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BIANCHINI, Beatriz. EFEITOS DA SUPLEMENTAGAO COM PROTEINA ISOLADA
DE SOJA E NANOPARTICULAS DE PRATA NA MORFOLOGIA DO INTESTINO
MEDIO DO BICHO-DA-SEDA (Bombyx mori, Linnaeus, 1758). 2025. 37 fls.
Trabalho de Conclusao de Curso (Graduagao em Ciéncias Bioldgicas) — Universidade
Estadual de Londrina, Londrina. 2025.

RESUMO

A sericicultura envolve a criacdo do bicho-da-seda (Bombyx mori), o cultivo da
amoreira e a obtencao de fios a partir dos casulos, sendo uma atividade de destaque
no Brasil. As larvas produzem seda pelas glandulas sericigenas para formagao do
casulo, estrutura que garante protecao e controle térmico. Durante o estagio larval, se
alimentam exclusivamente de folhas de amoreira, cuja qualidade esta relacionada ao
desenvolvimento das larvas e a produtividade da seda. Diversos fatores podem causar
alteragdées no teor proteico das folhas, afetando o desenvolvimento larval. Nesse
contexto, a suplementagdo alimentar surge como alternativa. A adicao de proteina de
soja tem sido associada a melhora do desenvolvimento larval e ao aumento da
producdo de seda. Além disso, nanoparticulas de prata podem favorecer a absorgao
de nutrientes. A combinagéo entre proteina e nanoparticulas apresenta potencial para
otimizar a taxa de conversdao de seda. Este estudo avaliou os efeitos da
suplementagcdo com proteina isolada de soja e nanoparticulas de prata,
individualmente e em associagdo, na morfologia do intestino médio de larvas de B.
mori. As larvas suplementadas, especialmente no grupo tratado com 20% de proteina
isolada de soja e 45 mg/L de nanoparticulas de prata, apresentaram hipertrofia das
celulas caliciformes, espessamento da borda estriada e intensa liberacdo de
protusdes citoplasmaticas. Esses resultados sugerem uma adaptagao morfofisiolégica
para ampliar a superficie de contato, indicando maior eficiéncia na digestao e
absor¢ao de nutrientes. Conclui-se que, nas concentragdes testadas, a
suplementagcdo mostrou-se benéfica. Entretanto, sdo necessarios estudos
complementares para aprofundar a compreensao dos efeitos observados.

Palavras-chave: Seda. Sericicultura. Suplementacao alimentar.



BIANCHINI, BEATRIZ. EFFECTS OF SUPPLEMENTATION WITH ISOLATED SOY
PROTEIN AND SILVER NANOPARTICLES ON THE MIDGUT MORPHOLOGY OF
THE SILKWORM. 2025. 37 pgs. Final Dissertation (Biological Sciences
Undergraduation) — Londrina State University. Londrina. 2025.

ABSTRACT

Sericulture involves the rearing of the silkworm (Bombyx mori), the cultivation of
mulberry, and the production of threads from cocoons, being an activity of prominence
in Brazil. The larvae produce silk through the sericigenous glands for cocoon formation,
a structure that ensures protection and thermal control. During the larval stage, they
feed exclusively on mulberry leaves, whose quality is related to larval development and
silk productivity. Several factors can cause changes in the protein content of the
leaves, affecting larval development. In this context, dietary supplementation emerges
as an alternative. The addition of soy protein has been associated with improved larval
development and increased silk production. In addition, silver nanoparticles may favor
nutrient absorption. The combination of protein and nanoparticles has the potential to
optimize the silk conversion rate. This study evaluated the effects of supplementation
with isolated soy protein and silver nanoparticles, individually and in association, on
the morphology of the midgut of B. mori larvae. The supplemented larvae, especially
in the group treated with 20% isolated soy protein and 45 mg/L silver nanoparticles,
showed hypertrophy of goblet cells, thickening of the brush border, and intense release
of cytoplasmic protrusions. These results suggest a morphophysiological adaptation to
increase the contact surface, indicating greater efficiency in digestion and nutrient
absorption. It is concluded that, at the tested concentrations, supplementation proved
to be beneficial. However, complementary studies are needed to deepen the
understanding of the observed effects.

Keywords: Dietary Supplementation. Sericulture. Silk.
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1. INTRODUGAO

A sericicultura envolve a criacdo do bicho-da-seda (Bombyx mori, Linnaeus,
1758), o cultivo da amoreira para alimentagdo e a obtencado de fios a partir dos
casulos, é de grande destaque no Brasil (Aveiro, 2011). As larvas produzem os fios
de seda por meio das glandulas sericigenas, utilizando-os para formagao do casulo,
essencial nessa etapa do ciclo de vida, pois exerce fungdes de controle térmico e de
protecado contra predadores (Takahashi et al., 2009; Hao et al., 2021).

