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1. RESUMO

A presente Dissertação trata de alguns aspectos do proce§ 

so patológico causado pelo vírus da poliedrose nuclear (NPV) afetando 

duas espécies de Lepidoptera: Bombyx mori L. 1758 (Lep,, Bombycidae) e 

Antioarsia gemmataLis Hõbner, 1818 (Lep., Noctuidae ),do dimensionamento 

das partículas infecciosas e incorporação de timidina tritiada 

viral. 

no DNA

Através de fotomicrografias de cortes ultra e semifinos 

de -cil�las de corpo gordurosoj células colunares do intestino médio e he

mócitos de lagartas dos insetos doentes, constatou-se que o NPV estudado 

pode se desenvolver em quaisquer dessas células. Observações das fotomi

crografias dos hemócitos em especial, apresentaram evidências sobre as 

vias pelas quais o NPV se sistematiza na lagarta. 

O aumento de volume dos núcleos de células do corpo gor

duroso de lagartas de B. mori apresentando os primeiros sintomas da doen

ça mostrou ser da ordem de 12,4 vezes maior que o de células sadias. 
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A organização dos poliedros em hemócitos apresentou cara9 

terísticas com algumas diferenças em relação aos poliedros de outros ti

pos de células. 

Com respeito às dimensões das partículas de NPV de um 

mesmo inóculo afetando células colunares do intestino médio de lagartas 

de B. mori e A. gemmataZis assim como de partículas incluídas em polie

dros e livres no nucleoplasma f foram notadas diferenças estatisticamente 

significativas. As médias das larguras das partículas de NPV em B. mori 

(106,7 e 50,4 nm) foram maiores que as de A. gemmataZis(90,2 e 46,1 nm). 

As partículas de NPV no interior dos poliedros foram menores em comprimeQ 

to e largura (270,9 e 43,3 nm) do que as partículas livres no nucleopla§ 

ma (300,2 e 47,3 nm) de células de B. mori. 

Os valores médios das partículas liberadas do poliedro em 

solução alcalina e roservadas-pelas técnicas de coloração negativa e meta

lização com platina foram 361 x 52 nm e 400 x 85 nm, respectivamente. 

O tratamento de poliedros em solução alcalina no período 

de 100 minutos provocou alterações das partículas que exibiram as membra

nas sem o nucleocapsidio interno. Partículas íntegras também foram obser

vadas. 

A incorporação da timidina tritiada apos 6 horas de tra

tamento medida através da densidade de grãos de prata/área revelou que o 

núcleo da célula afetada pelo NPV incorporou em média 1,51 gr/µmZ e o da 

célula sadia 0,30 gr/µm2resultados estes diferindo significativamente. A 

incorporação da timidina tritiada no citoplasma de lagartas sadias e afe

tadas pelo NPV não apresentou diferenças significativas. 
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Esses resultados indicam que a síntese do DNA viral se dá 

no núcleo da célula afetada pelo NPV. 
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2. INTRODUÇÃO

Embora bastante desenvolvida a patologia de insetos em ou 

tros países, no Brasil pouco é conhecido a respeito. Com a epizotia em la 

gartas de bicho da seda, Bombyx moX'i L., 1758 (Lep •• Bombycidae) na re

gião de Gália-SP em fins de 1973 e posteriormente em Charqueada-SP, ini

ciaram-se pesquisas no Centro de Energia Nuclear na Agricultura - Setor 

de Microscopia Eletrônica, que vieram mostrar a necessidade de se conhe

cer melhor as doenças de insetos, especialmente aquela causada pelo• ví

rus da poliedrose nuclear (NPV) já que as referências bibliográficas bra

sileiras se baseiam quase que exclusivamente em sintomas. critério este 

pouco satisfatório. 

Em 1976 iniciaram-se estudos com lagartas da soja, Anti-

caz,sia gerrmataiis Hõbner, 1818 (Lep •• Noctuidae) originárias de Rolândia 

PR. as quais apresentavam uma doença que posteriormente foi identificada 

por GATT! et atii (1977) também causada pelo NPV. 

Visando pois contribuir para um melhor conhecimento do 

NPV em nosso meio foi realizada a presente Dissertação com os seguintes 

objetivos: 
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l. Examinar e analisar alguns aspectos do processo pato

lógico em lagartas de B. mori afetadas pelo NPV.

2. Comparar do ponto de vista estatístico as dimensões 

do NPV em células de B. mori e A. gemmataiis e em 

poliedros e nucleoplasmas de B. mori.

3. Estudar o padrão de incorporação de timidina tritiada

das células doentes e sadias de B. mori através de

autoradiografias a nível de microscopia Õf}tica.
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3. REVISÃO OE LITERATURA

Segundo SMITH (1967), as partículas de vírus causadoras de 

doenças em insetos incluídas em cristais de proteína são divididas em dois 

grandes grupos. O primeiro classificado como "poliedroses", onde muitas 

partículas de vírus estão incluídas em cristais de proteína usualmente cha 

mados de poliedros e o segundo como "granulosas", onde partículas de vírus 

isoladas ou raramente em grupo de duas estão incluídas em minúsculos cris

tais ou "grinulos" ou ainda "cápsulas". 

O grupo das pdiedroses está dividido em poliedrose ,cito

plasmática, onde os cristais de proteína contendo as partículas de vírus 

se encontram no citoplasma de células afetadas e poliedrose nuclear onde 

esses cristaie se encontram no núcleo, grupo este estudado na 

Dissertação. 

presente 

Segundo AIZAWA (1963), o NPV afeta cerca de 200 espécies 

de insetos entre as ordens Lepidoptera, Hymenoptera e Diptera, sendo que 

esta virose ocorre principalmente em Lepidoptera. 
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A maioria das viroses de insetos ataca principalmente o 

estágio larval (SMITH, 1967), mas isso nao significa que o inseto adulto 

como no caso dos Lepidoptera seja imune à infecção, sendo na maioria dos 

casos altamente resistente. 

De acordo com BERGOLD (1963), os aspectos gerais sobre 

a infecção causada pelo NPV foram discutidos inicialmente por Paillot 

(1930), Bergold (1943), Steinhaus (1946), Smith (1958) e Krieg (1961). 

No Brasil. os primeiros estudos sobre poliedroses em l� 

gartas de B. mori foram realizados por GATTI et aUi (1976). 

No caso de B. mori as lagartas infectadas não mostram siD 

tomas da doença até o 29 ou 39 dia de incubação, mas após um avanço de 5 

a 7 dias as lagartas perdem o apetite e tornam-se flácidas. As membranas 

intersegmentais apresentam-se inchadas e o tegumento é facilmente rompido. 

Com a ruptura do tegumento a hemolinfa de aspecto leitoso flui das la

gartas que posteriormente morrem (BERGOLP, 1963). 

Segundo HARRAP e ROBERTSON (1968), o desenvolvimento da 

poliedrose nuclear em lagartas de Lepidoptera está normalmente confinado 

a núcleos de hemócitos, células epiteliais da traquéia. hipoderme e célu

las do corpo gorduroso, raramente ocorrendo em células do intestino �édio. 

Contudo, na presente Dissertação o NPV foi estudado em células do corpo 

gorduroso e em células do intestino médio. 

De acordo com HARRAP (1970), a infecção através de micr9 

vilosidades de células do intestino médio pode ser o estágio inicial de 

infecção pelo NPV, embora o processo apresente algumas diferenças com os 

das células anteriormente mencionadas. 
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TANADA e HESS (1975) estudando a poliedrose nuclear em 

PseudaZetia unipuncta descrevem o processo de sistematização' a partir do 

núcleo da célula colunar do intestino médio pelos poros nucleares forman

do cisternas ou invaginações no envelope nuclear e por esse meio passando 

para o citoplasma. Partículas com ou sem membranas posteriormente atraves 

sam as membranas da célula que por meio do retículo endoplasmático alcan

cem outras células, a membrana basal. células epiteliais da traquéia ou 

hemócitos. 

SM!TH (1967) cita dois casos em insetos da ordem Lapido� 

tera, nos quais o NPV parece multiplicar no núcleo de células epiteliais 

do intestino médio, ou seja, lagartas de GiZpinia hercyniae Htg (Balch 

e Bird, 1944) e lagartas de PZusia chaZcytes (Laudeho e Amargier, 1963). 

HARRAP e ROBERTSON. (1968) confirmam a poliedrose nuclear em células colu

nares de intestino médio do Lepidoptera AgZais urticae. GATTI et aZii 

(1976) iniciaram estudos sobre poliedroses em B. mori e GATTI et aZii 

(1977), detectaram o NPV em células colunares do intestino médio de 

A. gemmataUs.

SMITH (1967) menciona a transmissão transovariana do NPV 

como forma latente de infecção. 

