realizadas no terceiro, quarto e quinto DPI. Analisando o limiar de confi-
anca de 95 % para os parametros estudados observou-se que, independente da
dose de Bm5 (dose Unica ou trés doses), ndo foram detectadas diferencas significa-
tivas na taxa de mortalidade de lagartas em funcéao do tratamento em ambos os bio-

ensaios.



Tabela 1 Pardmetros hiolégicos e produtivos de lagartas infectadas pelo BmNPV. O inéculo viral foi
administrado na Concentragédo Letal Viral de dose CLso (8x108 cops/mL) submetidas ao tratamento
com o farmaco Bm5 em dose Unica realizado no quarto dia pés infec¢do. Porcentagem de mortali-
dade das lagartas, ML (%); quantidade de casulos, QC; peso dos casulos em gramas, PC (g); peso
da casca sérica em gramas, PCS (g); porcentagem do teor de seda, TS (%); porcentagem de mortali-
dade das pupas MP (%).

Tratamentos ML (%) QC PC(g PCS(@ TS (%) MP (%)
Controle Negativo 0,00* 15* 2,00 0,44 16,78 8,33*
Controle Pluronic 0,00* 14* 2,23 0,49 16,59 6,67*
BmNPV+Pluronic 51,67 6,75 1,96 0,46 17,86 29,63
BmNPV+Bm5 40,00 8,25 2,01 0,51 19,35 57,57*
BmNPV 48,33 7,5 2,03 0,49 18,31 33,33

*Dados diferem estatisticamente do valor médio da amostra contaminada pelo BmNPV sem trata-
mento através do teste de DUNNETT (p<0,05).

Tabela 2 Pardmetros biolégicos e produtivos de lagartas infectadas pelo BmNPV. O inéculo viral foi
administrado na Concentracéo Letal Viral de dose CLso (8x108 cops/mL) submetidas ao tratamento
com o farmaco Bm5 em trés doses, realizados no terceiro, quarto e quinto dia do quinto instar. Por-
centagem de mortalidade das lagartas, ML (%); quantidade de casulos, QC; peso de casulos em gra-
mas, PC (g); peso da casca sérica em gramas, PCS (g); porcentagem do teor de seda, TS (%); por-
centagem de mortalidade das pupas MP (%).

Tratamentos ML (%) QC PC(@ PCS(@ TS (%) MP (%)
Controle Negativo 0,00* 14,5* 2,12* 0,46 16,48 0,00*
Controle Pluronic 0,00* 14* 2,24* 0,49* 16,65 1,66*
BmNPV+Pluronic 58,33 6,25 1,76 0,41 17,79 49,32
BmNPV+Bm5 43,33 8,25 1,53 0,37 18,15 50,62
BmNPV 51,67 7 1,58 0,37 17,94 48,55

*Dados diferem estatisticamente do valor médio da amostra contaminada pelo BmNPV sem trata-
mento através do teste de DUNNETT (p<0,05).



Os resultados obtidos podem ser explicados devido ao tratamento ter sido realizado
em um periodo em que ja se observava os principais sinais da doenca viral (Branca-
Ihdo et al. 2003). A aplicacao do farmaco foi realizada nesse periodo, porque é onde
normalmente, os produtores visualizam os primeiros indicios da infeccéao viral. Por-
tanto, é possivel que o comprometimento tecidual pelo virus fosse bem avancado
fato que poderia contribuir para menor eficacia do farmaco.

Outra caracteristica que possa ter interferido negativamente nesses resultados é o
prolongamento do estagio larval. Em média os grupos infectados (BmNPV+Bm5 e
BmNPV) do presente estudo apresentaram duracdo equivalente no quinto instar lar-
val entre10/11 dias. Semelhante ao observado por Brancalhao et al. (2002) e Ribeiro
et al. (2009b) com tempos de duracdo do estadio larval de 9 a 11 dias em hibridos
comerciais infectados. Para o grupo controle foi observado intervalo do ultimo esta-
gio larval de 9 dias. Asha et al. (2012) visualizaram uma média de 9,97 dias em hi-
bridos do grupo controle, enquanto no grupo infectado com o virus foi de 10,67 dias.
O prolongamento do estadio larval em lagartas infectadas pode ocorrer através do
gene EGT (Ecdysteroid UDP-glucosyltransferase; Katsuma 2015), presente no ge-
noma dos baculovirus, que codifica a producdo da enzima UDP-glicosiltransferase,
responsavel pela inativacdo dos ecdisterdides do hospedeiro, envolvidos na regula-
cao do desenvolvimento larval e na ecdise. Esta enzima bloqueia a capacidade da
lagarta de passar para estadios posteriores, adiando o ciclo de vida, possivelmente
para aumentar a replicacéo viral e consequentemente, aumentar a producéo de poli-
edros (Katsuma 2015).