O estagio larval € o unico periodo em que o animal se alimenta e sua
alimentacdo é composta por folhas de amoreira (Morus sp.), assim, o éxito da
sericicultura esta relacionado a qualidade das folhas, visto que devem suprir a
demanda nutricional do inseto (Miranda et al., 2002; Okamoto; Rodella, 2006).
Praticas de manejo, tipos de solo, deriva de agrotoxicos e alteragdes climaticas afetam
o cultivo da amoreira e podem interferir na nutricdo e no desenvolvimento das larvas.
(Zanetti, 2003). Nesse sentido, mudangas na composi¢cdo de proteina das folhas
podem afetar a producao de seda (Takahashi et al., 2009).

Diante disso, a suplementagdao alimentar surge como uma alternativa
promissora. A adicdo de proteinas na dieta das larvas, como a proteina de soja, tem
se mostrado eficaz ao beneficiar o desenvolvimento larval e contribuir para o aumento
da produtividade dos fios de seda (Aguiar, 2022; Marchi, 2024). Ademais, a adi¢ao de
nanoparticulas no tratamento alimentar, como as nanoparticulas de prata, pode
intensificar a absor¢gao de nutrientes, resultando em fibras com propriedades de
resisténcia aprimoradas e, portanto, melhor qualidade da seda (Cheng et al., 2017).
Ainda, a fonte proteica associada as nanoparticulas pode potencializar esses

resultados (Marchi, 2024).
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A analise histolégica do intestino meédio € fundamental para compreender os
efeitos dietéticos em nivel celular. Alteragdes na arquitetura epitelial constituem os
primeiros indicadores fisiologicos de resposta a novos compostos, permitindo
identificar mecanismos de adaptagdo ou toxicidade antes que se manifestem em
meétricas macroscoépicas de producao.

Considerando isso, este trabalho propds a hipétese de que a adigdo de proteina
isolada de soja e nanoparticulas de prata na alimentagdo, administrada
individualmente ou em associagao, promove alteragdes morfolégicas nas células do
intestino médio do bicho-da-seda, contribuindo para o desenvolvimento do inseto e,
consequentemente, para a producao do fio de seda. Assim, pretende-se garantir uma
nutricido mais eficiente e segura, promovendo melhorias na qualidade e quantidade
de seda produzida, além de fomentar o avango da nanotecnologia aplicada a
sericicultura, beneficiando tanto a ciéncia quanto o setor produtivo.

Dessa forma, os objetivos foram analisar os efeitos da suplementagao alimentar
na morfologia do intestino médio de larvas do bicho-da-seda, investigar alteragdées no
epitélio intestinal resultantes da adigdo de suplementacdo em diferentes
concentragées e comparar os efeitos das suplementacdes testadas, de maneira

individual e combinada.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Importancia da Sericicultura

O Brasil, sendo o unico produtor de seda do Ocidente, em 2019 produziu 3 mil
toneladas, o que representa 0,45% da producdo mundial (FAOSTAT, 2021). Ademais,
a seda brasileira se destaca pela qualidade e cor, o fio produzido no Brasil € cerca de
duas vezes maior que o produzido na China e possui a coloragao mais branca do
mundo (Deral, 2021).

A Bratac Seda, que possui uma unidade instalada em Londrina-PR, destaca-se
como a unica empresa responsavel pela fabricagcdo de fios de seda em escala
industrial no Ocidente. Assim, o Parana é reconhecido por ser o maior produtor
nacional, visto que produz 2,2 mil toneladas por ano, correspondendo a 83,9% da
producao brasileira e 98% do material & exportado, principalmente para a Europa.
(Adapar, 2021). Nesse contexto, € evidente a importancia da sericicultura para a

economia do Parana, do Brasil e do mundo.

2.2 Aspectos biologicos de B. mori

O bicho-da-seda (Bombyx mori, Linnaeus, 1758) € um inseto holometabolo da
ordem Lepidoptera e familia Bombycidae, cujo ciclo de vida compreende as fases de
ovo, larva com cinco instares, crisalida ou pupa e adulto (Brancalhdao, 2005).
Amplamente utilizado e de grande relevancia econémica, o bicho-da-seda é
considerado um bom modelo biolégico devido ao ciclo de vida curto, manejo simples
e baixo custo, além de possuir genoma sequenciado e genes homologos aos
humanos, o que o torna promissor para pesquisas em areas como genética, nutricao

e biotecnologia (Ashraf et al., 2023).
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A criagcao do inseto depende do ser humano para ocorrer, tendo em vista que
o inseto sofreu total domesticagao, tornando-se incapaz de realizar a busca por
alimento e reprodugdo de maneira selvagem. Em sua fase adulta, apresenta asas e
aparelho bucal atrofiados, impedindo a sobrevivéncia em condigdes naturais (Dong et
al., 2017). Dessa forma, o manejo adequado torna-se fundamental, uma vez que
exerce impacto direto sobre as praticas sericicolas.

