PATOLOGIA DA POLIEDROSE NUCLEAR DO CURUQUERE DO ALGODAO
Alabama argillacea (HUBNER, 1818) (LEP., NOCTUIDAE)
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INTRODUGAO

Dentro do contexto da cultura do algodao no  Bra-
sil, o curuqueré, Alabama argillacea (HUbner, 1818), foi
sempre considerado uma praga secundaria. No entanto, e
conhecida como ameaga aos algodoeiros do novo mundo des-
de o comego do século (HUNTER, 1912). Com o estabeleci-
mento de programas de manejo integrado de pragas do algo
dao, abandonando-se o controle exclusivamente qU|m|co,HA
BIB (1976; 1977) previu que o curuquere devera tornar-
se uma das pragas chaves dessa cultura.

0 potencial das viroses, principalnente a causada
pelo virus da Poliedrose Nuclear (VPN), tem sido ampla-
mente revisto, no sentido da sua utullzagao em programas
de controle (STAIRS, 1974; DAVID, 1275; SUMMERS etalii,
1575; TINSLEY & HARRAP, 1978; TINSLEY, 1979; BURGES,I980.
Aspectos da sintomatologia, histopatologia e morfologia
viral, que compoemestudos basicos para qualquer tentati
va de utilizagao dessas viroses, foram abordados por va-
rios autores (VAIL & HALL, 1969; HARRAP, 1970; LEWIS et
alii, 1977; HUGHES, 1972, 1977; GARCIA et alii, 1983).

No Brasil, o VPN de A. urgillacea foi pelaprimeira
vez detectado, em 1977 na regiao de Campinas (ANDRADE &

! Instituto de Biologia, UNICAMP, Campinas.
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HABIB, 1982). Visando sua possivel participagao em pro-
gramas de controle, os mesmos autores avaliaram a ocor-
rencia natural e os fatores bioticos relacionados com a
dispers3o da doenga (ANDRADE, 1981; ANDRADE & HABIB,
1981) e aspectos fisiopatoldgicos (ANDRADE et alii,
1982) em larvas infectadas pelo VPN também foram estuda-
dos.

0 presente trabalho teve por objetivo descrever e
estabelecer uma sequéncia cronologica dos sintomas  ex-
ternos e efeitos histopatologicos nas larvas de A. ar-
gillacea infectadas pel VPN. Analise morfometrica dos
poliedros e particulas foiainda objetivada.

HATERIAIS E METODOS

Larvas de 4. argillacea, no inicio do 62 estadio,
provenientes do campo, foram infectadas por via oral
com 1,5 a 2,0 ul de suspensao purificada de poliedros
(109 cip/ml) de acordo com ANDRADE (1981). Vinte e cinco
das larvasque sorveram toda a dose, foram mantidas indi-
vidualmente em placas de petri, com folhas de algodao, pa
ra os estudos de sintomatologia externa e histopatolo -
gia. Foram adotados os critérios de STEINHAUS (1963)
para a descrigao dos sintomas patologicos.

Tanto para a microscopia eletronica quanto a opti
ca, seguiu-se as técnicas de fixagao, inclusao e micro-
tomia adaptadas de SJUSTRAND (1967) e HAYAT (1972).

Larvas doentes doram dissecadas em solugao isotoni
ca, tamponada com cacodilato 0,4 M, pH 7,0. Partes dos
diversos tecidos foram removidas e imediatamente coloca-
das em solugao fixadora de glutaraldeido (4%) a 42 eacro
lefna, por 2 horas. 0 material fol em seguida mantido
24 horas em solugao de glutaraldeido (4%) e 24 horas em
solugao isotonica de lavagem, para depois ser  flxado
em solugao de tetroxido de 6smio (1%). Para a inclu-
sao em resina Epon e Araldite (MOLLENHAUER, 1964), se=
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guiu-se a desidratagao em bateria de alcool etilico e ba
nho em misturas de oxido de propileno e Epon (3:1, 1:1
e 1:3). A resina foi polimerizada a 609C por 2 dias.

Cortes histoldgicos finos para a microscopia opti-
ca e ultrafinos para a eletronica foram obtidos em ultra
microtomo Sorvall MT-2, Porter-Blum. Para a microsco-
pia pptica, o material foi tratado 5 minutos com acido
pericdico a 1% e corado a quente com azul de toluidina.
Cortes ultrafinos foram tratados com acetato de wuranila
a 2% (mais de 15 min.) e citrato de chumbo 0,2%; obser-
vados e eletrografados em microscopio eletronico Zeiss
M9-S2.