BERGOLD (1963) relata que no estágio inicial de infecção 

de B. mori o núcleo das células afetadas pelo NPV apresenta agregados de 

cromatina e pequenos grânulos como forte movimento Browniano. Esses grân� 

los de 0,2 a 0,4 µm de diâmetro foram denominados de "propoliedros" (SMITH 

e XEROS (1953a) e são encontrados na zona do anel nuclear. Esta região 
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foi detectada também nos trabalhos de SMITH e XEROS (1953b) e MARTIGNONI 

e SCALLIDN (1961). HARRAP e ROBERTSON (1968), HARRAP (197'.Zb)utilizam o 

termo estrema virogênico numa tentativa de substituição aos 

de cromatina. 

agregados 

Os núcleos das células infectadas hipertrofiam sendo esta 

uma das características principais da poliedrose nuclear. Como esses nú

cleos se encontram cheios de poliedros, ocupam quase todas as células 

que finalmente são destruídas pelo crescimento dos poliedros, com poste

rior liberação destes na hemocela da lagarta (SMITH e XEROS, 1953b). 

Devido a multiplicação do vírus e a formação dos polie

dros, os sintomas externos da doença vão gradativamente se acentuando até 

se tornarem claramente aparentes e provocarem a morte do hospedeiro (AIZA

WA, 1963). 

3.2. O� poUedJio� 

Os poliedros nucleares podem ser vistos ao microscópio op 

tice e. segundo BERGOLD (196�. Maestri e Cornália (1856), foram os prime! 

ros a relatá-los. VON PRDWAZER (1907) foi provavelmente o primeiro a ob

servar partículas de vírus dentro do poliedrcr, contudo as partí6ulas de 

vírus só puderam ser isoladas e identificadas corno agente viral da infec

ção por BERGDLO (1947) após o advento do microscópio eletrônico. 

Os poliedros nucleares variam consideravelmente tanto na 

forma como no tamanho e de inseto para inseto (SMITH, 1967). 

Estudos sobre a natureza do ácido nucleico do NPV revela-
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ram que o mesmo e constituído de DNA (WYATT, 1952) e que além dele con

trolar o fenótipo do vírus poderia controlar também a forma•dos poliedros 

(VAUGHN, 1968). 

SMITH e XEROS (1953b); Vago e Chastang (1960) citadQs por 

VAUGHN, 1968; SHIGEMATSU e SUZUKI, 19711 THOMAS e GOURANTON, 1975, afir-

mam que o tamanho do poliedro é determinado pelo metabolismo da 

infectada que se encontra alterado nessa condição. 

céiula 

O tamanho dos poliedros é relativamente pequeno quando 

muitos deles são formados numa célula, contudo o tamanho é relativamente 

grande quando é formado um número menor deles (AIZAWA, 1963), 

De acordo com SMITH e XEROS (1953a) os poliedros sao for

mados todos de uma so vez e posteriormente aumentam de tamanho, mas em 

Choristoneu;r,a fumifera:na Clemens AIZAWA (1963) afirma que além do cresci

mento dos poliedros ocorre também aumento do número deles no cruso da in

fecção. 

O diâmetro dos poliedros varia de 0,5 a 15 µm de acordo 

com a espécie do inseto, podendo variar consideravelmente num mesmo inse

to (SMITH, 1967). 

SHIGEMATSU e SUZUKI (1971) estabelecem a forma básica tra 

pezoidal equilátera para explicar as diversas formas de ocorrência dos pg 

liedros em formas hexagonais, quadradas e triangulares. 

Em B. mori, o diâmetro dos poliedros varia de 3 a 5 µm, 

sendo de forma normalmente hexagonal (AIZAWA, 1963) e do tipo dodecaedro 

(BERGOLD, 1963) 
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Segundo BERGOLD (1963), as primeiras análises químicas 

dos poliedros foram realizadas por Bolle (1873, 1983). Este,autor encon

trou que os poliedros consistem de proteínas e não contêm lipÍdeos. As 

proteínas representam 85% do peso total e as partículas de vírus represen 

tam os 5% restantes. 

Os primeiros trabalhos sobre o conteúdo de aminoácidos de 

proteína dos poliedros foram realizados por Desnuelle et aiii (1943) e 

Desny�lle e Chang (1843) encontrando maiores porcentagens de arginina e 

menores porcentagens de cisteína e cistina, não apresentando grandes va

riações na composição qualitativa de um inseto para outro. Contudo, as 

análises realizadas por Wellington (1951; 1854) mostraram que os aminoác! 

dos predominantes em B. mori foram leucina e/ou isoleucina (BERGOLD,1963). 

Já SHIGEMATSU e SUZUKI (1971) encontraram altas concentrações dos ácidos 

aspártico e glutâmico, além de lisina e tirosina. 

A fina estrutura da rede cristalina das moléculas de pr2 

teina dos poliedros foi estudada por MORGAN et aZii (1955, 1956). El�s 

ob�ervaram que a distribuição e a posição das partículas de vírus dentro 

dá rede cristalina é completamente ao acaso. Essa distribuição ao , acaso 

não afeta a cristalização. Isto poderia ser entendido se a partícula, de 

vírus agisse como centro de cristalização do poliedro. Entretanto.nenhuma 

evidência foi ainda obtida, pois não se observou nenhum crescimento con

cêntrico de moléculas de proteína ao redor das partículas de vírus. Se

gundo BERGOLD (1863), as moléculas de proteína dos poliedros são arranja

das num sistema cúbico de face centrada. 

Bolle (1873, 1893), citado por BERGOLD (1863) demonstrou 
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que os poliedros sao insolúveis em agua, nao sendo decompostos por prece� 

sos de putrefação. O pH do meio no qual os poliedros estão suspensos nunca 

deve estar abaixo de 5,0 ou acima de 8,5, pHs que provocam dissoluções dos 

mesmos. 

O método mais rápido de se obter poliedros numa forma 

pura e o uso da homolinfa fresca de lagartas doentes antes da morte (BER

GOLD, 1963). Este método também foi utilizado no presente trabalho. 

O poliedro pode ser considerado como um meio efetivo de 

proteção para a infectividade da partícula de vírus devido a sua extrema 

resistência aos tratamentos físicos e químicos e a partícula de vírus in 

corporada nele pode não ter posterior função infectiva na mesma lagarta 

hospedeira (HARRAP e ROBERTSON, 1968). 

Os poliedros podem ser estocados na forma de po por 20 

anos sem perda da infectividade das partículas de vírus (BERGOLD, 1963). 

3. 3. rê� u.:ti.liza.do..6 pMA. a. libeJulç,ã.c da6 pM,tl� de NPV

deu, polied.Jw-6 

Para a liberação das partículas de vírus, os poliedros P9 

dem ser dissolvidos em soluções alcalinas fracas. técnica esta utilizada 

na presente Dissertação. A concentração de álcali necessária para dissol

vê-los deve ser determinada para cada espécie de inseto a fim de prevenir 

a destruição do vírus. A concentração de álcali tem que ser suficientemeD 

te alta para dissolver os poliedros mas não tão grande que destrua as 

partículas. A medida das partículas de virus após esse tratamento podem 

apresentar diferenças quando comparadas com as encontradas dentro das cé

lulas (BERGOLD» 1963). 
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BERGOLD (1963) comparando a morfologia das partículas de 

vírus, pode observar mudanças consideráveis em algumas partículas durante 

o tratamento com solução alcalina. O NPV pode ser desintegrado em estrutu

ras morfologicamente diferentes que são reveladas através do tratamento. 

De uma maneira geral, as partículas do NPV começam a se desintegrar ouma 

concentração acima de 30% da necessária para sua liberação dos poliedros. 

Em B. mol'i as partículas de NPV começam a se desintegrarem em Na2co3 0,0025M

e a primeira mudança estrutural observada foi o aparecimento de uma peqUê 

na protusão numa das extremidades da partícula. A membrana externa é des

prendida da partícula de vírus a 0,025M de Na2co
3
. Com o aumento da con

centração de álcali as partículas em forma de bastonetes começam a se de

sintegrar em 6 a 8 sub-unidades esféricas. 

Segundo BERGOLD (1963) os poliedros nao sao dissolvidos 

em agua quente ou fria. álcool, éter, clorofórmio, benzol ou acetona. Eles 

são dissolvidos contudo em soluções de NaOH, KOH, NH
3

• H
2
so

4 
e CH

2
-COOH.

Para a liberação de partículas de NPV de B. mori BERGOLD 

(1963 ) utilizou soluções alcalinas de 0,005M a 0, 3M Na2co
3 

+ NaCl O,OSM

pelo período de 1 a 3 h, 

KOSLDV et alii (1966) utilizaram uma solução de Na
2
co

3

0,05 M + NaCl 0,1 M a  pH 11 para a liberação de partículas de vírus· do 

poliedro de B. mol'i (KOSLOV e ALEXEENKO, 1967).

SHIGEMATSU e SUZUKI (1971) suspenderam os poliedros de 

NPV de B. mol'i numa solução 0,05 M Na2co
3 

+ 0,05 M NaCl por uma hora a 

temperatura ambiente e centrifugou por 60 minutos a 40000 rpm. 

TANAOA (1959) utilizou uma solução 0,1 M Na2co
3 

seguida de

centrifugações e lavagens para a liberação de partículas de NPV de Peeuda

Zetia unipuncta Haworth. 



BENZ (1963) utilizou uma solução 0,05 M Na2co3 + 0,05 M

NaCl para a liberação de partículas de NPV de Mal-aaosoma aôpiaol-a Stau

dinger. 
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O corante negativo utilizado pela maioria dos autores Pê 

ra o exame das partículas do NPV é o ácido fosfotungstico (PTA), HARRAP 

(1972a) utilizou acetato de uranila obtendo meloores resultados. 