O desenvolvimento do inseto inclui a formagao de um casulo composto por fios
de seda para protecao contra predagao e fatores climaticos, aumentando as chances
de sobrevivéncia do inseto (Takahashi et al., 2009). A fibra da seda é produzida pelas
glandulas sericigenas, ali sao sintetizados e secretados filamentos das proteinas
fibroina e sericina, o material liquido € expelido pela fiandeira e se solidifica em contato
com o ar (Hardy et al., 2008). Com o crescimento larval, as glandulas sofrem
hipertrofia, resultando no aumento da atividade secretora e consequentemente, da
producao de seda (Hao et al., 2021).

O estudo da morfologia € relevante, pois, ao término do 5° instar, o inseto
interrompe a ingestao de alimento e inicia a formagao do casulo, etapa que antecede
sua transicao para pupa e, posteriormente, para a fase adulta, periodo em que sua
atividade passa a ser exclusivamente reprodutiva. Seu ciclo de vida completo pode
durar cerca de 50 dias, sendo o estagio larval o mais prolongado, com duragao

aproximada de 28 dias (Hanada; Watanabe, 1986; Takahashi et al., 2009).

2.3 Dieta alimentar

O bicho da seda € um inseto monéfago, que se alimenta exclusivamente de
folhas frescas de amoreira de maneira continua até o encasulamento, exigindo assim,

uma grande demanda por folhas da planta (Okamoto; Rodella, 2006). No Brasil sdo
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cultivadas trés variedades principais de amoreira: Tailandesa, Miura e Taichi, do
género Morus e familia Moraceae. De maneira geral, as folhas suprem as
necessidades nutricionais basicas da larva, tornando o cultivo de amoreira um fator
de grande relevancia para o éxito da sericicultura. (Takahashi et al., 2009).

Diversos fatores podem interferir no desenvolvimento do bicho-da-seda, sendo
a composig¢do nutricional das folhas de amoreira um dos fatores de maior impacto.
Essa composicao pode ser alterada em fungao de tipos de solo, praticas de manejo,
estacdes do ano, deriva de agrotoxicos e alteragdes climaticas, que impactam o cultivo
da amoreira e consequentemente, podem afetar a nutricido e o desenvolvimento do
inseto. Nesse sentido, alteragbes na composi¢cao de proteinas das folhas podem
interferir na qualidade e quantidade de seda, considerando que o casulo € formado
predominantemente por proteinas (Zanetti, 2003; Takahashi et al., 2009; Rahmathulla;

Suresh, 2012).

2.4 Suplementagao

A adicado de suplementos demonstra ser uma estratégia eficaz utilizada para
agregar valor nutricional a dieta do bicho-da-seda, os efeitos de diferentes
suplementos alimentares tém sido amplamente estudados (Amala; Ranjith, 2011;
Brahma et al., 2018; Shahzadi et al., 2022).

Conforme descrito por Thangapandiyan e Dharanipriya (2019), um casulo mais
volumoso e de melhor qualidade pode ser obtido através do enriquecimento das folhas
de amoreira com nutrientes adicionais. De maneira semelhante, a utilizacao de dieta
artificial resultou em elevada produgdo de seda (Saviane et al., 2014).

Diversos estudos mostram os beneficios da suplementacdo utilizando

aminoacidos e proteinas. Nicodemo ef al. (2014), ao utilizarem os aminoacidos
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treonina e valina, verificaram aumento no rendimento da seda e melhorias nas
propriedades mecanicas dos fios. Além disso, a adigao proteica na dieta tem mostrado
efeitos positivos sobre o desenvolvimento larval e na otimizagao da sintese de fios de
seda. Marchi (2024) verificou que a suplementagdao com proteina isolada de soja
resultou em aumento do peso larval e peso do casulo, maior taxa de conversao de
seda, além de reduzir a duragdo do estagio larval. Esta diminuicao também foi
observada por Aguiar (2022), utilizando proteina isolada de soja.

Trabalhos recentes evidenciam o uso potencial de nanoparticulas em areas
como a medicina e agricultura (Barani, et al,, 2021; Bouhaudi, et al., 2025). Com
diametro entre 1nm e 100nm, as nanoparticulas podem ser obtidas a partir de diversos
materiais. Avaliar o comportamento deste material para aplicagao segura, evitando
efeitos citotoxicos, ainda constitui o principal desafio na sua utilizagao (Paramo et al.,
2020).

Com destaque para as nanoparticulas de prata, apresentam liberagao iénica
continua, sdo capazes de atuar como agentes antimicrobianos (Bapat et al., 2018) e
auxiliam na absor¢do de nutrientes (Thangapandiyan; Dharanipriya, 2019), podendo
trazer beneficios quando incorporadas a dieta de B. mori.