A analise morfométrica dos poliedros e particulas
baseou-se em micrografias de preparagoes purificadas; go
tas da suspensdo do virus foram colocadas em grades de
cobre (150 e 400 malhas/polz) previamente cobertas  por
pelfcula de parlédio (sol. a 2% em acetato de amila) e
diretamente vaporizadas com carvao. A contrastagao fol
feita com acido fosfotungsténico a 2% ou acetato de ura-
nila a 2% (NORDAM, 1973).

RESULTADOS E DISCUSSAQ

Sintomatologia externa

Larvas de 69 estadio de 4. argillacea, quando su-
Jeitas a alta dose de VPN apresentaram no  laboratorio,
sintomas semelhantes aos observados no campo, com morta-
|idade em menos de 4 dias. 0 desenvolvimento da doenga
teve sinais tanto comportamentais quanto morfologicos. As
trés fases principais bastante evidentes, pré-mortal, mor
tal e pés-mortal, puderam ainda ser subdivididas quando
melhor caracterizadas (quadro 1). Dependendo das condi-
goes particulares de cada caso, o tempo necessario para
as diferentes fases ou divisdes, variou marcadamente (fi
gura 1). -

0s sintomas comportamentals na fase pré-mortal, fo.
ram de certa forma sutils, e variaram sob determinadas
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;
condigoes, a despeito da propria progressao da doen-
¢a.

0 deslocamento ou movimentagao voluntaria diminuiu
marcadamente na fase pré-mortal |, principalmente se es-

ta era alcangada durante o dia, sob temperaturas mais
altas. Por outro lado, podia voltar a ocorrer ou perma-
necer até o comego da pré-mortal I, durante os perfodos

de maior atividade, a noite e nas horas menos quentes.
A alimentagao foi normalmente abandonada entre 24 e 48
horas, variando também um pouco com © periodo normal de
maior atividade das larvas. A parada alimentar foi as-
sociada a alteragoes de ordem neurolégica em estudos fi-
siopatologicos (ANDRADE et alil, 1982) .

Deslocamentos rapidos de fuga, ou movimentos brus-
cos com a cabega em resposta a estfmulo de toque, rarea-
ram entre 36 e 48 horas e desapareceram entre 48 e 60
horas apos a infecgao. Tal sintoma fol citado preceden-
do a morte por VPN em Trichoplusia ni (DRAKE & McEWEN,
1969). Uma paralisia irreversivel antecedeu a morte, po
dendo durar de poucas horas a meio dia. Num Gltimo des-
locamento, larvas mantidas em viveiros, subiam pela fo-
lhagem e com a perda do tono muscular nas pernas toraci-
cas (pré-mortal I11) ficavam penduradas apenas pelas gar
ras das falsas pernas abdominais, formando-se o quadro
sintomatolégico classico (figura 2), citado por  nuitos
autores (CHAPMAN & GLASER, 1915; FANADA, 1959;  AIZAWA,
1963; De BACH, 1964; SMITH, 1967; VAIL & HALL, 1969).

Flacidez e aumento no volume corporal ocorreram de
correntes do avangado estado de infecgao e degeneragao
dos tecidos.' Os segmentos do corpo ficaram fortemente
marcados, com o tegumento fino e distendido. Entre 78 e
90 horas apds a infecgao, o corpo rompia-se facilmente,
os teclidos encontravam-se indistintos, com consisténcia
pastosa ou até liquefeitos, e um forte odor podia ser
perceblido.

Quando amorte ocorria no estadio de pré-pupa e pu-
pa, os Individuos apresentavam caracterlsticas morfolog]
cas de ambos os estagios (figura 3). B
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FIGURA 2. Aspecto comportamental tipico em larva de Ala-
bama argillacea infectada pelo VPN.

FIGURA 3. Aspectos morfologicos em prée-pupas de Alabama
argillacea mortas pelo VPN,
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Histopatologia

A andlise histopatologica nos tecidos da larva de
A. argillacea afetados direta ou indiretamente pelo VPN,
mostrou uma assocnagao direta aos sinais patologicos ex-
ternos e aos distlrbios fisiologicos (ANDRADE et alii,
1982), detectados nas diferentes fases pré-mortais.