Segundo BERGDLD (1963) as partículas do NPV em B. mori 

ocorrem dentro dos poliedros principalmente isoladas e ocasionalmente em 

feixes. Partículas livres podem apresentar com membranas quase circulares. 

Esse autor caracteriza as partículas de vírus com forma de bastonetes COll;ê 

tituídos de DNA e dupla membrana protéica medindo de 200 a 400 nm de com

primento e 20 a 50 nm de largura. 

KOSAKA et alii (1971) encontraram dois tamanhos diferen

te$ para as partículas do NPV em B. mori, ou seja, 330 x 60 nm e 360 x 60 

nm confirmando a infectividade para as duas. 

De acordo com KOSLOV e ALEXEENKO (1867), Krieg (19�1) prg 

pôs um modelo da estrutura do NPV em B. mori semelhante ao vírus do mosai 

co do fumo (TMV), com exceção do ácido nucleico que no TMV é RNA e no 

NPV é DNA e da dupla membrana ausente no TMV. KOSLOV e ALEXEENKO (1967) 

sugerem modificações para o modelo de  Krieg como quatro filamentos de DN� 

enrolados 2 a 2 envolvidos por dupla membrana íntima e uma membrana de 

desenvolvimento mais densa, as medidas das partículas propostas pelo autor 

sao de 400 x 90 nm com a membrana de desenvolvimento e 340 x 60 nm com 

a dupla membrana intima. 
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3.5. Têc.n,i.c.a. de colo.1t.a.çã.o nega..tlva 

O espécime biológico contém átomos de baixo numero atômi

co que nao oferecem bom grau de espalhamento eletrônico, necessitando o 

espécime de um realce de contraste. A coloração positiva com acetato de 

uranila ou ácido fosfotungstico (PTA) e técnica de metali��ção podem of� 

recer este contraste. 

Para o estudo de componentes subcelulares, entretanto, 

tais como estruturas de superfície de bactérias, partículas de vírus 

e macromoléculas de proteína torna-se necessário uma alta resolução con

seguida através da técnica de coloração negativa. 

Segundo HASCHEMEYER e MYERS (1972) foi Hall (1955) quem 

descreveu os fundamentos da técnica de coloração negativa em estudos de 

vírus. 

BRENNER e HORNE (1959) descreveram a técnica da pulveriZê 

çaq e de acordo com HASCHEMEYER e MYERS (1972), Husley e Zubay (1960) pr9 

puseram pela primeira vez a técnica da gota utilizada nesta Dissertação. 

Ao microscópio eletrônico, as partículas coloridas negat! 

vamente aparecem como áreas claras devido ao baixo poder de espalhamento 

da partícula comparado com a maior densidade do corante ao redor. O con

traste da imagem final se torna reverso quando comparado com a coloração 

positiva, 

Para partículas com alto ponto isoelétrico os corantes 
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negativos mais recomendados sao: fosfotungstato, molibdato de amônia, oxa 

lato, silicotungstato, oxalato de uranila. Para partículas·com baixo pon 

to isoelétrico os corantes negativos mais recomendados são: acetato de 

uranila ou formato de uranila (HASCHEMEYER e MYERS, 1972). 

3.6. Têcn.i.ca. de mu:a.Uza.ç.ão ou. -0ombll.eamen.t.o 

Os objetivos gerais para o uso da técnica de metalização 

sao os seguintes: 

1. produzir o contraste de uma réplica

2. produzir efeito tridimensional

3. medição de altura ou tamanho de objetos

4. determinação de forma de objetos.

A técnica de metalização, segundo HENDERSON e GRIFFITHS 

(1872) foi originalmente desenvolvida por Williams e Wyckoff (1946) e ex

ceto para o dimensionamento e caracterização de superfícies de bactérias 

e vírus. tem poucas aplicações para materiais biológicos. A técnica de 

metalização é muito utilizada para estudos de dimensionamento e forma de 

cristais de sais. Antes do desenvolvimento da técnica de coloração nega -

tiva, a técnica de metalização era considerada um dos meios de identifi -

caçao de partículas pequenas. 

De acordo com BRADLEY (1967), o grau de resolução obtido 

ao microscópio eletrônico, depende da espessura da cobertura e do metal 

utilizado. Em geral, metais eletrodensos com alto ponto de fusão dão par

tículas menores quando evaporadas, sendo a platina o metal mais convenien 

te e utilizado nesta Dissertação. Ouro, cromio, ouro/paládio, paládio 
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sao também muito recomendados. Quando se requer altíssimas resoluções acOQ 

selha-se o uso da técnica de metalização com platina/carbono de Bradley 

(1959). 

A autoradiografia é urna técnica que tem como objetivos lo 

calizar e visualizar um traçador radioativo dentro de uma célula, de um 

órgão ou de um organismo todo. 

Essa técnica e de grande aplicação na Biologia e se ba

seia na propriedade das radiações emitidas pelos radioisótopos de sensibi 

lizar emulsões fotográficas através da  redução da prata. 

Esse princípio aplica-se a macroautoradiografias, quando 

se deseja encontrar o traçador radioativo em grandes partes de um animal 

ou planta, bem como para autoradiografias a nível de microscopia óptica 

e eletrônica, esta última permitindo localizar a radioatividade em partí

culas subcelulares. 

Para estudos de identificação de locais de síntese tanto 

de DNA como RNA virais, a autoradiografia a nível de microscopi� óptica e 

eletrônica é a técnica mais utilizada. 

Segundo BLUMEN e MERZEL (1976), foram Doniach e Pelc(l95O) 

que descreveram a técnica do "Stripping-film" para autoradiografia a ní

vel de microscopia óptica e Kopriwa e Leblond (1962} descreveram a técnica 

do "Dipping-film" tambim para microscopia 6ptica. 

De acordo com BIENZ (1977), a técnica do "Oipping-film" 
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para autoradiografia a nível de microscopia eletrônica é de Salpeter(l966) 

e Kopriwa (1973). A técnica de alça para microscopia eletrômica é de CARO 

e VAN TUBERGEN (1962) modificada por STEVENS (1966). 

A técnica utilizada nesta Dissertação é a do "Streak.ing

film" (BIENZ, 1977) para autoradiografia a nível de microscopia Óptica. 

3.8. Slnte-6e do VNA do vl.Jw..6 da. poUeCÍILo.6e. n.u.cle.aJt 

SHIGEMATSU (1971) estudando o NPV de B. mori em hemócitos 

afirma que durante o curso da infecção ocorre uma degeneração da célula 

hospedeira no período de síntese do ONA viral com a formação dos cristais 

de proteína do poliedro. 

Segundo AIZAWA (1963), dois dias apos a infecção com o 

NPV, o conteúdo de RNA do citoplasma e do nucleolo aumenta acompanhando o 

aumento do DNA viral até o começo da formação do poliedro. SubsequentemeQ 

te o nucleolo se desintegra e o conteúdo de RNA do citoplasma diminui. 

Esse aumento do DNA viral até o começo da formação do po

liedro é confirmado em estudos realizados por WATANABE (1972) com células 

de corpo gorduroso de B. mori afetadas pelo NPV. O autor também afirma 

que sao nos filamentos de cromatina do núcleo que ocorre a síntese do ONA 

viral. 

MORRIS (1968) estudando células do corpo gorduroso de Le

pidoptera afirma que depois desse aumento progressivo a síntese decresce 

e cessa no momento em que os poliedros estão maduros. 

HIMENO et aZii (1976) realizaram estudos em cultura de 
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tecido de células embrionárias de B. mori através da incorporação do 32P

no DNA e RNA celulares. Através das células sadias e afetadas pelo NPV 

submetidas a tratamentos com cloranfenicol e mitomicina C foi demonstrado 

que a RNA-polimerase é mais estável que a DNA-polimerase codificadas pelo 

DNA viral.

Observou-se também nesse experimento que a presença do 

vírus pode provocar a inibição da síntese do ONA da célula hospedeira. 
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4. 1 . Ho4\pe.dwo u.til..lza.do
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No presente estudo, os insetos utilizados foram lagartas 

híbridas de Bomby� mori L., 1758 (lep., Bombycidae} (bicho da seda), pro

cedentes de ranchos de criação da firma Indústrias de Seda Rivaben S. A. 

do município de Charqueada-SP. 

As lagartas escolhidas para inoculação se encontravam no 

3 9
. estágio de desenvolvimento, medindo aproximadamente 1,5 cm de compri

mento e foram inoculadas com vírus da poliedrose nuclear (NPV) um dia 

após a ecdise. 

lagartas sadias da mesma espécie e no mesmo estágio de de 

senvolvimento foram mantidas em laboratório como controle. 

Foram utilizados dois lotes de 50 lagartas; um lote so

freu inoculação e outro serviu de controle. Apenas 3 ou 4 lagartas de ca

da lote foram submetidas aos tratamentos necessários para estudos a nível 

de microscopia. Todas as lagartas foram alimentadas com folhas de amoreira. 
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Lagartas mortas de B. mori afetadas pelo NPV foram tritu

radas com agua' em liquidificador. 