A dtilizagdo das nanoparticulas de prata em combinacdo com outros
suplementos alimentares demonstra efeitos sinérgicos, aumentando o rendimento de
casulos e melhorando a producgio do fio de seda, de acordo com Thangapandiyan e
Dharanipriya (2019) no estudo de larvas suplementadas com nanoparticulas de prata
e spirulina, que € uma cianobactéria de alto valor nutricional, destacando-se pelo
elevado teor de proteinas. Resultados semelhantes foram observados por Marchi
(2024), utilizando nanoparticulas de prata e proteina isolada de soja no tratamento

alimentar de B. mori.
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Tendo em vista a importancia econémica da sericicultura, demonstra-se
essencial investigar efeitos da suplementagcdo na dieta de B. mori, bem como
compreender como alteragdes na alimentacdo podem afetar o desenvolvimento larval
e a produgao sericigena. Para compreender como essa suplementagao atua no
organismo do inseto, € necessario investigar o epitélio intestinal, que constitui o

principal local de interagao entre os nutrientes e o metabolismo animal.

2.5 Morfologia do intestino médio

O tubo digestivo de B. mori ocupa a maior parte de seu corpo e € dividido em trés
partes: intestino anterior, médio e posterior. A digestdo e assimilacdo dos alimentos
ocorrem predominantemente no intestino médio, que representa o segmento mais ativo
do sistema digestorio e regula a atividade de varios outros processos fisiolégicos
(Billingsley; Lehane, 1996). Em virtude disso, diversos estudos envolvendo diferentes
ordens de insetos tém utilizado a regido média do intestino como modelo para pesquisas
relacionadas a absorgao alimentar, bem como a agao de virus, toxinas e inseticidas

(Marchi, 2024; Brooks et al., 2002; Silva, 2017; Cruz, 2010).

Em larvas de lepiddpteros o intestino médio € composto pela membrana
peritrofica, camada epitelial e camada muscular. O epitélio € pseudoestratificado colunar,
com 3 tipos celulares principais: células colunares, células caliciformes e células
regenerativas. Esses tipos celulares possuem caracteristicas diferentes quanto a

morfologia e fungao (Levy ef al., 2004; Cavalcante; Cruz-Landim,1999).

Abundantes no intestino médio, as células colunares possuem borda estriada
com microvilosidades na superficie apical, proje¢des citoplasmaticas e nucleo alongado

(Billingsley; Lehane, 1996). Estas células estao envolvidas na absorgao de produtos da
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digestao e secrecao de enzimas digestivas e da membrana peritréfica (Terra; Ferreira,

2005; Casartelli et al., 2001).

A membrana peritréfica, produzida pelas células colunares, € uma camada
acelular fina que divide o limen em espacgo endoperitréfico, que contém o alimento em
digestao, e espaco ectoperitroéfico, contendo enzimas e substancias em assimilagao.
Desempenha as fungdes de protegcdo do epitélio contra abrasdo de particulas
alimentares e entrada de microrganismos, além de regular a permeabilidade para

enzimas e produtos da digestao (Terra, 2001; Wang; Granados, 2001; Gallo et al., 2002).

As células caliciformes apresentam invaginagdes na membrana plasmatica
apical, formando uma cavidade em formato de calice, cujo interior € revestido por
projecdes citoplasmaticas semelhantes a microvilosidades, contendo nucleo basal e
mitocéndrias. Estas células atuam na homeostase iénica e na absorcdo de metabdlitos.

(Billingsley; Lehane, 1996; Chapman, 2012; Gul et al, 2001).

As células regenerativas possuem citoplasma e organelas escassas, nucleo
central e localizam-se na base do epitélio, geralmente agrupadas em ninhos. Exercem
papel essencial na renovacao epitelial, contribuindo para a manutencao da integridade
do intestino médio ao repor continuamente as células degeneradas. (Cavalcante; Cruz-
Landim,1999; Levy et al., 2004; Chapman, 2012). Sua morfologia e quantidade podem

variar conforme as fases do ciclo de vida (Terra, 2001).

O epitélio apoia-se sobre uma membrana basal continua de origem conjuntiva e
sobre uma camada muscular, formada por musculos longitudinais e circulares. A
contragao coordenada dessa musculatura mantém o conteudo alimentar em movimento,
facilitando o processo digestivo e gerando os movimentos peristalticos (Gallo et al.,

2002).



3. Material e métodos

As etapas de criacao, suplementacao e sintese das nanoparticulas de prata
foram conduzidas por pesquisadores do Laboratério de Citogenética e Entomologia
Molecular (LACEM), da Universidade Estadual de Londrina (UEL). Apos as etapas ja
descritas, este trabalho teve como continuidade a etapa de analise histologica.

Todos os procedimentos morfologicos foram realizados no Laboratério de
Insetos do Departamento de Histologia da UEL, no periodo de margo a outubro de

2025.

3.1 Grupos experimentais e tratamentos alimentares

Neste estudo foram utilizadas 684 larvas de Bombyx mori de linhagem hibrida
(japonesa e chinesa), disponibilizadas pela Fiacdo de Seda Bratac S.A., Londrina-
Parana. As lagartas selecionadas encontravam-se no inicio do quarto instar,
apresentando tamanho e peso semelhantes, e foram distribuidas em seis grupos,
contendo 114 individuos, com base nas suplementagdes oferecidas.

