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RESUMO 
 
CASTRO, Bárbara Monteiro de Castro e, D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, 
setembro de 2018. Toxicidade, citopatologia no intestino médio, resposta 
comportamental e respiratória de Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Noctuidae) 
após exposição a inseticidas. Orientador: José Cola Zanuncio. Coorientadores: José 
Eduardo Serrão, Luis Carlos Martínez Castrillon e Marcus Alvarenga Soares.  
 
Anticarsia gemmatalis Hübner (Lepidoptera: Noctuidae) é a principal desfolhadora de 

plantas de soja e seu controle é feito, principalmente, pelo uso de inseticidas. 

Bioinseticidas e plantas transgênicas, baseados em toxinas de Bacillus thuringiensis 

(Bt), são importantes para o manejo de A. gemmatalis. Clorantraniliprole é um inseticida 

recomendado para programas de manejo integrado dessa praga na soja por possuir baixa 

toxicidade para organismos não alvos. A interação desses produtos com células do 

intestino médio de lagartas determina sua eficácia inseticida. O objetivo foi avaliar a 

toxicidade e as alterações citopatológicas mediadas por B. thuringiensis, var. kurstaki, 

linhagem HD-1 e o inseticida clorantraniliprole no intestino médio de lagartas de A. 

gemmatalis, além de verificar as alterações comportamentais e na taxa respiratória de 

lagartas mediadas pelo clorantraniliprole. A eficácia dos inseticidas foi determinada 

calculando os valores das concentrações letais (CL25, CL50, CL75, CL90 e CL99) em 

laboratório. Intestino médio de A. gemmatalis foi extraído após ingestão dos inseticidas 

e avaliado por microscopia de luz, eletrônica de transmissão e confocal. O 

comportamento das lagartas após ingestão do clorantraniliprole foi analisado por 

sistema de rastreamento em vídeo e a taxa respiratória com respirômetro. Bacillus 

thuringiensis e clorantraniliprole induziram a citotoxicidade das células epiteliais do 

intestino médio de A. gemmatalis causando desorganização celular, degeneração das 

microvilosidades, fragmentação e protrusão de células, desorganização da matriz 

peritrófica e vacuolização celular. Células expostas ao Bt apresentaram núcleos com 

cromatina condensada e a quantidade de lisossomos foi aumentada. Apoptose ocorreu 

nas células do intestino médio de lagartas expostas ao Bt e resposta regenerativa foi 

observada 8 horas após a exposição ao entomopatógeno, no entanto, essa resposta não 

foi contínua. Secreção apócrina foi expelida do epitélio para o lúmen após exposição ao 

clorantraniliprole. Lagartas expostas ao clorantraniliprole apresentaram maior período 

de repouso e redução na distância e velocidade de caminhamento e nas taxas 

respiratórias. Clorantraniliprole e toxinas produzidas por Bt são nocivos a A. gemmatalis 

em concentrações letais médias provocando mudanças histológicas e ultraestruturais 
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severas com degeneração do epitélio do intestino médio. O clorantraniliprole reduz as 

taxas respiratórias e induz resposta comportamental arrestante desse inseto. 
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ABSTRACT 
 

CASTRO, Bárbara Monteiro de Castro e, D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, 
September, 2018. Toxicity, cytopathology in the midgut, behavioral and respiratory 
response of Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Noctuidae) after exposure to 
insecticides. Advisor: José Cola Zanuncio. Co-advisors: José Eduardo Serrão, Luis 
Carlos Martínez Castrillon and Marcus Alvarenga Soares.  
 

The velvetbean caterpillar, Anticarsia gemmatalis Hübner (Lepidoptera: Noctuidae), is 

the main defoliating pest of soybean plants and its control is performed mainly with 

insecticides. Bioinsecticides and transgenic plants, based on Bacillus thuringiensis (Bt) 

toxins, are important for the management of A. gemmatalis. Chlorantraniliprole is an 

insecticide recommended for programs of integrated management of A. gemmatalis in 

soybean because it has low toxicity to non-target organisms. The interaction of these 

chemicals with caterpillar midgut cells determines its efficacy as an insecticide. The 

objective was to evaluate the toxicity and cytopathological changes mediated by B. 

thuringiensis, var. kurstaki, HD-1 strain and chlorantraniliprole insecticide in the 

midgut of A. gemmatalis caterpillars, as well as to verify the behavioral and the 

respiratory rate changes of caterpillars mediated by chlorantraniliprole. Insecticidal 

efficacy was determined by calculating lethal concentration values (LC25, LC50, LC75, 

LC90 and LC99) in the laboratory. Midgut from A. gemmatalis was extracted after 

insecticides ingestion and evaluated by light, transmission electron and confocal 

microscopy. The behavior of caterpillars after ingestion of chlorantraniliprole was 

analyzed by video tracking system and respiratory rate with respirometer. Bacillus 

thuringiensis and chlorantraniliprole induced cytotoxicity of A. gemmatalis midgut 

epithelial cells causing cellular disorganization, microvilli degeneration, cell 

fragmentation and protrusion, peritrophic matrix rupture, and cell vacuolization. Cells 

exposed to Bt showed nuclei with condensed chromatin and the amount of lysosomes 

was increased. Apoptosis occurred in the midgut cells of caterpillars exposed to Bt and 

regenerative response was observed 8 hours after exposure to entomopathogen; 

however, this response was not continuous. Apocrine secretion was expelled from the 

epithelium to the lumen after exposure to chlorantraniliprole. Caterpillars exposed to 

chlorantraliprole presented a longer rest period and reduction in distance and walking 

speed and in the rates respiratory. Chlorantraniliprole and toxins produced by Bt are 

harmful to A. gemmatalis in medium lethal concentrations causing severe histological 

and ultrastructural changes with degeneration of the midgut epithelium. 
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Chloranthraniliprole reduces respiratory rates and induces an arrestant behavioral 

response of this insect. 
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1. Introdução Geral 

A desfolha das lavouras de soja (Glycine max L. Merrill, Fabaceae) é causada 

por diferentes espécies de insetos que podem reduzir o rendimento e a qualidade dos 

grãos. A lagarta-da-soja, Anticarsia gemmatalis Hübner (Lepidoptera: Noctuidae), é a 

principal praga desfolhadora dessa cultura no Brasil (Sosa-Gomes, 2004; Panizzi, 

2013). As lesões causadas por esse inseto começam com o consumo da epiderme e do 

mesofilo até o consumo de toda a folha, deixando apenas as veias intactas (Bund e 

Mcpherson, 2000).  

Atualmente, inseticidas químicos de amplo espectro de ação são usados para 

controlar essa praga (Agrofit, 2018). A interação desses produtos com células do 

intestino médio de lagartas determina sua eficácia como inseticida (Sousa et al., 2010). 

O trato digestivo dos insetos é dividido em três regiões principais: intestino anterior e 

posterior, que são derivados do ectoderma e intestino médio que tem origem 

endodérmica (Chapman, 2013). O intestino médio corresponde a maior porção do trato 

digestivo dos insetos, constituindo uma barreira física e química contra compostos 

xenobióticos. Herbívoros, geralmente, tem intestino médio curto e alargado, permitindo 

uma alta taxa de transferência de alimentos. As principais funções do intestino médio 

são digestão e absorção de alimentos, regeneração de células em caso de dano (Lehane e 

Billingsley, 2012) e defesa imunológica local pela barreira física que impede a 

disseminação de patógenos ingeridos (Silva et al., 2016) ou resposta fisiológica para 

desintoxicação de compostos xenobióticos (Dow, 1987). 

Programas de Manejo Integrado de Pragas (MIP) enfatizam o uso combinado de 

métodos biológicos, culturais, físicos e químicos (Timprasert et al., 2014) para suprimir 

as populações de pragas abaixo do nível de dano econômico em vez da erradicação 
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(Sharma et al., 2009), de forma segura, econômica e ambientalmente saudável (Ehler, 

2006). Por isto, mais promissor em longo prazo (Soares et al., 2007; 2009). 