O suco obtido foi filtrado em algodão cru e centrifugado 2 

vezes a 1000 rpm por 30 minutos numa ultracentrífuga BECKMAN Modal L-2. 

Os precipitados foram descartados. 

O último sobrenadante foi ressuspendido em agua destilada 

e ultracentrifugado a 10000 rpm por 20 minutos. 

O precipitado foi colocado em placas de Petri a 4°C por 

24 horas para secagem. 

Hemolinfa de lagartas afetadas ainda vivas, também foi 

utilizada �ara a inoculação após secagem em placas de Petri. 

O inóculo na forma de pó seco foi ressuspendido em agua 

destilada e pincelado em folhas de amoreira sendo portanto realizada a 

inoculação através da via oral. 

4. 3. T Jta.tamen-to ai.c.a.Llno paJUt Ub e.,taç.ã.o do..6 pa½Zc.uia.ó de, NPV

do po.Uerbw 

Os poliedros contendo partículas de NPV foram tratados 

com base no método de SMITH (1967), apresentando algumas modificações. 

Em agua bidestilada e livre de co2 foi preparada uma solu

çao de Na2co3 0,005 M mais uma solução de NaCl 0,5 M.
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Utilizou-se 5 mg do inóculo para cada mr de solução. 

A mistura foi conservada a 4°c por 100 minutos. Logo em 

seguida, foram, retiradas várias amostras, as quais foram submetidas aos 

processos de coloração negativa e metalização. 

4.3. 1. Colo�aç.ão negati,va 

Essa técnica (HUSLEY e ZUBAY, 1960) consiste na utiliza 

çao de uma solução aquosa de acetato d e  uranila a 2,5%. 

Sobre grades de cobre de 400 "mesh" previamente cobertas 

com películas de parlÓdio e carvão, foram depositadas, com o auxílio de 

uma pipeta de Pasteur, uma gota para cada amostra. Após a eliminação do 

excesso de líquido por meio de um papel de filtro, colocou-se uma gota de 

corante acetato de uranila, sendo também seu excesso retirado com papel 

de filtro. 

Logo apos as grades foram examinadas ao microscópio ele-

4.3.2. Me..taLlza�ão ou -0omb�eame.n-to 

O metal utilizado foi a platina. 

Essa técnica foi realizada num metalizador VBG 500 da 

SIEMENS. 

O processo consta do estabelecimento de uma diferença de 

potencial num filamento de tungstênio, o qual aquece um fio de platina que 
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se encontra enrolado no filamento. Esse aquecimento, a alto vacuo, chega 

até o ponto de fusão da platina, que se espalha em pequenos· grânulos co-

brindo as grades que se encontram dispostas no metali�ador 

WYCKOFF, 1946) , 

As grades utilizadas continham amostras do 

(WILLIAMS e 

tratamento 

alcalino realizado com os poliedros. Posteriormente, essas grades foram 

levadas para o exame ao microscópio eletrônico. 

Foram coletados 4 ml de hemolinfa de lagartas de B.mori

sadias e 4 ml de hemolinfa afetada pelo NPV, 10 a 12 dias após a inocula

ção. Essa hemolinfa foi centrifugada a 2000 rpm por 15 minutos para a 

obtenção dos hemócitos. 

Foram dissecadas longitudinalmente lagartas sadias e 

afetadas pelo NPV e retirados pedaços do intestino médio com aproximada

mente 5 mm de comprimento. 

Tanto os hemócitos como os pedaços do intestino médio so

freram os seguintes tratamentos: 

Fixação - com glutaraldeido 6,5% em tampão cacodilato 

0,125 M pH 7,2 durante uma hora e meia a 4°C. 



Pós-fixação - com ácido ósmico 2% em tampão cacodilato 

0,125 M pH 7,2 durante uma hora, a 4°c. 
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Pré-coloração - em solução de acetato de uranila 2% ·dis-

solvido em acetona 75% durante toda noite. 

Desidratação - 2 trocas em acetona 90% de 10 minutos cada, 

seguida de 3 trocas em acetona 100% de 20 

minutos cada e mais 2 trocas em óxido de 

propileno de 15 minutos cada. 

Infiltração - com resina Epon 812 (LUFT, 1961) acrescida 

de óxido de propileno nas seguintes propor-

çoes: 

Epon 1: 1 óxido de propileno - 2 horas - 37oc 

Epon 2: 1 Óxido de propileno - 2 horas - 37°c 

Epon puro durante toda a noite - 4 °c. 

Inclusão - os espécimes foram colocados em moldes de bor 

racha apropriados juntamente com a resina pura. 

A polimerização da resina foi realizada levan

do-se os moldes contendo os espécimes, is 9stu 
1 

-

fas de ·3aºc, 45°c e so0c durante 8, 16 e 32 

horas, respectivamente. 

Em seguida foi realizada a microtomia. 

Essa mesma técnica foi utilizada para microscopia óptica 
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Microtomia 

Foram feitos cortes ultra e semifinos dos espécimes sadio 

e doente, utilizando-se um ultrarnicrótomo de avanço mecânico, modelo MT-1, 

da SORVALL. Em ambos os casos, operou-se com navalhas de vidro cristal de 

6 mm de espessura. 

Os cortes ultra-finos, com espessura entre 0,03 e 0,06 µm 

foram colocados em grades de cobre de 400 »mesh" previamente cobertas com 

películas de parlÓdio e carvão. 

Os cortes sernifinos de O,lµm de espessura, foram coloca

dos em lâminas de vidro previamente limpas com detergente e solução ál

cool 1: 1 eter. 

Coloração dos cortes 

A coloração dos cortes semifinos foi realizada com azul 

de metileno filtrado e colocado sobre os cortes. 

As lâminas contendo os cortes, foram aquecidas por um mi

nuto e o excesso do corante foi retirado com água destilada corrente; as 

- o - ' 
laminas foram colocadas para secar a 37 C e logo apos levadas para o exa-

me ao microscópio Óptico. 

A coloração dos cortes ultra-finos, foi realizada com uma 

solução aquosa de acetato de uranila 2,5% durante 6 minutos. 

Os cortes ultra-finos ainda foram coloridos com soluqão 

de citrato de chumbo (REYNOLDS, 1962} durante 4 minutos e logo após exarni 

nadas ao M. E. 
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Em lagartas de B. mori sadias e afetadas pelo NPV apos 10 

a 12 dias da iDoculação foi injetado 1 µl de timtdina tritiada(NEW ENGLAND 

NUCLEAR) por lagarta. Esse precursor radioativo apresentava�se com uma 

atividade específica de 20 Ci/mmol numa concentração de 0,25 m Ci/0,5 ml 

de água estéri 1. 

Após 6 horas de tratamento as lagartas foram dissecadas 

longitudinalmente utilizando-se fragmentos do corpo gorduroso que foram 

fixados em glutaraldeído 6,5% em tampão cacodilato 0,125 M pH 7,2 por 8 

horas. 

Em seguida foram feitas em torno de 10 lavagens em tampão 

cacodilato 0,125 M pH 7,2 durante 24 horas. 

Após esse tratamento, os espécimes seguiram os processos 

da técnica usual de microscopia eletrônica, Já citada. 

4. 4. 2. 1 . Te.c.rúc.a. do "S-tti.e.alún.g- 6-U.m" paJta. m,i,CAo-6 e.o pia.

Õptic.a (BIENZ, 1977) 

Após a microtomia, os cortes semifinos foram cob�rtos com 

emulsão fotográfica Ilford L-4 Nuclear Research da CIBA-GEIGY. 

A emulsão foi diluída em água bidistilada (1:1) em banho

maria a 45°c. Após a diluição foi mantida a 32° c. 

Foram colocadas com o auxílio de uma pipeta de Pasteur, 

2 a 3 gotas da emulsão sobre cada lâmina. Essas gotas foram espalhadas e 
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as lâminas foram colocadas em caixas pretas vedadas, a 4°C e atmosfera 

seca. 

Toda vidraria usada para manipulação da emulsão fotográf! 

ca foi previamente fervida em solução de H2Q2 a 15% por aproximadamente, 

20 minutos. lavada com água destilada e secada em estufa. 

Foram retiradas amostras 10 dias posteriores a cobertura 

obtendo-se assim o tempo de exposição adequado. 

Após o tempo de exposição as lâminas foram reveladas com 

revelador Dektol da KODAK durante 4 minutos e fixadas com fixador KODAK 

para papel durante 5 minutos, ambos a 22
°
c.

As lâminas foram lavadas em agua destilada corrente e po� 

tas para secar a 37
°
c. Logo após coloridas e levadas para o exame ao mi

croscópio Óptico. 

As grades contendo os cortes ultrafinos foram examinados 

num microscópio eletrônico de transmissão Elmiskop IA da SIEMENS, operan

do a 80000 volts. 

Os negativos fotográficos foram obtidos utilizando-se cha 

pas de vidro tipo Projector Slide Plates da KODAK, de 6,5 x 9 cm. 

As lâminas de vidro contendo os cortes semifinos 

examinados num Fotomicroscópio II da ZEISS. 

foram 

Os negativos fotográficos foram obtidos utilizando-se um 
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filme rígido Panatomic X de ASA 32 da KODAK. 