O grupo controle foi alimentado com folhas frescas de amoreira (Morus alba L.)
borrifadas com 10 ml de agua filtrada. O grupo nanoparticula de prata (AgNPS)
recebeu folhas frescas de amoreira pulverizadas com 10 ml de nanoparticulas de prata
a 45 mg/L de concentragdo, os grupos proteina isolada de soja 10% (SOY10) e
proteina isolada de soja 20% (SOY20) receberam folhas frescas de amoreira
acrescidas de solugao de soy protein nas concentragdes 0,1g de soy + 10ml de agua
fitrada e 0,2g de soy + 10 ml de agua filtrada, respectivamente. Os grupos de
associagao entre nanoparticula de prata e proteina isolada de soja 10% (AgSOY10) e
proteina isolada de soja 20% (AgSOY20) receberam, de modo respectivo, folhas

frescas de amoreira suplementadas com solugdes de 0,1g de soy + 10 ml de



10
nanoparticulas a 45mg/L e 0,2g de soy + 10 ml de nanoparticulas a 45mg/L.

A criagao das larvas seguiu um método padrao, mantidas em sala de criagao,
sob condigdes controladas de umidade (£75% UR), fotoperiodo (12h claro /12h
escuro) e temperatura (~26°C). Cada tratamento foi subdividido em trés bandejas
plasticas, totalizando trés lotes por grupo, com 38 individuos por bandeja. As bordas
das bandejas foram cobertas com tecido de tule, permitindo ventilagdo adequada e
evitando a entrada de outros insetos. A alimentacao foi administrada trés vezes ao dia
com folhas frescas de amoreira e solugdes de acordo com cada grupo experimental,
utilizando-se quantidades de folhas de amoreira determinadas conforme Takahashi et
al. (2009), até o encasulamento. A higienizacao das bandejas e a remogao dos
residuos fecais foram efetuadas diariamente, no inicio da manha, antes da primeira

alimentacao.

3.2 Sintese das nanoparticulas de prata

As nanoparticulas de prata foram sintetizadas utilizando 90 mg de nitrato de
prata (AgNO;) em um erlenmeyer com 500 mL de agua tridestilada. A solugio foi
aquecida até atingir a ebuli¢ao. A esta solugao foi adicionado 10 mL de citrato de sédio
(Na3CesHs07) a 1%, gradualmente e sob agitagdo vigorosa. Apos 40 minutos, o
aquecimento foi cessado e a solugao agitada por mais 90 minutos para resfriamento
a temperatura ambiente. Ainda, o volume foi corrigido para 500 mL com a adicdo de

agua tridestilada.

3.3 Analise histologica

Ao final do 5° instar foram selecionadas 12 lagartas de cada grupo, totalizando

72, para retirada do material biolégico (intestino) e confeccao das laminas histoldgicas.
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Os insetos foram dissecados e o intestino fixado em solugdo de Karnovsky,
desidratado e mantido em alcool 70% até a inclusao, conforme protocolo desenvolvido
pelo Laboratorio de Insetos do Departamento de Histologia

O material foi incluido em historresina Leica® conforme as seguintes etapas:

- Alcool etilico 95% (2 horas);

- Resina basica + alcool 95% 1:1 (4 horas);

- Resina basica + ativador 1 bag de ativador para cada 50 mL de resina (24
horas);

Para a confeccao dos blocos, o material foi acondicionado em moldes de
polietileno e adicionada a solugao de infiltragdo (resina basica + ativador) acrescida
de endurecedor, na propor¢cdo de 1 g de endurecedor para cada 15 mL da solucao,
mantendo-se a temperatura ambiente até a completa polimerizagao.

Os blocos foram submetidos a cortes com espessura de 4 ym em micrétomo
semiautomatico modelo RM 2145 Leica®.

Os cortes obtidos foram colocados em laminas de vidro e corados por
Hematoxilina e Eosina (HE), seguindo o seguinte protocolo:

- Agua destilada (5 minutos);

- Hematoxilina de Harris em estufa (30 minutos);

- Agua corrente (5 minutos);

- Eosina aquosa de Lison em estufa (35 minutos);

- Trés banhos em agua destilada;

- Dez banhos em alcool 95%;

- Dez banhos em alcool 100%;

- Xilol I (10 minutos);

- Xilol II (10 minutos).
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Apo6s a coloragdo, as laminas foram montadas com balsamo do Canada e
recobertas por laminulas de vidro e foi feita a analise morfolégica das estruturas em
fotomicroscopio de luz modelo Axiophot da Zeiss, buscando observar possiveis
alteragdes decorrentes das suplementagdes oferecidas, seguindo critérios como
integridade tecidual, padrdo morfoldgico do epitélio intestinal e produgio de secrecao.
Para a classificagdo da intensidade das alteragdes, estabeleceram-se os
seguintes escores: (-) auséncia de alteracdo em relacdo ao controle; (+) alteracao
leve, presente em até 25% dos campos; (++) alteragao moderada, em até 50% dos
campos; e (+++) alteracao intensa, observada na maioria dos campos histolégicos
analisados.