Inseticidas biológicos, como estirpes de Bacillus thuringiensis (Bt) Berliner 

(Bacillaceae), específicas a insetos-alvos, sem efeitos tóxicos em animais ou ao meio 

ambiente (Bishop et al., 1999), são uma alternativa ao controle químico (Monnerat et 

al., 2007, Almeida et al., 2014). A extensa variedade de estirpes e toxinas Bt permite a 

produção de bioinseticidas e o desenvolvimento de plantas transgênicas (Romeis et al., 

2006). Bacillus thuringiensis é uma bactéria gram-positiva, em forma de bastonete que, 

durante a esporulação, produz proteínas tóxicas para insetos (Van Rie et al., 1990; 

Hofmann et al., 1998). Esses cristais são dissolvidos e as protoxinas ativadas por 

proteases formando poros na membrana do intestino médio, provocando lise celular, 

septicemia e morte do inseto (Herrero et al., 2001; Bravo et al., 2007; Oestergaard et al., 

2007). Os corpos parasporais de Bt, var. kurstaki, linhagem HD-1 apresentam atividade 

tóxica a lepidópteros e estão entre os bioinseticidas mais utilizados no controle de 

lagartas (Federici, 2003; Sanahuja et al., 2011). 

O inseticida clorantraniliprole pertence ao grupo químico das diamidas (Dong et 

al., 2011) e apresenta modo de ação alternativo para controle de pragas resistentes aos 

piretróides e neonicotinoides (Malhat, 2012a), sem causar riscos para saúde humana 

(Malhat, 2012b; Wang et al., 2012). Esse inseticida é recomendado em programas de 

manejo integrado de A. gemmatalis e outras pragas na soja (De Castro et al., 2013) por 

possuir baixa toxicidade para organismos não alvos (Fernandes et al., 2016; Lavtizar et 

al., 2016; Whalen et al., 2016). Embora, a ação do clorantraniliprole seja no sistema 

muscular, alvos secundários também podem ser afetados por inseticidas (Lopes et al., 

2017), como o intestino médio que é o principal órgão de contato quando o inseto 

ingere o produto químico (Catae et al., 2014). 
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Neste estudo relatamos pela primeira vez as alterações citopatológicas mediadas 

por toxinas Bt, var. kurstaki, linhagem HD-1 e pelo inseticida clorantraniliprole no 

intestino médio de lagartas de A. gemmatalis utilizando técnicas de microscopia de luz, 

transmissão eletrônica e eletrônica confocal. Além de verificar as alterações 

comportamentais e na taxa respiratória dessas lagartas mediadas pelo clorantraniliprole. 
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2. Objetivo Geral 

- Avaliar a toxicidade de B. thuringiensis, var. kurstaki, linhagem HD-1 e 

alterações citopatológicas mediadas por toxinas desta bactéria no intestino médio de 

lagartas de A. gemmatalis. 

2.1 Objetivo específico  

- Avaliar o efeito tóxico, alterações histológicas e ultraestruturais nas células 

epiteliais do intestino médio, comportamentais e na taxa respiratória de lagartas de A. 

gemmatalis expostas ao clorantraniliprole. 
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CAPÍTULO 1  

Toxicidade e citopatologia mediadas por Bacillus thuringiensis no intestino médio 

de Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Noctuidae) 

 

Resumo: Bioinseticidas e plantas transgênicas, baseados em toxinas de Bacillus 

thuringiensis (Bt), são importantes para o manejo de Anticarsia gemmatalis Hübner 

(Lepidoptera: Noctuidae), praga desfolhadora de soja. A interação dessas toxinas com 

células do intestino médio de lagartas determina sua eficácia como inseticida. O 

objetivo foi avaliar a suscetibilidade a B. thuringiensis, var. kurstaki, linhagem HD-1 e 

alterações citopatológicas mediadas por toxinas desta bactéria no intestino médio de 

lagartas de A. gemmatalis. A eficácia inseticida foi determinada calculando os valores 

das concentrações letais (CL25, CL50, CL75, CL90 e CL99) em laboratório. Intestino 

médio de A. gemmatalis foi extraído após ingestão do bioinseticida e avaliado por 

microscopia de luz, eletrônica de transmissão e confocal. As concentrações letais 

médias de Bt mostraram toxicidade [CL50 = 0,46 (0,43 – 0,49) mg mL-1] para as lagartas 

de quarto instar de A. gemmatalis após 108 horas. Bacillus thuringiensis induz a 

citotoxicidade severa que aumenta com o período de exposição das células epiteliais do 

intestino médio de A. gemmatalis causando desorganização celular, degeneração das 

microvilosidades, fragmentação e protrusão de células, desorganização da matriz 

peritrófica e vacuolização celular. Os núcleos celulares apresentaram cromatina 

condensada e a quantidade de lisossomos foi aumentada. Apoptose ocorreu nas células 

do intestino médio de lagartas expostas ao Bt. Resposta regenerativa, em lagartas de A. 

gemmatalis, foi observada 8 horas após a exposição ao entomopatógeno, no entanto, 

essa resposta não foi contínua. Toxinas produzidas por Bt são nocivas a A. gemmatalis 
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em concentrações letais médias com danos estruturais e a morte das células epiteliais do 

intestino médio desse inseto. 

 

Palavras-chave: Apoptose, citotoxicidade, epitélio, histopatologia, lagarta-da-soja, 

ultraestrutura. 
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1. Introdução 

A lagarta-da-soja, Anticarsia gemmatalis Hübner (Lepidoptera: Noctuidae), é a 

principal desfolhadora de plantas de soja (Glycine max L. Merrill, Fabaceae) (Panizzi, 

2013). No Brasil, essa praga ocorre durante todo o ano, especialmente, na fase 

vegetativa das plantas e seu controle é feito, principalmente, com inseticidas sintéticos 

(Guedes et al., 2009; De Castro et al., 2013, 2015). Programas de Manejo Integrado de 

Pragas (MIP) visam a redução do uso de químicos no controle de pragas (Panizzi, 2013) 

devido aos efeitos negativos, desses produtos, sobre organismos não alvos (Zanuncio et 

al., 1998; Tavares et al., 2010) e ao meio ambiente (Vryzas et al., 2011; Damalas e 

Eleftherohorinos, 2011). Inseticidas biológicos, como estirpes de Bacillus thuringiensis 

(Bt) Berliner (Bacillaceae), específicas a insetos-alvos, sem efeitos tóxicos em animais 

ou ao meio ambiente (Bishop et al., 1999), são uma alternativa ao controle químico 

(Monnerat et al., 2007; Almeida et al., 2014). A extensa variedade de estirpes e toxinas 

Bt permitem a produção de bioinseticidas e o desenvolvimento de plantas transgênicas 

(Romeis et al., 2006). 

Bacillus thuringiensis é uma bactéria gram-positiva, em forma de bastonete que, 

que produz proteínas tóxicas para insetos durante a esporulação (Van Rie et al., 1990; 

Hofmann et al., 1998). Após a ingestão, os cristais da toxina são solubilizados devido ao 

pH alcalino no intestino médio da lagarta e suas protoxinas ativadas pelas proteases 

intestinais. Essas protoxinas se ligam a receptores específicos nas microvilosidades das 

células colunares do intestino médio, formando poros na membrana plasmática, 

causando lise celular e morte de insetos (Grochulski et al., 1995; Herrero et al., 2001; 

Bravo et al., 2007; Oestergaard et al., 2007). Corpos paraesporais de Bt, var. kurstaki, 

linhagem HD-1, são os mais utilizados no controle de lagartas (Federici et al., 2003, 

Sanahuja et al., 2011). 
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A interação dessas toxinas no intestino médio de lagartas determina sua eficácia 

como inseticida (Sousa et al., 2010), pois o trato digestivo dos insetos é uma barreira 

física e química contra patógenos invasivos. O intestino médio de A. gemmatalis é a 

maior porção do trato digestivo com epitélio constituído por quatro tipos celulares: 

células colunares ou digestivas responsáveis pela secreção das enzimas digestivas e 

absorção (Lehane e Billingsley, 1996); células caliciformes responsáveis pela 

homeostase iônica e absorção (Lehane e Billingsley, 1996; Terra et al., 2006); células 

regenerativas responsáveis pela renovação celular (Turbeck, 1974; Serrão e Cruz-

Landim, 1996; Martins et al., 2006) e as células endócrinas posicionadas basalmente no 

epitélio como células isoladas (Andries e Beauvillain, 1988) responsáveis pela função 

endócrina (Lehane e Billingsley, 1996). 

Alterações nas células colunares e caliciformes e redução de células 

regenerativas foram relatadas no intestino médio dos lepidópteros Plodia interpunctella 

Hübner (Pyralidae) (Abdel-Razek et al., 2002), Epiphyas postvittana Walker 

(Tortricidae) (Sutherland et al., 2003), Bombyx mori L. (Bombycidae) (Hong-Wei et al., 

2008) e Alabama argillacea Hübner (Noctuidae) (Sousa et al., 2010) quando elas foram 

expostas ao Bt. Proteínas inseticidas podem afetar as células do intestino médio de 

maneira única, pois há muitas rotas potenciais para causar a morte das células epiteliais. 