Esses mesmos fatores podem ser também utilizados para explicar a taxa de mortali-
dade elevada das pupas (Tabelas 1 e 2). Visto que o comprometimento tecidual e o

prolongamento do estadio larval podem ter ocasionado um processo irreversivel da



infeccdo impedindo que o farmaco fosse eficiente para esse estagio de desenvolvi-
mento da infeccao.

A analise visual realizada diariamente mostrou que as lagartas em estagios avanca-
dos da doenca sofreram liquefacdo do tegumento, independente do tratamento (Ma-
terial suplementar, Fig. S4). Estes resultados também foram descritos por Bueno et
al. (2018). Adicionalmente, esse efeito pode estar relacionado com o fato que a li-
guefacdo ndo seja apenas provocada pela catepsina viral, mais também por quitina-
ses virais (Hawtin et al. 1995). Diante disso, atribuimos a esses resultados o fato de
que nesse trabalho foi utilizado somente o farmaco Bmb5, especifico para BmNPV-

Cath.

Avaliacdo dos parametros produtivos

Em termos de sericicultura, além dos dados referentes a mortalidade de lagartas,
deve-se também verificar aqueles relacionados a produtividade. Nesse sentido, a
avaliagcdo dos seguintes parametros foi realizada: QC - quantidade de casulos for-
mados; PC - peso do casulo; PCS - peso da casca sérica; TS - teor de seda, cujos
resultados sdo apresentados nas tabelas 1 e 2. A quantidade de casulos esté direta-
mente relacionada com o peso do casulo, portanto, quanto maior a peso, melhor
sera o rendimento na producao de fios de seda. O teor de seda TS, por outro lado, é
o resultado da relacdo PCS e PC, definindo, junto com outros fatores qualitativos e
guantitativos, a atribuicéo de valores para o produto (Porto et al. 2008).

Por conta do amareliddo, muitas lagartas ndo sobrevivem antes de construirem o ca-
sulo e, as que produzem casulos nessas condi¢cdes, em geral morrem no seu interior
(Brancalh&o et al. 2013). Diante disso, os casulos sdo de baixa qualidade afetando

economicamente todo o setor produtivo de seda (Watanabe et al. 2000).



A variavel quantidade de casulos formados QC apresentou média 8,25 para os dois
bioensaio dose Unica e trés doses - com o tratamento Bm5 (Tabela 1 e 2). Esses
resultados foram inferiores ao observado no controle negativo que apresentou médias
de 15 e 14,5 (bioensaio dose Unica e trés doses respectivamente). Da mesma forma,
Brancalhdo et al. (2013), quando analisaram o desinfetante formulado de sédio diclo-
roisocianurato usado na inativagdo do BmNPYV obtiveram resultado de QC estatistica-
mente inferior ao apresentado pelo controle, representando que sob as condi¢des do
experimento o composto utilizado interferiu negativamente nesse indice de produtivi-
dade.

Através do parametro PC é possivel fazer uma inferéncia do desenvolvimento larval,
avaliar a sanidade da crisélida, caracterizar os padrfes de raca, obter uma estima-
tiva da producao de seda e, além disso, € o principal parametro para comercializa-
céo do produto junto com o teor de seda (Almeida & Porto 2008).