Nao foram realizadas analises quantitativas.
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4. RESULTADOS

No grupo controle, o intestino médio apresenta um epitélio pseudoestratificado
colunar, com borda estriada e composto principalmente por células colunares e
caliciformes. A camada epitelial é revestida pela membrana peritréfica, separando o
epitélio do conteudo intestinal e divido lumen em espago ectoperitrofico e
endoperitréfico. Abaixo do epitélio foi observada a camada muscular composta por
musculos circulares e longitudinais. Também foram observadas ramificagcbes da
traqueia (Figura 1).

Essa organizacdo do intestino medio é semelhante as descrigcdes apresentadas
para a maioria das larvas de Lepidoptera em diversos estudos (Billingsley; Lehane,

1996; Gallo et al., 2002; Levy et al., 2004).
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Figura 1 — Fotomicrografias do intestino médio de Bombyx mori sem adigdo de suplemento alimentar
(CONTROLE), ao microscépio de luz. Coloragdo H.E. Obj: A 5x; B 10x; C e D 40x.

Lumen intestinal: membrana peritréfica (Mp); espago ectoperitréfico (Ec) e espago endoperitréfico (En)
com contelido alimentar (*). Epitélio intestinal (Ep): células colunares (Co) com borda estriada (B) e
protusdes citoplasmaticas (=*); células caliciformes (Ca) com borda aciddfila (%) no interior da cAmara
em forma de célice; nucleo (N); feixe de fibras musculares circular (Mc) e longitudinal (Ml). Traqueia
(Tr). Barra= 50pm.
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O grupo SOY10, quando comparado ao controle, nas células colunares
apresentou uma borda estriada mais desenvolvida e maior volume de protusdes

citoplasmaticas, e um aumento de células caliciformes (Tabela 1. Figura 2).

Figura 2 — Fotomicrografias do intestino médio de Bombyx mori tratada com soy protein 10% (SOY10),
ao microscopio de luz. Coloragdo H.E. Obj: A 5x; B 10x; C 20x; D 40x.

Lumen intestinal: membrana peritréfica (Mp) e espaco ectoperitréfico (Ec). Epitélio intestinal (Ep):
células colunares (Co) com borda estriada (B) e protusdes citoplasmaticas (—*); células caliciformes
(Ca) com borda acidéfila (%) no interior da cAmara em forma de calice; nucleo (N); feixe de fibras
musculares circular (Mc) e longitudinal (MI). Traqueia (Tr). Barra= 50um.
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O tratamento com SOY20 mostrou uma intensificagdo no espessamento da
borda e maior volume de protusdes, em relagao ao grupo SOY10. Além disso,
observou-se que as células caliciformes aparentemente apresentaram aumento em

quantidade, quando comparado os grupos controle e SOY10 (Tabela 1. Figura 3).

Figura 3 — Fotomicrografias do intestino médio de Bombyx mori tratada com soy protein 20% (SOY20),
ao microscopio de luz. Coloragao H.E. Obj: A 5x; B 10x; C e D 40x.

Lumen intestinal: membrana peritréfica (Mp); espago ectoperitréfico (Ec) e espago endoperitréfico (En)
com conteudo alimentar (*). Epitélio intestinal (Ep): células colunares (Co) com borda estriada (B) e
protusdes citoplasmaticas (=*); células caliciformes (Ca) com borda aciddfila (%) no interior da camara
em forma de célice; nucleo (N); feixe de fibras musculares circular (Mc) e longitudinal (Ml). Traqueia
(Tr). Barra= 50um.
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O grupo tratado com AgSOY10 apresentou alteragdes similares ao grupo

SOY20 nas células colunares e nas células caliciformes (Tabela 1. Figura 4).

Figura 4 — Fotomicrografias do intestino médio de Bombyx mori tratada com nanoparticulas de prata e
soy protein 10% (AgSOY10), ao microscépio de luz. Coloragéo H.E. Obj: A 5x; B 10x; C 20x; D 40x.
Lumen intestinal: membrana peritréfica (Mp) e espago ectoperitréfico (Ec). Epitélio intestinal (Ep):
células colunares (Co) com borda estriada (B) e protusdes citoplasmaticas (=*); células caliciformes
(Ca) com borda acidéfila (%) no interior da cAmara em forma de calice; nucleo (N); feixe de fibras
musculares circular (Mc) e longitudinal (MI). Traqueia (Tr). Barra= 50um.
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A borda estriada no grupo AgSOY20 exibiu a alteragao mais significativa,
mostrando maior espessamento em comparacdao aos demais grupos. Também foi
observada intensa liberagao de protusdes citoplasmaticas, semelhante aos grupos
SOY20 e AgSOY10. Ainda nas células colunares, somente nesse grupo foi
identificada vacuolizagao citoplasmatica. Além disso, aparentemente houve um

aumento significativo na quantidade de células caliciformes, assim como nos grupos

S0Y20 e AgSOY10. (Tabela 1. Figura 5).