Neste estudo, determinamos toxicidade e alterações citopatológicas mediadas por 

toxinas de Bt, var. kurstaki, linhagem HD-1 no intestino médio de lagartas de A. 

gemmatalis.  
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2. Materiais e Métodos 

2.1 Insetos 

Lagartas de A. gemmatalis foram obtidas da criação massal do Laboratório de 

Controle Biológico de Insetos (LCBI) do Instituto de Biotecnologia Aplicada à 

Agropecuária (BIOAGRO) da Universidade Federal de Viçosa em Viçosa, Minas 

Gerais, Brasil e mantidas a 25 ± 2°C, 75 ± 5% de umidade relativa e fotofase de 12 

horas. Essas lagartas foram alimentadas com dieta artificial constituída por 10 g de ágar, 

15,6 g de levedura de cerveja, 25 g de gérmen de trigo, 25 g de proteína de soja, 31,2 g 

de feijão, 12,5 g de caseína, e 2,5 mL de solução de vitaminas (1,2% de ácido ascórbico, 

0,03% pantotenato de cálcio, 0,015% de niacina, 0,008%, riboflavina, 0,004% de 

tiamina e 0,004% de HCl) (Greene et al., 1976). Grupos de vinte lagartas de A. 

gemmatalis foram colocados por pote de poliestireno (15 × 9 cm) até a pupação. A 

reposição de alimento e a assepsia dos potes foram realizadas a cada 48 horas. Lagartas 

de quarto instar de A. gemmatalis, sem amputações ou malformações aparentes, foram 

utilizadas nos bioensaios. 

 

2.2 Teste de toxicidade 

Bacillus thuringiensis (Bt), variedade kurstaki, linhagem HD-1 Dipel® foi usado 

no teste de toxicidade diluído em 1L de água ultrapura em sistema de purificação Milli-

Q (Millipore) para produzir uma solução estoque, ajustando 100 g L-1 para obter as 

concentrações necessárias. A eficácia inseticida foi determinada com os valores das 

concentrações letais (CL25, CL50, CL75, CL90 e CL99) em laboratório. Seis concentrações 

de Bt, além do controle (água ultrapura), foram ajustadas em 10 mL de solução estoque 

(tratamentos e água): 0.1; 0.2; 0.4; 0.8; 1.6 and 3.2 mg mL-1  (p/v). Diferentes 

concentrações de Bt foram aplicadas em solução de 0,5 μL em 1 g de dieta artificial. 
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Cinquenta lagartas de A. gemmatalis de quarto instar foram utilizadas por concentração 

individualizadas em placas de Petri (90 × 1,5 mm). O número de lagartas mortas foi 

contabilizado após exposição ao Bt em intervalos de 12 h por 108 h.  

 

2.3 Histologia 

Vinte lagartas de quarto instar de A. gemmatalis foram alimentadas com dieta 

contaminada por Bt com concentração letal média (CL50), além do controle, por 

diferentes períodos de tempo (2, 4, 8, 16 e 32 h) e crioanestesiadas a -4°C. O intestino 

médio foi dissecado em solução salina para insetos (0,1 M NaCl + 0,1 M KH2PO4 + 0,1 

M Na2HPO4) e transferido para solução fixadora de Zamboni (Stefanini et al., 1967) por 

12 h à 5°C. As amostras foram desidratadas em série crescentes de etanol (70, 80, 90 e 

95%), embebidas em historesina Leica (Leica Biosystem Nussloch GmbH, Wetzlar, 

Germany) e seccionadas a 3 μm de espessura com micrótomo Leica RM2255. As seções 

foram coradas com hematoxilina e eosina e analisadas em microscópio de luz Olympus 

BX-60 (Olympus Corporation, Tokyo, Japan). 

 

2.4 Ultraestrutura 

Vinte lagartas de quarto instar de A. gemmatalis foram alimentadas com dieta 

contaminada por Bt com concentração letal média (CL50) por 32h e crioanestesiadas a -

4°C. O intestino médio, dessas lagartas, foi dissecado e transferido para glutaraldeído 

2,5% em tampão cacodilato de sódio 0,2 M, pH 7,2 contendo 0,2 M de sacarose por 4 h 

em temperatura ambiente. As amostras foram pós-fixadas em tetróxido de ósmio a 1% 

no mesmo tampão por 2 h, lavadas em tampão, desidratadas em série crescente de 

etanol (70, 80, 90 e 99%) e embebidas em resina LR White (London Resin Company 

Ltd.). Seções ultrafinas (80-90 nm de espessura) foram obtidas com navalha de 
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diamante em ultramicrótomo Power Tome-X (Boeckeler Instruments, Tucson, AZ, 

USA), contrastadas com acetato de uranila aquosa 1% e citrato de chumbo (Reynolds, 

1963) e examinadas em microscópio eletrônico de transmissão Zeiss Libra 120 (Carl 

Zeiss, Jena, Germany). 

 

2.5 Imunofluorescência 

Vinte intestinos médios de lagartas de A. gemmatalis, alimentadas com dieta 

contaminada com Bt com a concentração letal média (CL50) por 8, 16 e 32h, além do 

controle, foram dissecados em 0,1 M de tampão de fosfato de sódio (PBS) (Sigma-

Aldrich, St. Luis, MO, USA) e transferidos para solução fixadora de Zamboni por 2h. A 

seguir, as amostras foram lavadas com PBS contendo 1% de Triton X-100 (PBST) e 

incubadas com anticorpo anti-caspase 3 clivada (Cell Signaling Technology, Danvers, 

MA, USA) diluído 1:500 em PBS, para detecção de apoptose ou com anticorpo anti-

histona H3 fosforida (PH3) (Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA) a 1:400 

em PBS por 24h a 4ºC para detecção de proliferação celular. Após incubação, as 

amostras foram lavadas em PBS e incubadas com anticorpo secundário anti-IgG de 

coelho conjugado com isotiosinate de fluoresceína (FITC) (Sigma-Aldrich, St. Luis, 

MO, USA) diluído 1:500 em PBS por 24h no escuro a 4ºC. A seguir as amostras foram 

lavadas em PBS e os núcleos das células corados com iodeto TO-PRO-3 (Life 

Technologies, Carlslbad, CA, USA) durante 1 h. As amostras foram montadas em 

lâminas de vidro com 50% sacarose e examinadas em microscópio confocal de 

varredura a laser Zeiss LSM510 META (Carl Zeiss, Jena, Germany). 

2.6 Análise estatística 

As concentrações letais CL25, CL50, CL90, CL99 e os limites de confiança foram 

determinados por regressão baseada em concentração probit-mortalidade (Finney, 1971) 
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com o procedimento PROC PROBIT do programa SAS User v. 9.0 para Windows (SAS 

Institute, 2002).  

 

3. Resultados 

 

3.1 Toxicidade  

As concentrações letais de Bt (X2= 90,27; GL= 5, P < 0,001) (Tabela 1) 

mostraram a toxicidade [CL50= 0,46 (0,43 – 0,49) mg mL-1] para lagartas de quarto 

instar de A. gemmatalis (Fig. 1) após 108 horas. A mortalidade foi < 1% no controle. 

 

3.2 Histologia 

O intestino médio de lagartas de A. gemmatalis não expostas ao Bt apresentou 

epitélio composto de células colunares altas, células caliciformes e matriz peritrófica 

evidente. O citoplasma das células colunares e caliciformes apresentou poucos 

vacúolos, vesículas e pequenos grânulos. O núcleo foi alongado, ocupando a porção 

mediano-basal das células, com cromatina predominantemente descondensada (Fig. 

2A). 

Alterações histológicas foram observadas no intestino médio de lagartas de A. 

gemmatalis duas horas após exposição ao Bt (Figs. 2B-3F). O epitélio apresentou 

formato irregular, início da degeneração celular e fragmentos celulares foram 

observados no lúmen. A vacuolização do citoplasma foi alta e a matriz peritrófica foi 

rompida (Fig. 2B). Após 4h de exposição ao entomopatógeno, a quantidade e tamanho 

dos vacúolos aumentaram, ocupando grande parte do volume celular (Fig. 2C). 

Fragmentos do citoplasma e núcleos com cromatina condensada foram observados no 

lúmen do intestino médio com aumento progressivo durante as 4-32 h (Figs. 2C-F). 
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3.3 Ultraestrutura 

A ultraestrutura das células do intestino médio de lagartas de A. gemmatalis, não 

alimentadas com Bt, foi bem organizada com citoplasma denso e a membrana 

plasmática intacta (Fig. 3A). 