De maneira geral, o desempenho das lagartas tratadas com o farmaco Bm5, no en-
saio dose Unica, ndo mostraram diferenca significativa com o grupo avaliado,
BmNPV. Esses resultados se assemelham ao observado por Porto et al. (2005) com
média geral do PC de 1,92g, trabalhando com extrato de Mirabilis jalapa utilizado
como inibidor natural contra patdgenos oportunistas. Também, Porto & Okamoto
(2000), ndo observaram valores diferentes quando da analise dos parametros de li-
nhagens de B. mori. Os resutados obtidos nesse trabalho foram superiores ao ob-
servado por Pares et al. (2017) com PC variando entre 1,48 a 1,59 g, utilizando pro-
dutos fitossanitarios alternativos para o controle e prevencao de calcinose branca
em B. mori. Na prética, para os sericicultores que comercializam os casulos por
peso, sendo estes mais pesados resultam em maiores rendimentos no valor final da

producdo (Okamoto e Rodella, 2004).



Contudo, o PC, nos ensaios com trés doses do Bm5, observou-se valores de médias
inferiores para o peso do casulo (Tabela 2). Com isso, podemos inferir que houve a
formacéo de casulos de casca fina, uma das caracteristicas avaliadas pelo setor que
depreciam o valor dos casulos.

Em relacdo a variavel PCS, as médias apresentadas por ambos os tratamentos séao
semelhantes as observadas na literatura como apresentadas por Porto et al. (2005)
que verificaram valores de PCS que variam entre 0,36 a 0,38 g. Fernandes et al.
(2017) que verificaram valores de PCS que variam entre 0,27 a 0,31 g utilizando calda
bordalesa nas folhas de amoreira ofertadas a lagartas de B. mori. Entretanto, nos hi-
bridos utilizados para esses bioensaios, a variavel PCS é normalmente maior do que
o0 maximo descrito por Porto et al. (2005), o que pode ser determinante para apresen-
tar um TS maior do que os controles analisados, embora sendo que os dados néo
diferem estatisticamente.

O teor de seda TS € uma caracteristica importante na determinacéo da qualidade do
casulo, pois representa a porcentagem de fio efetivamente extraido do casulo e, por-
tanto, consistindo no principal componente para a definicdo do valor do casulo verde
no momento da comercializacdo (Okamoto & Rodella 2004).

As médias de TS apresentadas nos dois bioensaios foram de 19,35% (dose Unica) e
18,15% (trés doses). Porto & Okamoto (2003) observaram um valor médio de 16,01%,
com variacdes entre 15,34 e 16,83%. Porto et al. (2004) obteve um TS médio de
16,53%, com variacdo de 15,99 a 17,25%. Tais valores foram superiores aos encon-
trados por Pares et al. (2017) que relatam em seu estudo, oscilagdo entre 13,2 e
17,3% de teor de seda liquida produzida pelas lagartas de B. mori quando alimentadas

com folhas de amoreira que foram pulverizadas com produtos fitossanitarios.



Face aos resultados obtidos, € possivel constatar que o emprego do farmaco Bmb5,
nao causou efeitos depreciativos na producdo do casulo de seda, mesmo que esta-
tisticamente n&o tenha representado resultado superior ao BmNPV observado nesse
experimento. Ainda, € possivel que, as lagartas se utilizem de estratégias fisiologi-
cas para ajustar o desenvolvimento fato que poderia explicar essa melhora no teor
de seda, hipétese proposta por Porto et al. (2005), assim como o observado por Cro-
como & Parra (1985), em lagartas de Spodoptera Frugiperda (Lepidoptera, Noctivi-
dae) descrito por Parra (1991) e observado por Paul et al. (1992) em Bombyx mori.
Considerando os efeitos drasticos da infeccdo causada pelo BmNPV sobre o bicho-
da-seda e consequentemente a sericicultura, a comunidade cientifica busca alterna-
tivas mais eficientes que visem amenizar os efeitos do amareliddo para que possa
contribuir com os métodos de profilaxia empregados pelos produtores ou substituir a
utilizacdo de compostos toxicos que representam risco de intoxicacdo das lagartas e
também dos produtores rurais (Brancalhao et al. 2013).

A literatura mais atual mostra outras linhas de pesquisa envolvendo esse tema,
como a descoberta de moléculas antivirais e suas funcdes, possibilitando a compre-
enséo das respostas imunes inatas do B. mori contra BmNPV (Jiang & Xia 2014; Lu
et al. 2018; Chen et al. 2018). Métodos que impecam a liquefagdo do corpo morto da
lagarta, impedindo a transmissédo horizontal viral (Bueno et al. 2018), pode contribuir
de modo significativo nessa area de atuacao. Estes registros permitem entender me-
Ihor os mecanismos utilizados pelo virus para disseminar-se no ambiente, possibili-
tando tracar estratégias e desenvolver métodos para prevenir a infec¢ao pelo
BmNPV.