Com o desenvolvimento da virose, o tecido adiposo
visceral apresentou uma nitida dissociagao estrutural.
Na fase pré-mortal | da doenga, os nucleos dos gomos adi
posos ja se apresentaram infectados por poliedros e par-
ticulas. Nesses nicleos observou-se inicialmente um acl
mulo de poliedros na regido periférica do nucleoplasma
(quadro 1V), circundando restos de cromatina e nucléo
lo. Com o avango da infecgao, aumentou pouco a quantida
de de poliedros que passaram a ocupar quase todo o  ni-
cleo promovendo uma visivel hipertrofia (figura U, B).

As massas de tecido adiposo visceral, junto com o
adiposo adjacente a epiderme do tegumento, constituem-
se no principal centro de reserva energética das larvas.
Na fase pré-mortal 11! esses aglomerados sub-epidermicos
mostraram-se bastante dissociados, com pouca reserva de
lipideos e com os nicleos tomados pelos poliedros. Desin
tegragéo total da membrana conectiva e aumento da gra-
nulagao citoplasmatica foram também detectados nesta fa-
se. Pouca cromatina apareceu no nucleoplasma, numa si-
tuagao semelhante & encontrada para o tecido adiposo vis
ceral na fase pré-mortal |l. Tal comparagao sugere que
a infecgdo nas células adiposas sub-epidérmicas seja pos
terfor ou mais lenta que a Infecgdo nas massas adiposas
viscerals. ,

As alteragoes histopatolégicas descritas para o te
cido adiposo, seja visceral ou sub- -epidérmico, sao par-
cialmente responsaveis pelas alteragoes no brilho e colo
ragao do tegumento e flacidez do corpo. A figura 4,C re
vela algumas alteragoes citolégicas, a nfvel de - mi-
croscopla eletronica, mostrando feixes de partfculas re-
plicadas, poliedros estruturando-se e estroma viral nos
nucleos deste tecido.
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FIGURA L4 - Histopatologia em larvas de 69 estadio de Alg-
bama argillacea, infectadas peloVPN. Tecido adi
poso visceral, fase pré-mortal I,(A) e Il, (BeC)~
Matriz traqueal na fase pré-mortal |, (D). Degene
ragao no tibulo de Malpighi (E) e glandula labial
(F) na fase pré-mortal |11 da virose. Escala em um.
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0 epitélio das traquéias ja se mostrou infectado
por poliedros na fase prée-mortal | (figura 4,D). Tanto
as traquéias malores, dissociadas dos tecidos, quanto
as menores, mais ramificadas e associadas, apresentaram
hipertrofia nuclear e citoplasma granuloso. Embora BIRD
(1949) tenha indicado as traquéias ao redor do tubo di-
gestivo como primeiro sitio do processo de infecgao,ao me
nos nessa fase as mesmas nao mostraram alteragoes dife-
rentes das encontradas nas traquéias associadas aos ou-
tros tecidos.

Nas fases pré-mortais Il e |ll, respectivamente,os
nicleos do epitélio adjacente as traquéias mostraram— se
repletos de poliedros virais e completamente destruidos.
Este tecido quando comparado com o adiposo, indicou uma
infecgao cronologicamente posterior, situagao semelhante
3 encontrada por DRAKE & McEWEN (1959).

0 epitélio dos tubulos de Malpighi apareceu infec-
tado no infcio da virose e perdeu sua estrutura logo na
fase pré-mortal |, apresentando desarranjo celular niti-
do. Nicleos e restos celulares foram encontrados aderi-
dos a membrana peritoneal ou livres na luz do tubulo. Nas
fases pré-mortais Il e |ll, o epitélio mostrou-se mais
fino, com poucos nicleos e bastante estriado, ainda ade-
rido 3 membrana peritoneal aparentemente intacta (figura
4L,E). Notou-se ainda na fase |Il, na luz do tubulo,cris
tais de oxalato de calcio, evidenciando o comprometimento
funcional deste 6rgao.

As glandulas labliais apresentaram alteragoes ape-

nas na fase pré-mortal Ill da virose. Nas primeiras fa-
ses entretanto o citoplasma mantinha-se ainda denso e os
nicleos pouco hipertrofiados. Na fase pré-mortal i,

os nucleos encontravam-se hopertrofiados, com poucos po-
liedros e granulagoes no nucleoplasma. O citoplasma bem
menos denso apresentou grande vacuollzagao na regiao pe-
riférica e descontinuidade das membranas celulares (fi-
gura 4,F).