As fotomicrografias foram obtidas através dos procas�os 

fotográficos cpmumente usados em laboratório. 

As chapas fotográficas que continham as partículas de ví

rus da poliedrose nuclear em células colunares do intestino médio de 

A. genrmatatis (GATTI et atii, 1977) e B. mori foram levadas a um amplia

dor fotográfico Focomat II C da LEITZ-WETZLAR a fim de se medir os com

primentos e larguras das partículas através da projeção. 

4. 7. TêCJÚc.a. paJta. M rnecUda..6 de de.M.lda.de de. gltâ.o.6 de. p,'t.ahl

Através das fotomicrografias obtidas ao microscópio ópti

co, foi anotado o número de grãos de prata em regiões nuclear e citoplas

mática das células sadias e afetadas. 

Através de um planímetro foram medidas as áreas corres

pondentes para cada região e calculada a densidade dos grãos de prata. 
1 

Foram realizados testes F e de Tukey com as medidas das 

part!culas de NPV em células colunares do intestino médio de B. mori e 

A. gemmatatis. Os mesmos testes foram realizados com as densidades de 
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grãos de prata encontradas em núcleos de células do corpo gorduroso de 

B. mori afetados pelo NPV e sadios. Também foram aplicados os testes com

as medidas de núcleos doentes e sadios. 
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5. RESULTADOS

5. 1. E.õtudo.õ c.om o v:J.Jw...ó da. poüedlt.01>e nu.c.le.aJt (NPV) a.6e.tando n.úc.le.o.t>

de. c.él.ula.ó c.olu.ruvteó do J..ntu:tüi.o mêcüo de .e.tgaJL.ta.6 de B. mori e 

A. gerronataUs

Das eletrofotornicrografias obtidas pode-se observar a ocor 

rência de partículas de NPV em núcleos de células colunares do intestino 

médio de B. mori afetadas. Essas partículas foram encontradas tanto inclu! 

das em poliedros nucleares (Fig. lA) como em nucleoplasma de células (Fig. 

1B). 

No nucleoplasma foram encontradas partículas isoladas ou 

em feixes, apresentando-se na forma de bastonetes envolvidos ou nao por du 

pla membrana (Fig. 1B). 

A Fig. lC demonstra a ocorrência de partículas de NPV en

volvidas por uma membrana quese circular. Essas partículas estão localiza

das fora da célula colunar, provavelmente na região da membrana basal. 
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As medidas de 40 partículas de vírus, sendo 40 encontra

das em núcleos de células colunares do intestino médio de B.• mori e 40 

encontradas em núcleos de células colunares do intestino médio de A.g� 

talis (GATTI et alii, 1977) bem como os resultados dos testes F e de Tukey 

realizados estão dispostos na Tabela l. 

As análises dos testes F e de Tukey realizadas com as par

tículas de NPV encontradas em B. mori e A. gemmataZis mostraram não haver 

diferenças significativas entre os comprimentos dessas partículas, tanto 

com dupla como sem membranas. 

As análises dos testes F e de Tukey realizados para as 

medidas de largura, demonstraram que as partículas encontradas em B. mori 

apresentam largura maior que as encontradas em A. gemmataZis. 

As medidas de 40 partículas de vírus sem membranas, sendo 

20 encontradas em nucleoplasma de células de B. mori e 20 encontradas em 

poliedros desses mesmos núcleos, bem como os resultados dos testes F e de 

Tukey realizados estão dispostos na Tabela 2. 

As análises dos testes F e de Tukey realizadas com partí

culas de NPV sem membranas, encontradas no nucleoplasma de células de B. 

mori e nos poliedros desses mesmos núcleos, revelaram que as do nucleo

plasma saQ maiores que as dos poliedros. 
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Tabela 1 - Comprimentos e larguras das partículas de NPV com e sem membranaa 
em células colunares do intestino médio de B. mori e A. gemma.ta
Zis e os resultados dos testes F e de Tukey. 

NPV em células de B. mori NPV em células de A. gerrrnataUs 

comp c/ comp. à/ larg. e/ larg. s/ comp. c/ comp. s/ larg. e/ larg. s/ 
memb.(nm) memb.(nm) memb. (nm) memb. (nm) memb. (nm) memb.(nm) memb.(nm) memb.(nml 

384,5 
379, 6 
368,1 
351,8 
376,3 
351,8 
363,2 
335,4 
343,6 
346,9 
363,2 
368,1 
387, 8 
351, 8 
351. 8
368,1
360,0
404,1
404,1
343,6
384,5
363,2
338,7
355, O
343,6
37 8., 4 
327,2 
409,0 
360,0 
343.6 
368, 1 
419,3 
319.3 
341,5 
341.5 
341,5 
409,0 
368,1 
340,9 
343,6 

306,0 
314,1 
289,6 
281,4 
319,0 
281,4 
273,2 
281,4 
265,0 
27 8, l 
2!37, 8 
281, 4 
297,8 
270,0 
281,4 
302, 7 
270,0 
306,0 
338,7 
327,2 
286,3 
306,0 
300,0 
306,0 
29J ,8 
273,2 
261.8 
317 ,4 
284,7 
278,1 
310,9 
327 .2 
331,3 
286,3 
276, 1 
286,3 
319,0 
305,4 
250,9 
284,7 

90,0 
98,1 
98,1 

106,3 
109,6 

93,2 
117, 8 

93 ,2 
117, 8 
114,5 
117, 8 
117, 8 
101. 4
117, 8
109,6
122,7
117, 8

90,0 
90,0 

106,3 
106,3 
117 ,3 

93,2 
85,0 

114,5 
9.8, 1 

114,5 
114,5 

90,0 
92,0 
96,1 

122,7 
102,2 
112. 5
112, 5
122,7
114, 5
122,7
114,5

93,2 

49, O 
44,1 
44, 1 
49, O 
49,0 
52,3 
44,1 
40,9 
60,5 
52,3 
44,1 
49,0 
57, 2 
49, O 
49,0 
40,9 
52,3 
52,3 
49, O 
49,0 
49,0 
49, O 
52,3 
44,l 
44,1 
57,2 
55,6 
61,3 
55,6 
55,6 
40,9 
45, o· 
45,0 
61,3 
51, 1 
55,2 
46,3 
54,5 
60,0 
55,6 

x-=3ss. 3 x-=2aa#13 x:1ns ,J x-=5□, 4 

x ,. midie 

322,2 
322,2 
332,9 
302,0 
322,2 
281,9 
268,5 
257, 7 
343,6 
343,6 
343,6 
300,7 
300,7 
390, 8 
382,4 
443,4 
415,7 
408,1 
386,6 
434,S 
370, 5 
375,9 
289,9 
311,4 
347, 9 
309.,2 
300,6 
309,2 
274, 9 
343,6 
262,0 
359,7 
357, 9 
386,5 
35.7 ,a
343,6 
350,8 
372,2 
357, 9 
309,2 

225,5 
322,2 
322,2 
343,6 
360,3 
332,6 
332,6 
332,6 
324,2 
229, 1 
229,l 
229,1 
257 ,7 
257 ,7 
257,7 
257 ,7 
279, 2 
257 ,7 
257,7 
257 .7 
257,7 
267,3 
267,3 
279, 2 
313,5 
274, 9 
279, 2 
274, 9 
257 ,7 
283,5 
223,3 
306,0 
300,6 
336,4 
300,6 
279,2 
293,5 
322,1 
322,1 
286,4 

92,9 
92,9 

101,4 
92,9 

101.4 
92,9 

101,4 
109,8 
109,8 
101,4 

92,9 
91,5 
99,8 
99,8 

107, 4 
80,5 
80,5 
85,9 
85,9 
68,7 
73,0 
73,0 
73,0 
68,7 
81,6 
68,7 
80,5 

114, 5 
107,3 
100,2 
100,2 
114,5 
100,2 
107,3 

73,3 
68,7 
77,3 
73,0 
77,3 
80,5 

46,4 
46.4 
42,2 
50,7 
46,4 
54,9-
46,4 
46,4 
42,2 
46,4 
54,9 
40,3 
40,3 
40.3 
50,3 
40,3 
40,3 
40,3 
42,9 
51,5 
42,9 
46,0 
42,9 
41,6 
41,6 
42,;;9, 
33,3 
42,9 
3,2.2 

•32,2
' 33.0

53 ,. 6 
57,2 
57,2 
57,2 
57,2 
57,2 
57,2 
64,4 
42,9 

continua ••• 
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continuação 

Partículas de NPV 
Hos p e d e iros 

F Tukey (l1) 
B.mori A. gemmataUs

e/membrana 1 356,3 339,9 1.01ns 32,73 

Comprimento 

(nm) s/rnembrana 2 293,8 284,6 1,92ns 13,26 

e/membrana 3 106,7 90,2 32,69** 5,81 

Largura 

(nm) s/mernorana 4 50,4 46,l 7,54** 3,08 

ns - não significativo 
** - significativo a nível de 1% de probabilidade 

diferença de médias para o teste de Tukey = 1s,4ns 

2 diferença de médias para o teste de Tuk.ey = 9,zns

3 diferença de médias para o teste de Tukey = 1s,s**

4 diferença de médias para o teste de Tukey "" 4,3**
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Tabela 2 ·- Comprimentos e larguras das partículas de NPV sem membranas en

contradas em nucleoplasma e poliedro de células colunarss do in

testino médio de B. mori e os resultados dos testes Fede Tukey 

Nucleoplasma Poliedro Nucleoplasma Poliedro 

comp.s/membr. tnml comp.s/membr. (nm) larg.5/membr.(nm) larg.s/membr.(nm) 