Figura 5 — Fotomicrografias do intestino médio de Bombyx mori tratada com nanoparticulas de prata e
soy protein 20% (AgSOY20), ao microscépio de luz. Coloragado H.E. Obj: A 5x; B 10x; C 20x; D 40x.
Lumen intestinal: membrana peritréfica (Mp) e espaco ectoperitréfico (Ec). Epitélio intestinal (Ep):
células colunares (Co) com borda estriada (B), vacuolizagdes (Vc) e protusdes citoplasmaticas (=),
células caliciformes (Ca) com borda aciddfila (%) no interior da cdmara em forma de calice; ndcleo (N);
feixe de fibras musculares circular (Mc) e longitudinal (MI). Traqueia (Tr). Tubulos de Malpighi (TM).
Barra= 50um.
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O tratamento com AgNPS apresentou alteragdes nas células colunares e

caliciformes semelhantes as observadas no grupo SOY10 (Tabela 1. Figura 6).

Figura 6 — Fotomicrografias do intestino médio de Bombyx mori tratada com nanoparticulas de prata
(AgNPS), ao microscopio de luz. Coloragéo H.E. Obj: A 5x; B e C 10x; D 20x.

Lumen intestinal: membrana peritréfica (Mp); espacgo ectoperitréfico (Ec) e espago endoperitréfico (En)
com contetido alimentar (*). Epitélio intestinal (Ep): células colunares (Co) com borda estriada (B) e
protusoes citoplasmaticas (); células caliciformes (Ca) com borda aciddfila (%) no interior da camara
em forma de calice; nucleo (N); feixe de fibras musculares circular (Mc) e longitudinal (MI). Traqueia
(Tr). Barra= 50um.
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A classificagao da intensidade das alteragées das estruturas do intestino médio

de larvas submetidas aos tratamentos com proteina isolada de soja (P) e
nanoparticulas de prata (N) e suas respectivas concentragcbées em g e mg/L, estao

descritos na tabela 1.

Tabela1. Escores semiquantitativos das alteragées morfolégicas no intestino médio de larvas tratadas
com proteina isolada de soja (P) e nanoparticulas de prata (N) e suas concentragcdes em g e mg/L

respectivamente.
Grupos experimentais
CONTROLE SOY10 SOY20 AgSOY10 AgSOY20 AgNPS

Estruturas P:0 P:0,1 P: 0,2 P: 0,1 P: 0,2 P:0

N: 0 N: 0 N: 0 N: 45 N: 45 N: 45
Células Borda Estriada - + ++ ++ +++ +
Colunares Protusdes - + ++ ++ ++ +
Vacuolizagdo - - - - + -
Células Caliciformes - + ++ ++ ++ +

Legenda: (-) Ausente; (+) Leve; (++) Moderada; (+++) Intensa.
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5. DISCUSSAO

De modo geral, as alteragdes morfoldgicas identificadas mostraram-se
semelhantes entre os tratamentos, variando apenas em intensidade. Com destaque
para as células colunares onde as alteragdes mais significativas estiveram presentes,
principalmente nos grupos SOY20, AgSOY10 e AgSOY20.

Comparando-se os tratamentos SOY10 e AgSOY10, observou-se que a
presenca de nanoparticulas possivelmente levou ao espessamento da borda estriada,
ao aumento do volume de protusdes liberadas e ao aumento do numero de células
caliciformes. A interagao entre soy protein e nanoparticulas pode ter exercido um
efeito integrativo, contribuindo para a intensificagdo das alteracées.

Ao comparar os tratamentos SOY20 e AgSOY20, a presencga de nanoparticulas
aparentemente acentuou o espessamento da borda estriada, como descrito
anteriormente nos SOY10 e AgSOY10. Do mesmo modo, as nanoparticulas e soy
protein em associagado possivelmente apresentam um efeito sinérgico, visto que
provocaram uma alteragcao mais intensa que os outros grupos experimentais quanto
ao espessamento da borda e a presencga de vacuolizagdes.

O espessamento da borda estriada foi mais acentuado em AgSOYZ20, em
comparacao aos demais tratamentos. Considerando que a borda estriada é
constituida por microvilosidades, o espessamento dessa estrutura pode estar
relacionado ao aumento da demanda absortiva, indicando melhora nos processos de
absorgao e digestao. Em discordancia, no estudo dos efeitos dos flavonoides rutina e
genistina no intestino médio de Anticarsia gemmatalis suscetiveis e resistentes ao
AgMNPV, Cruz (2010) mostra que alteragoes estruturais na borda estriada podem
causar desorganizagdo das microvilosidades e alterar o revestimento de glicocalice,

prejudicando a camada de protegao e tornando as células mais suscetiveis a entrada
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de microrganismos. Porém, acreditamos que no estudo de Cruz (2010) esse resultado
pode ser atribuido a utilizagao de flavonoides.