Na fase pré-mortal | nao foram detectados  sinais
patologicos nos ganglios nervosos. No entanto, na fase
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Il foi notado grande nimero de partfculas virais e ele-
mentos fibrilares nos nicleos das células nervosas lar-
vais (figura 5,A). Na fase posterior, os nicleos dessas
células proximos a neurdpila, encontravam-se tomados pg-
los poliedros (flgura 5,B). Alguns autores também  tem
demonstrado a Infecgao pelo VPN no sistema nervoso de ou
tros hospedeiros (MATHAD et alii, 1968). A infecgdo tar
dia neste tecido, explicaria a razao do efelto fatal len
to do VPN quando comparado com outras viroses de Insetos
como a paralisia aguda das abelhas, onde a pronta infec-
¢ao dos ganglios nervosos cerebrals provoca a morte rapl
da (SMITH, 1967).

As alteragoes histolGglcas encontradas no tegumento
das larvas deA. argillacea, colncidem comas descrltas por
virios autores para diferentes hospedeiros do VPN (DRAKE
& MCEWEN, 1959; ADANS et alil, 1968; HAMM, 1968; MATHAD et
alll, 1968; VAIL 6HALL, 1969; LIVINGSTON & YERIAN, 1972).
A infeccdo fol bastante similar & que ocorreu no tecido a
diposo sub-epidérmico com grande nimero de pol édros nos nu
cleos ja na fase pré-mortal |, Nas fases seguintes este
tecido Ja se encontrou desintegrado, formando junto a cu
tfcula um aglomerado de células repletas de poliedros. .
cutfcula rompia-se facilmente liberando o conteudo corpo
ral liquefeito. -

Nas células do intestino médio foramobservadas par
ticulas virais associadas a regiao da membrana plasmati-
ca basal (fase pré-mortal 11).e no citoplasma, proximo
ao nicleo (fase I11) (figura 5,). Nao foram observa-
dos polliedros nos nicleos deste tecldo, coincidindo com
alguns autores (LIVINGSTON & YERIAN, 1972; MATHAD et
llll,1968;ANDRADEetaIII,1978),queIdentlficamolntestL
no médiocomo primeirosfitio dareplicagao viral, porém nao
responsavel pela formagao de poliedros. Tal s|tuagao pa
rece ser a responsavel em permitir uma grande replica-
¢do do VPN nos outros tecidos, uma vez que o Intestino,
mantendo-se [ntegro, nao permitiria a Invasao da hemoce-
le por bactérias da luz intestinal, o que acarretarlia em
raplda septicemla.
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FIGURA 5 - Hlstopatologla em Iarvas de 6° estadlo de Ala-
bama argillacea, infectadas pelo VPN. Nucleoca
psideos e poliedros em células nervosas lar-

vais; fase pré-mortal Il, (A) e 111 (B).Célula
epltellal do intestino médio (C) e aspecto ge-
ral da hemolinfa, na fase pré-mortal Ill. Esca

la em micrdmetros.
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A analise histolégica nos misculos esqueléticos (fa
se pré-mortal I11), indicou perda de alguns pontos de 11
gagao com os apodemas. O0s sarcolemas encontraram-=setam-
bém alterados deixando as fibras dissociadas. Alteracoes
semelhantes também foram observadas para larvas de Spo-
doptera frugiperda atacadas pelo VPN (HAMM, 1968;  GAR-
CIA et alii, 1983), sendo responsaveis parcialmente pe-
la flacidez tipica anteriormente mencionada. A parali-
sia geral que normalmente antecedeu a morte, estaria pro
vavelmente mais relacionada 3 infecgao direta no sistema
nervoso do que aos efeitos da invasao de conteldo intes-
tinal alcalino na hemolinfa.

Segundo HABIB (1976), nas larvas sadias de A. ar—
gillacea, a hemolinfa corresponde em média a 12,3% do pe
so total, com uma média de 21.723 hemcitos por mili me-
tro cibico. Nas larvas atacadas pelo VPN, poliedros 1i-
vres na hemolinfa puderam ser observados, a partir a fa
se pré-mortal I1l1. No final desta fase todos os hemoci -
tos apresentaram-se com nucleos repletos de poliedros e
citoplasma degenerado (figura 5,0). Nessa situagdo nao
sao mais tipicos e nao puderam ser classificados. A he-
molinfa apresentou-se viscosa, de cor esbranquigada e
com o volume reduzido.