327,2 281,4 49, O 44,l 
281,4 270,0 44, 1 44,l 
286,3 281,4 57,2 52,3 
289,6 270,0 44,l 44,l 
310, 9 253,6 49, O 40,9 
319,0 253,6 49, O 36,0 

289,6 278,l 40,9 49,0 

289,6 273,2 52,3 40,9 

273,2 278,1 49,0 36,0 
289,6 245,4 52,3 44,l 
286,6 273,2 49,0 40,9 
310,9 281.4 40,9 44;1 
327,2 281. 4 45,0 40,9 
297, 8 286,3 49,0 49,0 
331,3 273,2 45,0 49,0 
319,0 270,0 52,3 52,3 
286,3 270,0 40,9 40,9 
317,4 278, 1 52,3 40,9 

jl,4 245,4 40,9 36,0 
9,6 273,2 44,1 40,9 

x=3□□• 2 x ... 270,9 x=47,3 x-43,3

x.,. média 

Partículas Nucleoplasma Poliedro F Tu�ey 
·'

de NPV (.A) 

Comprimento 1

300,2 270,9 36,88** 9, 78 
s/membr. (nm) 

Largura2 

6,86* 
s/membr. (nm) 

47,3 43,3 3,09 

* significativo a nivel de 5% de probabilidada
** significativo a nível de 1% de probabilidade

diferença de médias para o teste de Tukey = 28,3**
diferença de médias para o teste de Tukey • 4 >

0**
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5.2. E.a,tu.do-& c.om o v:ÚU.,U, da. poUedJr.o-&e nu.c.le.cvz. (NPV) a.óe,tando n.ú.c.le.04 

de c.ê..luea.6 da. hemol-ü1fia. de. i.cvt.ga.Jt-ta.6 de. B. mori 

Foi observado através de eletrofotomicrografias (Fig. 2) 

a formação de poliedros em hemócitos de B. mori afetados pelo NPV. 

Os poliedros nessas células apresentam uma região central 

menos densa de aparência amorfa e um bordo mais denso (Fig. 2C). 

Pode-se observar através da Fig. 2 etapas sequenciais 

da degeneração do hemócito até que o poliedro se torne livre na hemocela 

do inseto. 

5. 3. EóMo-6 c.om o vbc.Uõ da. polie.dlto-óe. nude.aA tNPV) a.6eta.ndo.

c.le.o-6 de c.ê.e.ui.a..6 do c.oJt.po goJc.dulto-óo de .tag� de. B. mori 

nu.-

Das fotomicrografias ao microscópio óptico pode-se obser 

var a ocorrência de poliedros (Fig. 30) em núcleos de células do corpo

gor.duroso de lagartas de B. mori afetados pelo NPV. Nos núcleos de célu

las sadias não foi observada a ocorrência desses poliedros {Fig. 38). 

Foi observada também a formação do estrema virqgênico, 

local de formação da partícula de vírus a partir de proteínas 

nucleico virais (Fig, 3C). 

Nas células afetadas pelo NPV foi observado um 

e ácido 

aumento 

relativamente grande dos núcleos (Fig. 3A e 3C) quando comparados com nu

cleos de células sadias {Fig. 38), 
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As medidas das areas dos núcleos doentes e sadios e os 

resultados dos testes F e de Tukey sio encontradas ne~Jabele 3. 

Tabela 3 - Ãre�s dos núcleos de células do corpo gorduroso de lagartas de 

fü. mori afetados pelo NPV e sadios 

Ãreas dos núcleos afetados (µm2 } Areas dos núcleos sadios (µm2 )

8,31 

32,99 

23, 32 

31, 95 

15,20 

15,03 

12,09 

16,75 

15,54 

6,05 

13, 82 

6,91 

11, 05 

X 

X = média 

12,09 2,56 

18,65 3,20 

6,74 1, 92 

28,50 2,88 

11, 23 2,72 

20,56 1, 76 

11, 05 1,60 

13,30 2,72 

8,98 1,92 

14,68 2,08 

14,51 2,56 

15, 72 4,96 

2,72 

= 15,80 X = 2,95 

Áreas 

Afetadas 

15,80 

Sadias 

2,95 

F 

38,14** 

Tukey ( t) 

5,92 

** 
Significativo a nível de 1% de probabili
dade 

Diferença de médias para o teste de Tu
key = 13,85** 

2,88 

3,36 

3,36 

2,56 

3,20 

3,68 

4,00 

3,20 

5,92 

2,40 

2,72 

2,88 
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Através das medidas das areas dos núcleos encontrou-se um 

volume médio de 47,24 µm 3 para o núcleo afetado pelo vírus g 3,81 µm 3 pa

ra o núcleo sadio e a razao de 12,4:1 entre os dois. 

A presença dos grãos de prata (Fig. 3) tanto em núcleos 

como citoplasma de células do corpo gorduroso de B. mori afetados e sa

dios levaram ao cálculo da densidade (gr/µm2 ) dos grãos encontrados nas 

regiões nucleares e citoplasmáticas dessas células (Tabela 4),

As análises dos testes F e de Tukey realizadas com as deo 

sidades de graos de prata em regiões nucleares afetadas e sadias demons -

traram haver uma maior concentração de timidina tritiada nos núcleos 

doentes (Tabela 4). 

As análises dos testes F e de Tukey realizadas com as 

densidades de grãos de prata em regiões citoplasmáticas afetadas e sa

dias demonstraram não haver diferenças significativas entre elas (Tabe

la 4). 

5 . 4. UbeJta.ç.ã.o dM pcvul.ctd.M de NPV do poüe.d!to 

Após o tratamento alcalino dos poliedros contendo partí

culas de NPV foram encontradas partículas íntegras (Fig. 4A) e parcialmen

te vazias (Fig. 4B). 

A Fig. 4C demonstra um poliedro que nao sofreu desinte

graçao. Ao lado nota-se uma partícula d e  vírus. 

O acetato de uranila a 2, 5% mostrou maior eficiência de 
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Tabela 4 - Densidades dos grãos de prata em regiões nucleares a citoplasmá
ticas de células do corpo gorduroso de lagartas de B. mori afe
tadas pelo NPV e sadias 

Células afetadas pelo NPV Células sadias 

densidade (grio�/µm2 ) da região densidade (grãos/µm2 ) da região 

nuclear citoplasmática nuclear 

0,53 0,09 0,48 

0,91 0,03 0,42 
0,20 0,45 0,17 

º· 12 0,37 0.21 

2, 17 0,15 0,00 

5, 57 0,29 0,31 

5,09 0,33 0,56 

1, 27 0,25 0,45 

0,35 0,01 0,28 

0,88 0,03 1,47 

0,92 0,05 0,20 

3,19 0,28 0,42 

1. 42 0,34 O, 17 

2,09 0,28 0,34 

1,75 0,27 0,05 

1,08 º· 70 º· 17 

1,27 0,89 0,16 

3,24 0,99 0,26 

0,63 0,08 0,05 

0,56 0,07 º·ºº 
0,35 0,09 0,11 

0,56 0,17 0,41 

l, 17 0,04 0,21 
0,92 0,04 0,30 

1.47 0,13 0,26 

x=L s1 x=O, 26 x=0,30 

x= média 

Regiões Doente Sadia F 

Nuclear 1

l,51 0,30 e,47**
(gr/µm2 ) 

Citoplasmética2 

0,26 0,24 (gr/µm2 )

�* - significativo a nível de 1% de probabilidade 
1 diferença de médias para o teste de Tukey = 1,21**
2 diferença de médias para o teste de Tukey =o,02ns 

citoplasmática 

0,26 
0,54 

0,21 

0,27 

0,26 
0,34 

0,33 

0,44 

0,40 

0,41 

0,22 

'.),19 

0,19 

0,18 

o.os
0,28 

0,15 

0,19 

0,07 

0,06 

0,19 

0,28 

0,15 
0,20 

0,14 

x=a.24 

Tukey Ud

1,18 

0,12 
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coloração do que o ácido fosfotungstico (PTA) normalmente utilizado para 

colorações negativas (Fig. 4A, 4B e 4C). 

A Fig, 40 demonstra partículas de NPV e cristais parcial

mente destruídos apos o tratamento alcalino e a metalização com platina. 
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Fig. 1 - Celulas colunares d o  intestino medio de B. moii afetadas pelo NPV. C = citoplasma, N= 

nGcle o, P= poliedro, v= partfculas de'virus, fv= feixe de virus, dms= dupla membrana do 

virus, mb= membranh basal, me = membrana circular, t= traquiia, m= mitocondria. 



Fig. 2 - Desenvolvim ento do NPV em hemõcitos de B. mori. C= citoplasma, N= núcleo, P=' poliedro, 

v= partículas de v,rus. 