Alterações foram observadas nas células do intestino médio de lagartas 

alimentadas com dieta contaminada por 32 h. A vacuolização do citoplasma foi mais 

pronunciada com vacúolos grandes contendo restos de organelas citoplasmáticas (Fig. 

3B). Mitocôndrias em formato de donut e numerosos lisossomos foram encontrados no 

intestino de insetos expostos a toxina (Fig. 3C-D). As microvilosidades estavam 

degeneradas (Fig. 3E). Protrusões celulares e fragmentação de conteúdo celular foram 

observadas no lúmen do intestino médio (Fig. 3E-F). 

 

3.4 Imunofluorescência 

A caspase-3 clivada foi distribuída aleatoriamente no intestino médio de A. 

gemmatalis expostas ou não ao Bt (Fig. 4), mas um aumento dessa protease foi 

observado no intestino médio das lagartas às 8, 16 e 32h após a exposição ao Bt (Figs. 

4B-D). 

Oito horas após exposição ao Bt houve aumento do número de células em 

proliferação no intestino médio de lagartas de A. gemmatalis. No entanto, esta resposta 

regenerativa não foi observada nas horas subsequentes à ingestão do bioinseticida (Fig. 

5). 

4. Discussão 

A susceptibilidade de A. gemmatalis ao Bt confirma o fato dessa bactéria ser 

utilizada para controlar pragas, mas isto varia entre as espécies de insetos (Wermelinger 

et al., 2000; Elleuch et al., 2016). Spodoptera frugiperda J.E. Smith (Da Silva et al., 
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2016), Helicoverpa armigera Hübner (Regode et al., 2016) e Spodoptera litura 

Fabricius (Vineela et al., 2017) (Lepidoptera: Noctuidae) são susceptíveis à Bt em 

diferentes concentrações. Após ingestão, os cristais da toxina são solubilizados devido 

ao pH alcalino do intestino médio das lagartas  e suas protoxinas ativadas por proteases 

intestinais. Essas protoxinas se ligam aos receptores específicos nas microvilosidades 

das células colunares do intestino médio, formando poros na membrana plasmática, 

causando lise celular e morte do inseto (Grochulski et al., 1995; Aronson e Shai, 2001; 

Bravo et al., 2007). A mortalidade de lagartas de A. gemmatalis, por toxinas Bt, 

dependente da concentração do bioinseticida monstrando a toxicidade dessa bactéria via 

ingestão. 

Características típicas de degeneração celular, como epitélio com formato 

irregular, aumento da vacuolização citoplasmática, condensação de cromatina nuclear e 

fragmentos celulares com conteúdo citoplasmático e nuclear sendo liberados no lúmen 

no intestino médio de A. gemmatalis mostram efeito das toxinas Bt. A degeneração 

celular no intestino médio, devido à exposição a compostos tóxicos, foi descrita para 

Alabama argillacea Hübner (Lepidoptera: Noctuidae) (Sousa et al., 2010) e Plutella 

xylostella L. (Lepidoptera: Plutellidae) (Ribeiro et al., 2013). A eliminação para o lúmen 

do intestino médio de fragmentos celulares do citoplasma, inclusive núcleos, observada 

no intestino médio de A. gemmatalis após 2h da exposição ao Bt reduz a capacidade 

digestiva de insetos como observado para H. armigera (Barbeta et al., 2008) e sugere 

resposta ao efeito tóxico do Bt como parte do processo de morte celular (Santos et al., 

2015a). A maior vacuolização nas células digestivas de A. gemmatalis, expostas ao 

entomopatógeno, sugere morte celular (Hariri et al., 2000). Presença de vacúolos nas 

células do intestino médio é habitual em insetos (Alves et al., 2010; Fernandes et al., 

2015), mas sua maior quantidade no citoplasma tem sido caracterizada como processo 
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de autofagia (Levine e Klionsky, 2004; Santos et al., 2015b). Os efeitos histológicos 

observados no intestino de A. gemmatalis sugerem uma tentativa de desintoxicar as 

células infectadas pelo entomopatógeno. 

Alterações morfológicas observadas nas células caliciformes do intestino médio 

de A. gemmatalis são semelhantes ao observado em outros lepidópteros (Loeb et al., 

2001), como A. argillacea com estas células com deformações e numerosos vacúolos de 

tamanhos e formatos variados no citoplasma (Sousa et al., 2010) sugerindo modo de 

ação de B. thuringiensis semelhante em A. gemmatalis.  

Bt induziu a desorganização da matriz peritrófica do intestino médio de A. 

gemmatalis. Essa membrana, em algumas regiões do intestino médio de Alabama 

argillacea (Lepidoptera: Noctuidae) alimentadas com folhas de algodão transgênico 

com genes Bt, foi destruída (Sousa et al., 2010). A absorção de nutrientes é reduzida 

devido aos danos à matriz peritrófica que tem papel fundamental na digestão (Terra, 

1988) e protege as células epiteliais de danos mecânicos provocados pelo bolo alimentar 

(De Priester, 1971; Terra, 1988; Ryerse et al., 1992), dificultando a entrada de 

patógenos e particionando o processo de digestão (Terra, 1988; 2001). A matriz 

peritrófica age como uma barreira contra toxinas Bt (Hayakawa et al., 2004; Rodrigo-

Simon et al., 2006) atrasando o contato com células digestivas (Wu et al., 2016). No 

entanto, essas toxinas podem ultrapassar essa membrana (Adang e Spence, 1981), se 

ligarem aos receptores das microvilosidades das células colunares e infectarem as 

células epiteliais do intestino médio de A. gemmatalis. 

Degeneração das microvilosidades de células colunares de A. gemmatalis pode 

ser explicada pelo efeito de toxinas na actina do citoesqueleto, pois, Bt pode interagir 

com proteínas de membrana durante as fases iniciais da ação (Griffitts et al., 2003)  

induzindo o vazamento do citoplasma no lúmen do intestino médio (Qi et al., 2011). 
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Protrusões celulares liberadas no lúmen do intestino médio das lagartas de A. 

gemmatalis alimentadas com dieta contaminada com Bt sugere efeito citotóxico dessa 

bactéria causando apoptose, um padrão morfológico de morte celular programada (Ihara 

et al., 1998). A eliminação de células pela morte celular (Santos et al., 2015a) seria uma 

resposta ao dano às células epiteliais do intestino médio após ingestão de Bt. 

Mitocôndrias em forma de donut foram observadas no intestino de insetos expostos ao 

Bt. Essa mudança de forma é causada pela inibição da cadeia respiratória e é um 

marcador precoce de estresse celular (Ahmad et al., 2013) provocado pelo 

entomopatógeno. 

O maior número de células positivas para caspase-3 clivada no intestino médio 

de lagartas que ingeriram o bioinseticida indica a ocorrência de apoptose 

(Vishwanathreddy et al., 2014; Santos et al., 2015b). Células com reação positiva a 

caspase-3 clivada, no intestino médio de lagartas que se alimentaram de dieta não 

contaminada, indicam processo normal de renovação celular (Franzetti et al., 2012; 

Santos et al., 2015b). 

O aumento no número de células em proliferação no intestino médio de A. 

gemmatalis, após oito horas de ingestão da bactéria foi indicado pelo anticorpo anti-

PH3, um marcador específico de células em mitose (Su et al., 1998; Idikio, 2006). 

Danos ao sistema digestivo de insetos por entomopatógenos e suas toxinas ativam 

respostas defensivas como relatado para Heliothis virescens Fabricius (Lepidoptera: 

Noctuidae) (Forcada et al., 1999; Martinez-Ramirez et al., 1999). A regeneração do 

epitélio com substituição das células mortas por outras recém-diferenciadas depende da 

proliferação e diferenciação das células regenerativas e permite que insetos resistentes 

se recuperarem e sobrevivevam à exposição ao agente biótico (Castagnola e Jurat-

Fuentes, 2016). A substituição celular é importante para a manutenção homeostática da 
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integridade do intestino médio (Okuda et al., 2007; Rost-Roszkowska et al., 2010a,b). 

Bombyx mori Linnaeus (Lepidoptera: Bombycidae) responde a infecção por Bt com um 

mecanismo regenerativo (Chiang et al., 1986; Spies e Spence, 1985) pela divisão 

assimétrica de células regenerativas (Loeb et al., 2001). Lagartas de A. gemmatalis não 

tem resposta regenerativa contínua como observado pela ausência de processo de 

proliferação celular no epitélio do intestino médio após 16 e 32 horas de ingestão do Bt, 

possivelmente, devido à lise celular e a ruptura do epitélio que propicia meio favorável 

para germinação dos esporos levando a septicemia severa e morte de insetos (De Maagd 

et al., 2001, Bravo et al., 2007). 