.Morfometria de poliedros e particulas

Os virus causadores da poliedrose nuclear e granu-
lose (Baculovirus spp; Baculoviridae) sao também identi-
ficados e classificados com base na morfologia dos  nu-
cleocapsideos e corpos de inclusao (WILDY, 1971; SUM-
MERS, 19772. Para os VPNs, imersos na matriz proteicado
poliedro, os nucleocapsideos podem apresentar-se em dois
tipos basicos de arranjo; na forma de bastoes envolvidos
individualmente numa membrana (envelope) ou em  grupos,
variando de 2 a mals de 39 no mesmo envelope (KAWAMOTO &
ASAYAMA, 1975), dependendo da espécie.

No presenté trabalho, tanto partfculas isoladas
quanto em feixes foram detectadas nas purificagoes. 0
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tratamento alcalino, além da dissolugao dos poliedros,
removeu também a maioria dos envelopes virais (71,2%) .
Particulas individualmente envelopados constituiram
17,5% e em feixes pequenos (2 a 3 particulas) com envelo
pe parcialmente dissolvido, 11,3% (figura 4, A, B e C).

As particulas virais observadas nos cortes histolo
gicos apresentaram-se também individualmente, em feixes
ou vesiculas, nao imersas em matriz proteica (figura 4,
D, Ee F). Diversos autores tém atribuido a essas for-
mas a infectividade (TANADA & KEUTENEGGER, 1970; HARRAP,
1970; SUMMERS, 1971; HUNTER et alii, 1975).

0s corpos proteicos de inclusao do VPN de A. ar-
gillacea, mostraram-se nas preparagoes purificadas va-
riando quanto ao contorno e tamanho, sendo a forma polié
drica irregular a mais frequente (figura 6, G e H). Nos
cortes histolégicos apareceram também irregulares, por
vezes redondos, menores, e com uma caracteristica dis-
tribuigao aleatoria de particulas no seu interior. A nao
existéncia da membrana e o pequeno tamanho desses polie-
dros sugerem que ainda estivessem em formagao.

0 quadro |l apresenta os valores médios das medi-
das de poliedros e nucleocapsideos observados. As medi-
das de particulas sem envelope, enquadram-se dentro do
proposto por BERGOLD (1963) para Borrelinavirus (= Bacu—
lovirus) e € considerado até hoje’

RESUMO

Sequéncia cronolégica de sintomas externos e inter
nos, foi descrita para larvas de 6° estadio de Alabama
argillacea, infectadas com o virus da Poliedrose Nu-
clear no laboratério. Estudos histologicos demonstraram
nas diferentes fases pré-mortais, presenga de poliedros
e de particulas bem como efeltos patologicos nos tecidos

infectados. Possivel sequéncia_no processo de infecgao
do virus nos tecidos e replicagao foi discutida eassocia
da a sintomatologia. -
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FIGURA 6 - Nucleocapsideos do VPN de Alabama

argillacea,
isolado e sem envelope, (A): isolado com enve-

lope, (B) e em feixe sem envelope, (C). Em cor
tes ultrafinos, em feixes no nucleoplasme, (D)
isolados no citoplasma, (E) e em vesiculas
citoplasma, (F).Poliedros semi-purificados (G),
e em cortes histologicos, (H). Escala em um.

no
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A analise morfométrica de preparagoes purificadas
revelou um diametro médio de 1,60 * 0,02 ym para os cor-
pos de inclusao poliédricos. Para os nucleocapsideos en
tretanto, as dimensoes variaram de acordo com a presenga
ou nao do envelope,

SUMMARY

PATHOLOGICAL STUDIES ON THE NUCLEAR POLYEDROSIS
VIRUSIS OF THE COTTON LEAFWORM Alabama argillacea
(HUbner, 1818) (LEPIDOPTERA; NOCTUIDAE).

Achronological sequence of external and internal
symptoms shown by 6th instar larvae of Alabama argilla-
cea infected by NPV were described. Histopathological

observations indicated the presence of polyhedrons and
viral particles In the infected tissues. Possible se-
quence of infection and viral replication was discussed
and associated with the external and internal alterat
ions.

Morphometrically, the polyhedrons showed an avera-
ge of 1.60 X 0.02 um in diameter. The dimensions of vi-
ral particles, however, varied according to the presen-
ce or not of the envelope.
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