41 
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Fig. 3 - Celulas do corpo gorduroso de B. mori. A ,C eD = Celulas afetadas pelo NPV. B = Celu 

las sadias. C= citoplasma, N= nucleo, G= gotícula de gordura, gp= grãos de prata, ev= 

estrema virogenico, P= poliedro. 



Fig. 4 - Particulas de NPV liberadas do poliedro. Coloração negati'va com acetato de uranila· 2,5% 
A = Particulas integr&s (v). B = part'ículas parcialmente destruidas (v), protusão da 

particula (pt), C =poliedro (P), partícula de vírus (v). Metalização com platina: D

pol-iedro (P), partículas de vírus (v). 

43 
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6. DISCUSSÃO

A literatura sobre poliedrose nuclear em insetos apresen

ta muitos fatos conflitantes, inexplicáveis além de certos conceitos ca

rentes de dados mais seguros e por isso mesmo discutíveis. 

Na presente Dissertação foram propostos objetivos que 

visaram estudar alguns aspectos sobre o modo de ação do vírus da polie

drose nuclear que ocorre em duas espécies de Lepidoptera: E. mori e A.

gerrmatalis, além do dimensionamento das partículas infecciosas e incorpo 

raç�o do precursor radioativo no ONA viral. 

Com respeito ao modo de açao do virus, é interessante lem 

brar que o NPV pode ser transmitido pela via transovariana (SMITH, 1�67), 

fato este de grande importância prática, esclarecendo uma das 

pelas quais pode ser iniciada uma epizotia. 

maneiras 

O exame das fotomicrografias obtidas nesta pesquisa revê 

laram a ocorrência das partículas do NPV em núcleos de células do corpo 

gorduroso (Fig. 3) e de células colunares do intestino médio (Fig. l) de 

B. mori e que o vírus estudado pertence a um grupo distinto daqueles que
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nao afetam células do intestino médio. Esse é um dos pontos que levanta 

dúvidas a respeito de uma especificidade celular real ou se'devido à ne

cessidade de estudos mais completos, é dependente de fatores exógenos ou 

endógenos. 

As eletrofotomicrografias mostraram também que partícu

las de NPV completas e desprovidas de membranas em grande quantidade no 

núcleo celular (Fig. lA e 18) além das que se encontraram fora da célula 

nas adjacências da membrana basal (Fig. lC) e hemócitos (Fig. 2) compoem 

um quadro indicativo sobre as etapas de sistematização da doença em B. mo

ri que coincidem com as descritas para o NPV por diversos autores (SMITH, 

1967; HARRAP, 1970; TANAOA, 1975) com referência a poliedros nuclear de 

insetos. 

As fotomicrografias revelaram também que a formação de 

poliedros parece ocorrer no final do ciclo da doença e em muitos casos foi 

observada a zona anelar mencionada por diversos autores (SMITH e XEROS, 

1953b; MARTIGNONI e SCALLION, 1961; BERGOLO, 1963), conforme se pode no

tar na Fig. 30. Essa fase realmente ocorre após a formação de areas gran� 

lares no núcleo as quais tem sido caracterizadas como estrema virogênico 

[Fig. 3C) por virias pesquisadores (XEROS, 1955, 1956; HARRAP, 1872b). C� 

be aqui mencionar que os experimentos iniciais levaram os autores a afir

marem que o local de sintese das partículas era constituído de massas de 

cromatina nuclear (SMITH e XEROS,1953b; BERGOLD,1963}, mas pelos conheci

mentos atuais parece mais razoável o estrema como área de acumulação de 

DNA e proteínas virais transcritas e codificadas pelo próprio DNA viral. 

Com respeito à formação dos poliedros como etapa final da 

doença existem diversos aspectos suscetíveis de discussão.pois os concei

tos de natureza bioquímica merecem ainda considerações diversas em vista da 



potencial função protetora das partículas do NPV (HARRAP e ROBERTSON, 

1968). 
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Há autores que repetidamente afirmam que a formação dos 

poliedros ocorre como decorrência de distorções do metabolismo celular 

dando a entender que tais distorções estão indiretamente relacionadas 

com a replicação do vírus(SMITH e XEROS, l953Q; Vago e Chastang, 1960, e! 

tados por VAUGHN, 1968; THOMAS e GOURANTON, 1975). SHIGEMATSU e SUZUKI 

(1971) num trabalho clássico convincentemente estabelece a forma básica 

trapezoidal equilátera para explicar as diversas formas de ocorrência dos 

cristais com formas hexagonais, quadradas e triangulares e acrescentam que 

a forma dos poliedros não seria dirigida pela natureza genética do vírus 

mas dependeria de processos distintos causados por um defeito na sequên

cia metabólica das células hospedeiras. 

Essa conceituação parece atribuir importância secundária 

para a síntese das macromoléculas protéicas cuja natureza física e quími

ca reflete o tipo e a sequência dos aminoácidos codificados pelo DNA vi

rai. Essa proteína contendo alta concentração dos ácidos aspártico e glu

tâmico, além de lisina e tirosina (SHIGEMAT SU e SUZUKI, 1971) não é encon 

trada em/células sadias. Tudo indica que é uma proteína cuja síntese· se 

inicia nos estágios finais do ciclo por um tipo de regulação semelhante 

ao das proteínas tardias encontradas no bactsriófago T2 de E. aoii (WATEON, 

1976• LURIA e DARNELL, 1978). 

Outra consideração relacionada a essa etapa do ciclo da 

poliedrose é que no inicio da formação dos poliedros observada nesta 

Dissertação (Fig. 3A) notou-se incorporação de timidina tritiada, revelan 
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do que a atividade biossintética do vírus e da célula hospedeira podiam 

estar em franco andamento. Essa observação parece indicar que a biossínte

se das proteínas do poliedro independe até certo ponto do grau de degene

ração da célula hospedeira. 

Embora a evolução da doença iniciada pelas células do ova 

rio infectado ou por infecção através das células do intestino médio se 

desenvolva segundo um padrão muito semelhante nas células do corpo gordur9 

so ouoolunares,é possível que o desenvolvimento dos poliedros tenham sign! 

ficativas diferenças como se observou nas várias fases da organização 

dos poliedros em hernócitos (Fig. 2). 

TANADA e HESS (1975) estudando a poliedrose nuclear em 

PseudaLetia unipunata descrevem com detal�e o processo de sistematização a 

partir do núcleo da célula colunar pelos poros nucleares formando cister -

nas ou invaginações no envelope nuclear e por esse meio passando para o 

citoplasma. Partículas com ou sem membranas posteriormente atravessam as 

membranas da célula que por meio do retículo endoplasmático alcançam ou

tres células, a membrana basal, células epiteliais da traquéia ou hemÓci

tos. Nessa descrição não há mençao sobre um aspecto particular dos polie

dros em hernócitos que apresentam uma região central menos oensa de aparer

cia amorfa e um bordo espesso mais denso (Fig. 2C). Observou-se também 

etapas sequenciais da degeneração da célula hospedeira até que o poliedro 

se tornasse livre na hemocela do inseto (Fig. 2). 

Nas células do corpo gorduroso logo no início da infecção 

se observou característica hipertrofia do núcleo, quando se comparou cél�· 

las doentes (Fig. 3A) com sadias (Fig. 3El. 
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Na presente Dissertação contudo, para se ter uma idéia da 

razao média entre o volume dos núcleos hipertrofiados com oe primeiros 

sintomas da doença foram medidas as áreas dos núcleos doentes e sadios. 

A análise estatística demonstrou uma diferença entre eles a nível de 1% 

de probabilidade (Tabela 3) e a razão encontrada entre os volumes foi da

ordem de 12, 4: l. 

O interesse pelo estudo das dimensões das partículas do 

vírus nasceu da observação das diferenças entre as dimensões das partícu

las do NPV encontradas na literatura (BERGOLD, 1963; KOSLOV e ALEXEENKO, 

1967). Adicionalmente esse interesse tornou-se maior devido aos resulta -

dos do trabalho de KOSAKA et aZii (1971) determinando pelo menos dois 

tipos de partículas infecciosas de NPV (330 x 80 nm e 360 x 60 nml. 

Sabe-se que as populações naturais de vírus sao consti-

tuídas de uma mistura de raças podendo mesmo haver predominância de uma 

delas de acordo com o tecido ou espécie de inseto. Por esse motivo, foram 

determinados os comprimentos e as larguras das partículas do NPV em lagar 

tas de A. germzataZia e B. mori (Tabela 1). Tomadas as medidas através 

de extensiva e variada amostragem, visando caracterizá-la do ponto de vi� 

ta estatístico para compensar o posicionamento das partículas no tecido, 

os dados foram analisados pelos testes F e de Tukey (Tabela 1). ··os resul

tados parecem indicar a influência da espécie do inseto hospedeiro, pois, 

foram encontradas diferenças significativas entre as larguras das partí

culas com e sem membranas em núcleos de células colunares do intestino 

de B. mori e A. gemmataZis. 

Apesar de nao terem sido encontradas diferenças entre os 

comprimentos das partículas com e sem membranas nos tecidos das lagartas 



dos dois insetos (Tabela ll. não pode ser descartada a possibilidade da 

influência do microambiente celular. 