Toxinas produzidas por Bacillus thuringiensis, var. kurstaki, linhagem HD-1 são 

nocivas a A. gemmatalis em concentrações letais médias e provocam mudanças 

histológicas e ultraestruturais severas com degeneração do epitélio causando a morte 

das células epiteliais do intestino médio desse inseto. Anticarsia gemmatalis apresenta 

resposta regenerativa após a exposição ao entomopatógeno, no entanto essa resposta não 

é contínua. 
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Tabela 1. Concentrações letais do Bacillus thuringiensis, variedade kurstaki, linhagem 

HD-1 para lagartas de quarto instar de Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Noctuidae)  

1CL 2VE 3IC 4
X

2 

25 0,37 0,32 – 0,40  

 

90,27 

50 0,46 0,43 – 0,49 

75 0,56 0,53 – 0,59 

90 0,65 0,61 – 0,70 

99 0,86 0,79 – 0,94 

Concentrações de 1CL25, CL50, CL75, CL90 e CL90 causam 25, 50, 75, 90 e 99% de 

mortalidade; 2VE, valor estimado (mg mL-1), 3IC, intervalo de confiança (mg mL-1), 4X2, 

valor do qui-quadrado para concentrações letais e limites fiduciais baseados em uma 

escala logarítmica em nível de significância de P < 0,0001. 
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Figura 1. Mortalidade e limites superior e inferior para lagartas de quarto instar de 

Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Noctuidae) expostas a diferentes concentrações de 

Bacillus thuringiensis, variedade kurstaki, linhagem HD-1. 
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Figura 2. Seções histológicas do intestino médio de lagartas de quarto instar de 

Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Noctuidae) não expostas a Bacillus thuringiensis 

(Bt), variedade kurstaki, linhagem HD-1 (A) mostrando epitélio (Ep) com células 

digestivas (cd), núcleos com cromatina descondensada (n), células caliciformes (setas) e 

matriz peritrófica preservada (mp) no lúmen (L) e de lagartas expostas a Bt após 2 h 

(B), 4 h (C), 8 h (D), 16 h (E) e 32 h (F) da ingestão mostrando células digestivas (cd) 

com vacúolos (v), núcleos com cromatina condensada (n*) e fragmentos de células (**) 

liberados no lúmen (L). 



36 
 

 

Figura 3. Micrografia eletrônica de transmissão do intestino médio de lagartas de 

quarto instar de Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Noctuidae) não expostas a 

Bacillus thuringiensis (Bt), variedade kurstaki, linhagem HD-1 (A) mostrando núcleo 

(n), células digestivas com citoplasma (c) rico em mitocôndrias (m) e gotas lipídicas 

(lp) e de lagartas expostas ao Bt por 32 h (B-F) mostrando células digestivas com 

vacúolos com restos celulares (v), lisossomos (li),  mitocôndria em formato de “donut” 

(md),  matriz peritrófica (mp), microvilosidades (mv), protrusões de células apicais (p) 

algumas liberadas (**) no lúmen (L).  
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Figura 4. Imunofluorescência de intestino médio de Anticarsia gemmatalis 

(Lepidoptera: Noctuidae) usando o anticorpo caspase-3 (verde - setas). Seções do 

intestino de lagartas não expostas às toxinas da bactéria (A) e alimentadas com dieta 

contaminada com Bacillus thuringiensis, variedade kurstaki, linhagem HD-1 por 8 h 

(B), 16 h (C) e 32 h (D). 
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Figura 5. Imunoflorescência de intestino médio de Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: 

Noctuidae) usando o anticorpo fosfo-histona H3 (PH3) (verde - setas). Seções do 

intestino de lagartas não expostas às toxinas da bactéria (A) e alimentadas dieta 

contaminada com Bacillus thuringiensis, variedade kurstaki, linhagem HD-1 por 8 h 

(B), 16 h (C) e 32 h (D). 
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CAPÍTULO 2  

Toxicidade, citopatologia no intestino médio, resposta comportamental e 

respiratória de Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Noctuidae) após exposição ao 

clorantraniliprole 

 

Resumo: Clorantraniliprole, do grupo químico das diamidas antranilicas, é um 

inseticida sistêmico afetando receptores de rianodina. Esse inseticida é recomendado 

para programas de manejo integrado de Anticarsia gemmatalis Hübner (Lepidoptera: 

Noctuidae) em soja por ter baixa toxicidade a organismos não alvos. O objetivo foi 

identificar alterações citopatológicas no intestino médio, comportamentais e 

respiratórias causadas pelo inseticida clorantraniliprole em A. gemmatalis. A toxicidade 

desse inseticida foi determinada pelos valores das concentrações letais (CL25, CL50, 

CL75, CL90 e CL99) em laboratório. Fragmentos do intestino médio de lagartas de A. 

gemmatalis que ingeriram o inseticida foram extraídos e avaliados por microscopia de 

luz e eletrônica de transmissão. O comportamento das lagartas, após ingestão do 

clorantraniliprole, foi analisado por sistema de rastreamento em vídeo e a taxa 

respiratória com respirômetro. As concentrações letais médias de clorantraniliprole 

mostraram toxicidade [CL50 = 0,28 (0,26-0,30) mg mL-1] para as lagartas de quarto 

instar de A. gemmatalis após 96 horas. O clorantraniliprole causa citotoxicidade severa 

promovendo desorganização celular, degeneração das microvilosidades, fragmentação 

celular, vacuolização celular e desorganização da matriz peritrófica. Os núcleos 

celulares apresentaram cromatina condensada e secreção apócrina foi liberada no 

lúmen. O período de repouso foi maior e a distância e velocidade de caminhamento e as 

taxas respiratórias menores para lagartas expostas a este inseticida. Clorantraniliprole é 

tóxico a A. gemmatalis em concentrações letais médias provocando mudanças 
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histológicas e ultraestruturais severas com degeneração do epitélio do intestino médio, 

redução das taxas respiratórias e induzindo resposta comportamental arrestante desse 

inseto. 

 

Palavras-chave: arrestante, citotóxico, comportamento, diamidas, respirometria, 

ultraestrutura. 
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1. Introdução 

A lagarta-da-soja, Anticarsia gemmatalis Hübner (Lepidoptera: Noctuidae), é 

praga importante da soja (Glycine max L. Merrill, Fabaceae) (Sosa-Gomes, 2004; 

Panizzi, 2013). Esse inseto é controlada com inseticidas sintéticos que atuam, 

principalmente, no sistema nervoso ou inibem a síntese de quitina (Agrofit, 2018) ou 

com bioinseticidas baseados em Bacillus thurigiensis e Baculovirus anticarsia (Haase et 

al., 2015). Resistência da lagarta-da-soja a inseticidas têm sido relatada (Abot et al., 

1996; Sosa-Gómez e Miranda, 2012). 

Inseticidas do grupo químico das diamidas controlam pragas, eficientemente, 

atingindo um novo alvo de ação (Cordova et al., 2006; Sparks e Nauen, 2015). 

Diamidas atuam em receptores de rianodina com liberação excessiva de Ca2+, induzindo 

a paralisia dos músculos, inibição da alimentação e morte do inseto (Lahm et al. 2005; 

Qi et al., 2014; Sparks e Nauen, 2015). O modo de ação do clorantraniliprole (3-bromo-

4'-chloro-1-(3-chloro-2-pyridil-2'-methyl-6'methylcarbamoyl) pyrazole-5carboxanilide) 

(Dong et al., 2011) difere daquele de piretróides e neonicotinoides (Malhat, 2012a), sem 

riscos à saúde humana, pois a estrutura dos receptores de rianodina difere entre insetos e 

mamíferos (Malhat, 2012b; Wang et al., 2012). Esse inseticida é utilizado em diferentes 

culturas controlando, eficientemente, insetos (Schwarz et al., 2011; Zhang et al., 2012; 

Cui et al., 2014). O clorantraniliprole tem baixa toxicidade para organismos não alvos, 

como inimigos naturais e invertebrados de solo (Fernandes et al., 2016; Lavtizar et al., 

2016; Whalen et al., 2016), é recomendado no manejo integrado de A. gemmatalis na 

soja (De Castro et al., 2013). Esse inseticida é, também, recomendado para o controle de 

outras pragas da soja, como Chrysodeixis includens Walker, Helicoverpa armigera 

Hübner, Heliothis virescens Fabricius, Pseudoplusia includens Walker, Spodoptera 

eridania Cramer, Spodoptera frugiperda Smith (Lepidoptera: Noctuidae), Phyllophaga  
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cuyabana Moser (Coleoptera: Scarabaeidae), Elasmopalpus lignosellus Zeller e 

Hedylepta indicata Fabricius (Lepidoptera: Pyralidae) (Agrofit, 2018). 