Bueno et al. (2018) utilizando o farmaco Bm5 para o tratamento de lagartas infecta-

das com o BmNPV, observou a redugédo na mortalidade de lagartas em torno de



22,6 % e de 47,05% de pupas, com relacdo a amostra infectada pelo BmNPV sem
tratamento, utilizando Concentracéo Letal Viral de dose CL2o (3x 10° COPS/mL). No
presente estudo, utilizando a Concentracéo Letal Viral de dose de 8x 108 COPS/mL,
observou-se que, no bioensaio dose Unica e/ou trés doses, a porcentagem média de
mortalidade de lagartas foi de 42% e de, 54 % de pupas. Nesse sentido, conside-
rando a concentragdo de CLso empregada nesse experimento, é possivel que ao tra-
tar as lagartas logo apos a infeccéo, anteriormente a visualizacédo dos sintomas da
infeccdo, ou possivelmente com a adicdo de mais doses concentradas do farmaco a
mortalidade de lagartas e pupas seja reduzida.

Outro ponto a ser questionado é o que ocorre quando de uma infeccdo no cultivo do
produtor, qual seria a concentracdo Letal Viral de dose que ocasiona a perda da pro-
ducao? Sabe-se que os surtos de doencas sao impulsionados pela quantidade de
indculo inicial e pela taxa de transmissao, de maneira geral, o nivel em que a doenca
se torna aparente depende em grande parte da capacidade do produtor para reco-
nhecer a doenca. Entretanto, muitas vezes a doenca permanece indetectavel, ou, os
sinais sao visualizados quando a doenca atingiu 0s niveis epidémicos letais, dificul-
tando qualquer forma de intervencédo. A dificuldade de se quantificar focos de infec-
céao viral inicial em um cultivo, é extremamente dificil e tentativas de se estimar es-
ses parametros sao atualmente propostas (Gani et al., 2017).

De qualquer modo, é extremamente plausivel de que experimentos futuros devem
ser delineados para determinar as condicfes adequadas para que o farmaco Bm5
ou compostos de atividade relacionada, possam ser testados para a reducéo da
transmissado do BmNPV, permitindo que o produtor possa ter uma fragdo acentuada

de produtividade nas condi¢des de infec¢do pelo baculovirus.
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MATERIAL SUPLEMENTAR

Figura S1. (A) Recorte das folhas em tamanho favoravel a alimentacéo. (B)
Aplicacéo do in6culo viral em discos foliares de amoreira na Concentracao Letal de
dose de 8x108 cops/mL (cops= corpos de oclusédo poliédricos por mililitro) no
primeiro dia do quinto instar. Ap6s completa secagem da folha foi oferecido as
lagartas. (C) Lagarta de Bombyx mori do quinto instar acondicionada em copo

descartavel para ingestdo da folha com a suspensao viral. Barra: 1 cm.

Figura S2. (A) Recorte da folha e diluicdo do farmaco. (B) Aplicacdo do farmaco nos
discos foliares procedimento realizado no quarto dia apds infeccéo para lagartas do
bioensaio dose Unica e, no terceiro, quarto e quinto dia do quinto instar em lagartas
do bioensaio trés doses. Apés completa secagem da folha foi fornecido as lagartas.
(C) Lagartas de Bombyx mori de quinto instar acondicionadas em copos

descartaveis para ingestdo da folha com o farmaco Bmb5. Barra: 2cm.

Figura S3. Sinais observados em lagartas hibridas de Bombyx mori infectadas com
BmMNPV e expostas ao tratamento com o farmaco Bm5: (A) inchagco das membranas
intersegmentais, (B) desenvolvimento irregular (C) diarreia, (D) Geotropismo nega-

tivo, (E) vbmito (F) poliedros na hemolinfa. Barra: 1 cm.

Figura S4. Sinais observados em lagartas hibridas de Bombyx mori infectadas com
BmMNPV e expostas aos tratamentos com o farmaco Bm5 em estadios avangados da
doenga, (A) retardamento do crescimento, amarelidéo, (B) liquefagdo e morte. Barra:

lcm.
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