A ocorrência de partículas de vírus no interior dos po

liedros (Fig. lA) e perticulas livres no nucleoplasma (Fig. 1B) sugere a 

possível influência dessas condições sobre o dimensionamento das mesmas. 

Tomando-se como base a penas o nucleocapsídio das psrtic� 

las incluídas no poliedro e das partículas livres no nucleoplasma foram 

feitas amostragens das fotomicrografias e as dimensões das partículas fo

ram analisadas pelos testes F e de Tukey (Tabela 2), Os resultados rnostrª 

ram que tanto o comprimento como a largura do NPV diferem significativa

mente sugerindo um efeito de natureza mecânica exercido pelas macromoléc� 

las da proteína do poliedro sobre o vírus. Contudo. não fica de todo eli

minada a possibilidade de partículas de NPV diferenciadas sejam preferen

cialmente incluídas (HARRAP, 1972b), pois, ao que se sabe, em muitos casos, 

apenas 5% do peso do poliedro é constituído de vírus (BERGOLO , 1963). 

Os resultados do dimensionamento das partículas obtidas 

nesta Dissertação levanta, em Última a nálise, o problema dos fatores que 

podem influir nas dimensões ressaltando a relação das mesmas in vivo e in 

vitro. Em tese, para os vírus complexos como o NPV há necessidade dé ex

perimentos planejados para se avaliar com segurança até que ponto atuam 

a seleção de raças do vírus, o genótipo do mesmo e o microambiente em que 

ele se desenvolve. 

As pesquisas autoradiográficas a nível de microscopia oe 

tica com o objetivo de estudar a incorporação do precursor radioativo, ti 

midina tritiada, no DNA do NPV replicado  nas células do corpo gorduroso 
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de lagartas de B. mori indicaram que a maior atividade de biossíntese, mê 

dida em termos de grãos de prata/área (gr/µm2 ), foi realmente maior nos 

núcleos afetados pelo NPV do que nos núcleos sadios. Os testes F e de Tu

key (Tabela 4) acusaram uma diferença altamente significativa. 

Entre as densidades de graos de prata da região citopla� 

mática das células do corpo gorduroso afetadas e sadias, não foi possível 

estabelecer diferenças significativas a nível de 5% de probabilidada [Ta

bela 4). 

Esses resultados parecem indicar que quando as lagartas 

mostraram os primeiros sintomas, a incorporação da timidina tritiada de

via estar se dando nas fases exponencial e estacionária, de acordo com 

o modelo de multiplicação do NPV proposto por RAGHOW e GRACE {1974). Essa

afirmação se baseia no fato de ter sido encontrada uma atividade de incor 

poração da timidina marcada no ONA viral 6,2 vezes maior no núcleo doente 

do que no sadio. 

No tratamento alcalino com solução de Na2
co3 0,005 M e

NaCl 0,5 M foram encontradas, após 100 minutos partículas-íntegras ( Fig. 

4A} e sem a nucleocapsidio interno (Fig. 48). Esse fato revela que o pro-
' .

cesso de liberação das partículas de vírus que se encontram nos .. poliedros 

merece especial atenção a fim de que o rendimento em termos de partículas 

íntegras seja alto. Aliás. as citações da li tera:tura enfatizam a relativa 

estabilidade das mesmas em tratamentos com soluções alcalinas mostrando a 

necessidade de adatar os métodos de uma espécie de inseto para outra 

(BERGOLD, 1963) já que os poliedros nucleares podem variar tanto no tama

nhm como na forma (SMITH. 1967). 
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O exame ao microscópio eletrônico dos poliedros tratados 

com álcali mostrou que algumas partículas alteradas apresentaram protu

sões (Fig. 4B) semelhantes às encontradas em partículas íntegras no pro

cesso de infecção da célula (BERGOL□• 1963). 

As medidas das partículas de NPV liberadas pelo tratamen 

to alcalino foram de 361 x 52 nm em coloração negativa com acetato de ura 

nila e 400 x 85 nm pela técnica de metalização. 

As medidas das partículas em acetato de uranila parecem 

estar de acordo com a literatura que preve um tamanho menor para as partí 

culas de NPV submetidas a tratamento alcalino (BERGOLD, 1963). 

O tamanho das partículas de NPV submetidas à técnica de 

metalização (Fig. 40) parecem coerentes desde que o processo se fundamen

ta na cobertura do espécime com metal. 

É interessante lembrar também que a coloração negativa c:t:m 

acetato de uranila se mostrou mais eficiente que a realizada com ácido 

fosfotúngstico (PTA) (HARRAP, 1872a). 

O exame da literatura sobre a poliedrose nuclear indica 

que, com exceção da transmissão transovariana, o processo de sis'):ematiza

ção do vírus pela alimentação com folhas infectadas se inicia nas células 

colunares do intestino médio alcançando posteriormente, com ou sem multi

plicaçio das mesmas, células do corpo gorduroso, células epiteliais da 

traquéia, hipoderme e hemócitos. 

As fotomicrografias desta Dissertação mostram que o vírus 

estudado (NPV) se multiplica nas células colunares sendo possível que 



entre esta etapa e as posteriores ocorra uma defasagem de tempo. consti

tuindo-se em mais um fator de importância para programas de'controle de 

vírus com viricidas. 
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7. CONCLUSOES

1. O NPV estudado pertence ao grupo do vírus de 
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palie 

drose que se desenvolve em células colunares do intestino médio e outros 

tipos de células tais como epiteliais da traquéia, hipoderme, corpo gord� 

rosa e hemócitos de lagartas de insetos. 

2. A organização dos poliedros nos hemÓcitos apresenta 

algumas diferenças na sua estrutura em relação aos poliedros de células 

de outros tecidos. 

3. O volume do núcleo das células do corpo gorduroso de

lagartas de B. moT'i apresentando os primeiros sintomas da doença, e em 

média 12,4 vezes maior que das células sadias. 

4. As partículas de NPV das células colunares do intes

tino médio de lagartas de B. mori são mais largas do que as de A. gemma

taZis indicando a influência do microambiente celular. 

5. As partículas de NPV incluídas nos poliedros das célu

las colunares do intestino médio de B. mori, apresentam comprimento e lar-
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gura menores que as das partículas livres no nucleoplasma sugerindo o 

efeito das moléculas protéicas do poliedro sobre as mesmas. 

6. Em vista da maior incorporação da timidina tritiada

no núcleo de células afetadas pelo NPV em relação ao núcleo sadio, acred! 

ta-se que ele é o local de biossíntese do DNA viral. 
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8. SUMMARY

This work takes in consideration the following: (i ) some 

aspects of the pathologic process caused by nuclear polyhedrosisvirus(NPV) 

affecting two species of Lepidoptera: Bombyx mori L •• 1758 (Lep., Bombycidae) 

and Antioarsia gemmataiis HÜbner, 1818 (Lep., Noctuidae), (ii) size 

measurement of infectioos particles; and (iii) incorporation of 3H-thymidine

in the □NA of the virus. 

Ultrathin and thick photomicrographs sections of the M body 

cells, the columnar cells of the midgut and the hemocytes of insects larvas 

infected with the virus showed that the studied NPV can develop in any of 

these cells. By use of the hemocyte photomicrographs the NPV development 

was observed in the larva. 

The volume increase of nuclei o-f fat body cells of B. mori

larvae was about 12.4 times more in larvas showing initial disease symptoms 

than in the uninfected ones. 

The polyhedra arrangement in the hemocytes presented some 

characteristic differences in relation to the polyhedra of the other cell 

types. 



Regarding the dimensions of NPV particles of the sarne 

inoculum affecting the columnar cells of the midgut of B. mol'i and 
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A. gemmatalis larvas, dimensions of particles enclosed within the

polyhedra and free ones in the nucleoplasm, were found to be statistically 

different. WidtM and lenght means of NPV particles in B. mori (50,4 nm 

and 106.7 nrn respectively were greater than those found in A. gemmatalis 

(46.1 nm and 90.2 nm). NPV particles of B, mori cells within the polyhedra 

with mean widths of 43.3 nm and lenght of 270.9 nm were smaller than thosa 

found in frae state in the nucleoplasm whose mean widths and lenghts were 

47.3 and 300.2 nm respectively. 

Mean dimension values of particles relaased from polyhedra 

by alkaline solution treatment and obssrved by uranyl acetate negative 

staining and platinum shadow casting techniques were 361 x 52 nm and 400 x 

85 nm respectively. 

Polyhedra treatment in alkaline solution during 100 minutes, 

gave d.se to changes in particles that exhibited membranas without their 

internal nucleocapsid. Whole particles were also observed. 

The taka up of 3H-thymidine after treatment of 6 hours

and measured by silver grain density (grains of silver/µm2 ) showed that 

the nucleus of NPV affected cells took up an average of 1.51 g/µm2 that 

those of uninfected cells only 0.30 g/µrn2 . The 3H-thymidine take up by the

cytoplasms of healthy and NPV affected larvae did not present significant 

differences. 

These results show that the virus ONA synthesis takes 

place in the nucleus of NPV affected cells. 
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