O clorantraniliprole atua no sistema muscular, mas pode também afetar outros 

órgãos (Lopes et al., 2017). O intestino dos insetos, um dos primeiros órgãos de contato 

com inseticidas ingeridos (Catae et al., 2014), é dividido em três regiões principais: 

intestino anterior e posterior (derivados do ectoderma) e o médio (de origem 

endodérmica) (Chapman, 2013). As principais funções do intestino médio são digestão 

e absorção de alimentos, regeneração celular (Lehane e Billingsley, 2012) e defesa 

imunológica local como barreira física impedindo a disseminação de patógenos 

ingeridos (Silva et al., 2016) ou como resposta fisiológica para desintoxicação de 

compostos xenobióticos (Dow, 1987). 

O modo de ação do clorantraniliprole no desenvolvimento e reprodução de 

insetos e aspectos moleculares são conhecidos (Cao et al., 2017; Liu et al., 2018; Wu et 

al., 2018), mas alterações citopatológicas no intestino médio, comportamentais e 

respiratórias mediadas por esse inseticida são pouco conhecidas. O objetivo foi avaliar o 

efeito tóxico, alterações histológicas e ultraestruturais nas células epiteliais do intestino 

médio, comportamentais e na taxa respiratória de lagartas de A. gemmatalis expostas ao 

clorantraniliprole. 

 

2. Materiais e Métodos 

2.1 Insetos 

Lagartas de A. gemmatalis foram obtidas da criação massal do Laboratório de 

Controle Biológico de Insetos (LCBI) do Instituto de Biotecnologia Aplicada à 

Agropecuária (BIOAGRO) da Universidade Federal de Viçosa em Viçosa, Minas 

Gerais, Brasil e mantidas a 25 ± 2 °C, 75 ± 5% de umidade relativa e fotofase de 12 
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horas. Essas lagartas foram alimentadas com dieta artificial constituída por 10 g de ágar, 

15,6 g de levedura de cerveja, 25 g de gérmen de trigo, 25 g de proteína de soja, 31,2 g 

de feijão, 12,5 g de caseína, e 2,5 mL de solução de vitaminas (1,2% de ácido ascórbico, 

0,03% pantotenato de cálcio, 0,015% de niacina, 0,008%, riboflavina, 0,004% de 

tiamina e 0,004% de HCl) (Greene et al., 1976). Grupos de vinte lagartas de A. 

gemmatalis foram colocados por pote de poliestireno (15 × 9 cm) até a pupação. A 

reposição de alimento e a assepsia dos potes foram realizadas a cada 48 horas. Lagartas 

de quarto instar de A. gemmatalis, sem amputações ou malformações aparentes, foram 

utilizadas nos bioensaios. 

 

2.2 Teste de toxicidade 

Clorantraniliprole foi utilizado no teste de toxicidade, diluído em série, a partir 

uma solução estoque do inseticida comercial ajustada a 100 g L-1 para obter as 

concentrações necessárias. Seis concentrações de clorantraniliprole, além do controle 

(água ultrapura), foram ajustadas em 1 mL de solução estoque (tratamentos e água): 

3,12; 1,56; 0,78; 0,39; 0.19; 0,09 mg mL-1 (p/v).  

A eficácia do inseticida foi determinada com os valores das concentrações letais 

(CL25, CL50, CL75, CL90 e CL99) em laboratório. Diferentes concentrações do inseticida 

foram aplicadas em solução de 0,5 μL em 1 g de dieta artificial. Cinquenta lagartas de 

A. gemmatalis, de quarto instar, foram utilizadas por concentração/inseticida, 

individualizadas em placas de Petri (90 × 1,5 mm). O número de lagartas mortas foi 

contabilizado por 96 horas após exposição ao clorantraniliprole.  

2.3 Teste de sobrevivência 

Cinquenta lagartas de quarto instar de A. gemmatalis foram individualizadas em 

placas de Petri e expostas às concentrações letais de clorantraniliprole (CL25, CL50, CL75 
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e CL90) determinadas no bioensaio de toxicidade, além de um controle com água 

ultrapura. Os procedimentos da exposição seguiram os descritos para o bioensaio de 

toxicidade. O número de insetos mortos foi registrado por 96 horas. 

 

2.4 Histologia 

Vinte lagartas, de quarto instar de A. gemmatalis, foram expostas ao 

clorantraniliprole por ingestão de dieta artificial contaminada com 0,5 μL da 

concentração média letal (CL50), além do controle, por duas, quatro, oito, 16 e 32 h e 

crioanestesiadas a -4°C. O intestino médio, dessas lagartas, foi dissecado em solução 

salina para insetos (0,1 M NaCl + 0,1 M KH2PO4 + 0,1 M Na2HPO4) e transferido para 

solução fixadora de Zamboni (Stefanini et al., 1967) por 12 h à 5°C. As amostras foram 

desidratadas em série crescentes de etanol (70, 80, 90 e 95%), embebidas em historesina 

Leica (Leica Biosystem Nussloch GmbH, Wetzlar, Germany) e seccionadas a 3 μm de 

espessura com micrótomo Leica RM2255. As seções foram coradas com hematoxilina e 

eosina e analisadas em microscópio de luz Olympus BX-60 (Olympus Corporation, 

Tokyo, Japan). 

 

2.4 Ultraestrutura 

Vinte lagartas de quarto instar de A. gemmatalis foram expostas ao 

clorantraniliprole por ingestão de dieta artificial contaminada com 0,5 μL da 

concentração média letal (CL50) por 32 h e crioanestesiadas a -4°C. O intestino médio 

dessas lagartas foi dissecado e transferido para glutaraldeído 2,5% em tampão 

cacodilato de sódio 0,2 M, pH 7,2 contendo 0,2 M de sacarose por 4 h em temperatura 

ambiente. As amostras foram pós-fixadas em tetróxido de ósmio a 1% no mesmo 

tampão por 2 h, lavadas em tampão, desidratadas em série crescente de etanol (70, 80, 
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90 e 99%) e embebidas em resina LR White (London Resin Company Ltd.). Seções 

ultrafinas (80-90 nm de espessura) foram obtidas com navalha de diamante em 

ultramicrótomo Power Tome-X (Boeckeler Instruments, Tucson, AZ, USA), 

contrastadas com acetato de uranila aquosa 1% e citrato de chumbo (Reynolds, 1963) e 

examinadas em microscópio eletrônico de transmissão Zeiss Libra 120 (Carl Zeiss, 

Jena, Germany). 

 

2.5 Ensaio de comportamento 

Lagartas de A. gemmatalis foram individualizadas em arena constituídas por 

placas de Petri abertas (90 mm × 15 mm) revestidas com papel de filtro (Whatman No 

1). As paredes internas das placas foram cobertas com politetrafluoroetileno (PTFE) 

Teflon® (Dupont, Wilmington, DE, EUA) para evitar a fuga de insetos. Os bioensaios 

comportamentais foram realizados em arenas com metade de sua área tratada com 

clorantraniliprole dissolvido em água destilada, tendo o controle, apenas, água destilada. 

O papel filtro foi pulverizado com o inseticida em solução de 250 μL com os valores 

estimados de CL50 e CL90 e colocado em placas de Petri. Uma lagarta de quarto instar 

de A. gemmatalis foi liberada no centro de cada arena. Vinte lagartas (e arenas) foram 

utilizadas por concentração letal e no controle em delineamento inteiramente 

casualizado. O movimento de cada lagarta, dentro da arena, foi gravado durante 10 

minutos com uma câmera de vídeo Canon® NTSC (XL1 3CCD, Canon EUA, Lake 

Success, NY), equipada com uma lente de vídeo 16x (zoom XL 5.5-88 mm) e as 

imagens, digitalmente, transferida para computador para análise por sistema de 

rastreamento de vídeo (ViewPoint LifeSciences, Montreal, Quebec, Canadá). As 

medidas tomadas com o sistema de vídeo incluíram a distância percorrida e o tempo de 

repouso em cada metade da arena. 
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2.6 Taxa de respiração 

Os bioensaios de respirometria foram conduzidos três horas após exposição de 

lagartas de quarto instar ao clorantraniliprole por ingestão de dieta artificial 

contaminada na concentração letal estimada (CL50 e CL90), além do controle. A 

produção de dióxido de carbono (CO2) (μL de CO2 h-1/inseto) foi medida por 

respirômetro do tipo Analisador de CO2 TR3C (Sable System International, Las Vegas, 

EUA) com metodologia adaptada de estudos anteriores. Tubos de respirometria (25 mL) 

foram usados, cada um com uma lagarta de A. gemmatalis e ligado a um sistema 

fechado. O CO2 produzido em cada câmara foi quantificado com gás oxigênio 

comprimido (99,99% puro) passando através da câmara a um fluxo de 100 mL min-1 por 

dois minutos. Este fluxo de ar força todas as moléculas de CO2 produzidas a passarem 

por um leitor de infravermelho acoplado ao sistema que mede, continuamente, o CO2 

produzido pelos insetos em cada câmara. Quinze repetições (câmaras) foram utilizadas 

por tratamento. 

 

2.7 Análises estatísticas 

As concentrações letais (CL25, CL50, CL75, CL90, CL99) e os limites de confiança 

foram determinados por regressão baseada em concentração probit-mortalidade (Finney, 

1971) com o procedimento PROC PROBIT. Os dados do bioensaio de sobrevivência 

foram submetidos à análise de sobrevivência utilizando o estimador Kaplan-Meier 

(método Log-rank) usando o programa Origin Pro v. 9.1 (OriginLab Corporation, 

2013). Dados das lagartas que sobreviveram até o final do experimento foram tratados 

como censurados. Os dados do ensaio de comportamento foram analisados por análise 

de variância unidirecional e as médias dos tratamentos comparadas pelo teste de Tukey 

a 5% de significância. Dados da taxa de respiração foram submetidos à análise de 
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variância (tempo x tratamento) e as médias comparadas pelo teste de Tukey (P <0,05). 

A toxicidade, o bioensaio de comportamento e respirometria foram analisados com o 

programa SAS User v. 9.0 para Windows (SAS Institute 2002).  

 

3. Resultados  

 

3.1 Teste de toxicidade e sobrevivência 

Cinco níveis de concentrações letais de clorantraniliprole, estimados por Probit, 

causaram mortalidade de lagartas de quarto instar de A. gemmatalis (Tabela 1). As 

concentrações letais de clorantraniliprole (X2= 90,2; GL= 5, P < 0,001) foram tóxicas 

para lagartas de A. gemmatalis [CL50= 0,28 (0,26 – 0,30) mg mL-1] (Fig. 1) e a 

mortalidade no controle foi menor que 1%. A sobrevivência de lagartas de A. 

gemmatalis variou entre as concentrações do inseticida (teste de Log-rank, X2= 138,65, 

GL= 4, P < 0,001), sendo de 96,7% para aquelas não expostas ao clorantraniliprole e de 

53,3, 30, 16,6 e 10% nas concentrações CL25, CL50, CL75 e CL90, respectivamente, após 

96 h de exposição. 

 

3.2 Histologia 

O epitélio do intestino médio de lagartas de A. gemmatalis não expostas ao 

inseticida era composto por células colunares altas, células caliciformes com citoplasma 

com poucos vacúolos e matriz peritrófica evidente. O núcleo foi alongado, ocupando a 

porção mediano-basal das células, com cromatina predominantemente descondensada 

(Fig. 2A). Alterações histológicas após a ingestão do inseticida no intestino médio de 

lagartas de A. gemmatalis incluíram secreção apócrina do epitélio após duas horas de 

exposição ao clorantraniliprole (Fig. 2B). O formato do epitélio estava irregular com 
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início da degeneração celular e liberação de fragmentos celulares no lúmen mais 

evidente após 8 h da ingestão do inseticida (Fig. 2D). Vacuolização no citoplasma foi 

alta ocupando grande parte do volume celular e aumentando após as horas de exposição 

ao clorantraniliprole (Figs. 2B-F). Matriz peritrófica foi desorganizada (Fig. 2E-F). 

Fragmentos do citoplasma e núcleos com cromatina condensada foram liberados no 

lúmen do intestino médio com aumento progressivo durante as 4-32 h de exposição  

(Figs. 2D-F). 

 

3.3 Ultraestrutura 

A ultraestrutura das células do intestino médio de lagartas de A. gemmatalis, não 

expostas ao clorantraniliprole, foi bem organizada com citoplasma denso e a membrana 

plasmática intacta (Figs. 3A-C-E). Células do intestino médio de lagartas expostas ao 

inseticida mostraram fragmentos do citoplasma no lúmen do órgão e microvilosidades 

degeneradas (Fig. 3B). Vacuolização do citoplasma mais pronunciada com vacúolos 

autofágicos grandes contendo restos de organelas citoplasmáticas (Fig. 3D) e a 

membrana plasmática foi rompida (Fig. 3F). 

 

3.4 Ensaio de comportamento 

Trilhas representativas de deslocamento de lagartas de A. gemmatalis em arenas 

semi-tratadas mostraram menor velocidade de caminhamento naquelas expostas ao 

inseticida (Fig. 4). A distância percorrida pelas lagartas foi maior no controle que em 

arenas com concentrações letais (CL50 e CL90) de clorantraniliprole (F2,11= 16,76; P < 

0,0001) (Fig. 5A). Lagartas permaneceram por maior período de repouso na arena 

exposta a CL90 que em CL50 e no controle (F2,11= 33,57; P < 0.0001) (Fig. 5B). 



49 
 

 

3.5 Taxa de respiração 

A taxa de respiração das lagartas expostas ao controle e ao clorantraniliprole 

(CL90) diferiu (F2,9= 3,47, P <0,0530). Clorantraniliprole reduziu a taxa de respiração de 

A. gemmatalis após uma e três horas de exposição a CL90 (Fig. 6). 

 

4. Discussão 

O modo de ação de inseticidas da classe das diamidas é novo e específico. Esses 

produtos têm elevada atividade, baixa toxicidade para mamíferos e são, amplamente, 

utilizados em todo o mundo (Lahm et al., 2007). O clorantraniliprole, desse grupo, tem 

amplo espectro de ação contra pragas das ordens Coleoptera, Diptera, Hemiptera, 

Hymenoptera e Lepidoptera, (Teixeira et al., 2009; Spmer et al., 2009; Sial et al., 2012; 

Xing et al., 2011; Lanka et al., 2013; Bird, 2015).  

Efeitos letais em larvas de A. gemmatalis pelo clorantraniliprole são semelhantes 

ao relatado para outras pragas (Pasquini et al., 2017; Bosch et al., 2018) com alta 

toxicidade e ação rápida contra Agrotis ipsilon, Helicoverpa armigera e Spodoptera 

litura (Lepidoptera: Noctuidae) (Liu et al., 2017).  Isto reforça a importância desse 

inseticida no controle de pragas Lepidoptera e com baixo impacto para insetos não alvos 

(Lahm et al., 2005; Qi et al., 2014; Sparks e Nauen, 2015) como os parasitóides 

Aphelinus mali Hald. (Hymenoptera: Encyrtidae), Aphidius rhopalosiphi De Stefani 

Perez (Hymenoptera: Braconidae: Aphidiinae), Diadegma semiclausum Hellen 

(Hymenoptera: Ichneumonidae), Dolichogenidea tasmanica Cameron (Hymenoptera: 

Braconidae), Trichogramma chilonis Ishii, Trichogramma dendrolimi Matsumura e 

Trichogramma pretiosum Riley (Hymenoptera: Trichogrammatidae) (Brugger et al., 

2010) e pouco tóxico aos predadores Harmonia axyridis Pallas (Coleoptera: 
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Coccinellidae) e Chrysoperla sinica Tjeder (Neuroptera: Chrysopidae) (Liu et al., 

2016). A mortalidade de A. gemmatalis atingiu 90% com efeito letal em 96 h após a 

exposição ao clorantraniliprole demonstrando a toxicidade para esse inseto via ingestão. 

Degeneração celular do epitélio com fragmentos celulares com conteúdo 

citoplasmático e nuclear e secreções apócrina sendo liberados no lúmen, aumento da 

vacuolização citoplasmática e desorganização da matriz peritrófica do intestino médio 

de A. gemmatalis mostra efeito tóxico do clorantraniliprole. A eliminação de fragmentos 

celulares para o lúmen do intestino médio é uma resposta fisiológica comumente 

observada em insetos (Chapman, 1998; Lehane e Billingsley, 1996) os quais podem 

estar envolvidos na secreção apócrina de enzimas digestivas (Caetano et al., 1994, 

Serrão e Cruz-Landim, 1995; Cristofoletti et al., 2001), na renovação do conteúdo 

citoplasmático (Cruz-Landim et al., 1996) ou apoptose (Rost-Roszkowska, 2008; 

Tettamanti et al., 2007; Azevedo et al., 2009). Essa fragmentação pode reduzir a 

capacidade digestiva de insetos como observado para H. armigera (Barbeta et al., 2008) 

e, com  a maior vacuolização nas células digestivas do intestino médio sugere  processo 

de morte celular (Hariri et al., 2000; Tsujimoto e Shimizu, 2005; Santos et al., 2015a). 

Vacúolos nas células do intestino médio são normais em insetos (Alves et al., 2010; 

Fernandes et al., 2015; Mir et al., 2015), mas o aumento de seu número e tamanho no 

citoplasma caracteriza processo de autofagia (Levine e Klionsky, 2004; Santos et al., 

2015b). Vacualização aumentou em células do intestino médio de A. gemmatalis após a 

ingestão dos bioinseticidas de squamocina (Fiaz et al., 2018), caraterizado pela 

eliminação de detritos, toxinas e reciclagem de componentes celulares (Levy et al., 

2008; Gomes et al., 2013). A desorganização da matriz peritrófica do intestino médio de 

lagartas expostas ao clorantraniliprole compromete absorção de nutrientes e expõe 

células epiteliais a danos mecânicos provocados pelo bolo alimentar. Essa matriz age 
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como uma barreira contra produtos tóxicos, retardando o contato com células digestivas 

(De Priester, 1971; Terra, 1988; Ryerse et al., 1992; Wu et al., 2016), mas o 

clorantraniliprole pode ultrapassar a matriz peritrófica e atingir as células epiteliais do 

intestino médio de A. gemmatalis. Efeitos histológicos e ultraestruturais no intestino 

sugerem uma tentativa de desintoxicar as células expostas ao clorantraniliprole e morte 

celular em A. gemmatalis. 

Alterações no padrão comportamental se devem à ação de compostos tóxicos 

que podem reduzir ou estimular a mobilidade de insetos (Dethier et al., 1960; Miller at 

al., 2009). Efeito arrestante do clorantraniliprole no comportamento de A. gemmatalis é 

característico da redução da locomoção de insetos após o contato com o inseticida (Zhu 

et al., 2013). Diamidas antranílicas, classe inseticida do clorantraniliprole, interferem 

nas contrações musculares dos insetos, estimulando a liberação contínua de cálcio 

intracelular, levando à depleção das reservas de cálcio no retículo sarcoplasmático 

promovendo a paralisia muscular, cessação da alimentação, letargia e morte (Cordova et 

al., 2006; Hannig et al., 2007; Fend et al., 2011). O imidaclopride causou resposta 

comportamental arrestante em larvas de Amphimallon majale Razoumowsky 

(Coleoptera: Scarabaeidae) (Zhu et al., 2013) e o clorantraniliprole reduziu a velocidade 

de caminhamento do cupim Reticulitermes flavipes Kollar (Blattodea: Rhinotermitidae) 

(Thorne et al., 2015). O clorantraniliprole inibiu a atividade locomotora de A. 

gemmatalis aumentando o período de permanência de lagartas dessa praga nas arenas 

pulverizadas com o inseticida e a contaminação das mesmas, pois esse inseticida tem, 

também, ação de contato (Thorne et al., 2015; Van Herk et al., 2015). 

A menor taxa de respiração de A. gemmatalis com o clorantraniliprole é 

semelhante ao relatado com o bioinseticida squamocin nesse inseto evidenciando danos 

moleculares às mitocôndrias (Fiaz et al., 2018) e estresse e custos fisiológicos devido à 
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realocação de energia de outros processos fisiológicos básicos (Plata-Rueda et al., 

2018). Além de agir sobre os receptores de rianodina mediando à liberação de íons 

cálcio (Ca2+) das reservas intracelulares do retículo sarcoplasmático causando contração 

e paralisia muscular (Cordova et al., 2006; Lahm et al. al., 2009), o clorantraniliprole 

promove danos histopatológicos diretos no intestino médio. Isto reflete na resposta 

comportamental, atividade locomotora e redução das taxas respiratórias. 

Clorantraniliprole é tóxico a A. gemmatalis em concentrações subletais 

provocando mudanças histológicas e ultraestruturais severas com degeneração do 

epitélio do intestino médio, redução das taxas respiratórias e indução de resposta 

comportamental arrestante desse inseto. 
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Tabela 1. Concentrações letais do clorantraniliprole para lagartas de quarto instar de 

Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Noctuidae) 

1CL 2VE 3IC 4
X

2 

25 0,23 0,20 – 0,25  

 

90.2 

50 0,28 0,26 – 0,30 

75 0,34 0,32 – 0,36 

90 0,40 0,38 – 0,43 

99 0,52 0,48 – 0,58 

Concentrações de 1CL25, CL50, CL75, CL90 e CL99 causam 25, 50, 75, 90 e 99% de 

mortalidade; 2VE, valor estimado (mg mL-1), 3IC, intervalo de confiança (mg mL-1), 4X2, 

valor do qui-quadrado para concentrações letais e limites fiduciais baseados em uma 

escala logarítmica em nível de significância de P < 0,0001. 
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Figura 1. Curva de mortalidade e limites superior e inferior para lagartas de quarto 

instar de Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Noctuidae) após tratamento com 

diferentes concentrações de clorantraniliprole. 
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Figura 2. Seções histológicas do intestino médio de lagartas de quarto instar de 

Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Noctuidae) não expostas ao clorantraniliprole (A) 

mostrando epitélio (Ep) com células digestivas (c) com núcleos com cromatina 

descondensada (n), células caliciformes (setas) e matriz peritrófica preservada (mp) e 

expostas ao  clorantraniliprole após 2 h(B), 4 h (C), 8 h (D), 16 h (E) e 32 h (F) 

mostrando vacúolos (v), núcleos com cromatina condensada (n*) e fragmentos celulares 

(**) e secreção apócrina (flechas) liberados no lúmen (L). 
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Figura 3. Micrografia eletrônica de transmissão do intestino médio de lagartas de 

quarto instar de Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Noctuidae) não expostas ao 

clorantraniliprole (A - C - E) mostrando células digestivas (cd) com citoplasma rico em 

mitocôndrias (m), núcleo (n) e gotas lipídicas (gl), matriz peritrófica (mp) e 

microvilosidades (mv) preservadas e expostas ao clorantraniprole (B – D – F) 

mostrando células caliciformes (cl) com microvilossidades degeneradas, rompimento da 

membrana plasmática (mp*), protrusões apicais, alguns liberados (**) no lúmen (L). 
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Figura 4. Trilhas representativas mostrando a atividade de caminhada de lagartas de 

quarto instar de Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Noctuidae) durante período de 10 

minutos em arenas de papel filtro com metade impregnada com clorantraniliprole 

(metade inferior da arena). Trilhas vermelhas indicam caminhada em alta velocidade e 

verdes indicam baixa velocidade (inicial). 
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Figura 5. Distância percorrida e tempo de repouso (média ± erro padrão) durante 10 

minutos de lagartas de quarto instar de Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Noctuidae) 

expostas via ingestão ao clorantraniliprole (valores estimados de CL50 e CL90). Os 

tratamentos (média ± erro padrão) diferem em P < 0,05 pelo teste de Tukey. 
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Figura 6. Taxa de respiração (média ± SE) de lagartas de quarto instar de Anticarsia 

gemmatalis (Lepidoptera: Noctuidae) expostas via ingestão ao clorantraniliprole 

(valores estimados de CL50 e CL90). Médias com letras diferentes no mesmo tempo 

diferem pelo teste de Tukey (P < 0,05). 
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Conclusões gerais 

Clorantraniliprole e toxinas produzidas por Bt são nocivos a A. gemmatalis em 

concentrações letais médias provocando mudanças histológicas e ultraestruturais 

severas com degeneração do epitélio do intestino médio, causando desorganização 

celular, degeneração das microvilosidades, fragmentação e protrusão de células, 

desorganização da matriz peritrófica e vacuolização celular. 

Células expostas ao Bt apresentaram núcleos com cromatina condensada e a 

incremento na quantidade de lisossomos. Apoptose ocorreu nas células do intestino 

médio de lagartas expostas ao Bt e resposta regenerativa após a exposição ao 

entomopatógeno não foi contínua.  

Secreção apócrina foi expelida do epitélio do intestino médio para o lúmen após 

exposição ao clorantraniliprole. Lagartas expostas a esse inseticida apresentaram maior 

período de repouso e redução na distância e velocidade de caminhamento e nas taxas 

respiratórias. O clorantraniliprole induz a resposta comportamental arrestante desse 

inseto. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