De modo mais expressivo nos tratamentos SOY20, AgSOY10 e AgSOY20,
quando comparados aos grupos controle, SOY10 e AgNPS, foi identificado o aparente
aumento da quantidade de protusdes citoplasmaticas liberadas, que pode estar
associada ao aumento na atividade de secregcdo enzimatica, sugerindo melhor
absorgdo e digestdao de nutrientes. Jarial (2005) relatou em Cenocorixa bifida, a
ocorréncia de protusées citoplasmaticas em grande quantidade na secregéo
enzimatica. Um resultado semelhante também foi identificado no intestino médio de
larvas de Tenebrio molitor por Cristofoletti et al. (2001), no qual a presenga de
protusdes liberadas pelas células colunares seriam responsaveis pela secrecao de
enzimas digestivas como a tripsina e amilase.

De modo contrario, também pode ser um indicio de degeneracao celular.
Conforme observado por Brooks et al. (2002) em lagartas de Helicoverpa armigera, a
formacao de protusdes pode estar relacionada a exposicdo a materiais nocivos,
funcionando como um mecanismo usado pelas células epiteliais para eliminar esses
compostos. No entanto, essa interpretacdo nao se aplica a este estudo, visto que nao
observamos grande quantidade de células regenerativas que indicasse um processo
ativo de renovacao celular. Assim, apontamos que tal resposta pode ser causada pela
acao de agentes virais utilizados na pesquisa de Brooks et al. (2002).

O unico grupo que apresentou intensa vacuolizagao citoplasmatica nas células
colunares foi AgSOY20. O conteudo desses vazios citoplasmaticos ndo foi
identificado, dificultando a determinagdao dos fatores associados a essa alteragao.
Embora a vacuolizagdo possa estar associada a mecanismos de defesa celular ou a

autofagia, ndo se pode descartar o acumulo de reservas lipidicas ou de glicogénio em
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resposta a dieta hiperproteica. A confirmagcdo da natureza desses vacuolos exige
analises histoquimicas, como por exemplo Sudan Black ou PAS, que nao foram objeto
deste estudo.

Os estudos de Rharrabe et al. (2007), que analisaram a agao de aleloquimicos
beta-carbolinas no intestino médio de Plodia interpunctella e Cruz (2010), que
investigou os efeitos dos flavonoides no intestino médio de Anticarsia gemmatalis,
descreveram de maneira semelhante os possiveis efeitos citotdxicos causados pelos
tratamentos nas células epiteliais e evidenciados pela presenca de vazios
citoplasmaticos. Entretanto, associamos esses efeitos aos compostos aleloquimicos
beta-carbolinas e flavonoides utilizados nesses estudos.

Acentuadamente em SOY20, AgSOY10 e AgSOY20, em comparagao aos
outros grupos, foi possivel notar células caliciformes volumosas e em grande
quantidade. Tendo em vista que as caliciformes estdao envolvidas na homeostase
ibnica e na absor¢do de metabolitos, é provavel que os tratamentos tenham
desencadeado maior exigéncia regulatoria. Essas alteragoes também foram
observadas por Cruz (2010) nas células caliciformes em larvas de A. gemmatalis.
Aléem disso, a grande quantidade de células pode ter provocado alcalinizagao do
epitélio, alterando a coloragdo. Contudo, esses resultados requerem analises
quantitativas, nao realizadas neste estudo, para reafirmar as interpretagbes baseadas
nas observagoes visuais.

Nao foram observadas alteragbes na membrana peritréfica, espagos
endoperitréfico e ectoperitrofico e camada muscular.

Nao foi possivel identificar células regenerativas. Essa observagcdo é
particularmente relevante, uma vez que, mesmo diante das alteragdes constatadas,

os tratamentos ndo provocaram morte celular e ndo foi necessario aumento de
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atividade mitdética para renovacao do epitélio, sugerindo que as larvas reagiram
positivamente a adigao de suplementos e indicando que o desenvolvimento larval e a
producdo de seda ndao foram comprometidos.

De maneira complementar, Marchi (2024), ao investigar os efeitos da
suplementagdo com proteina isolada de soja e nanoparticulas de prata em larvas de
Bombyx mori, porém com enfoque no desenvolvimento animal, expressao génica e
producdo de casulos, observou que a adigdo da nanoparticula de prata pode favorecer
a absorgdo de nutrientes, considerando que o grupo o grupo Ag, equivalente ao
AgNPS neste estudo, foi o grupo que apresentou maior peso larval e maior peso de
casulo. Apesar disso, nao foi detectado aumento significativo da taxa de produgao de
seda nesse grupo. Ja o tratamento que apresentou maior taxa de producdo de seda
(24,1%) foi S2Ag, equivalente ao AgSOY 20, sendo o unico com valor proximo ao do
controle (24,5%). Em contraste, esse tratamento apresentou o menor consumo foliar
entre todos os tratamentos. Além disso, n3o foi observada taxa de mortalidade
significativa em nenhum dos tratamentos.

Assim como apontado neste estudo, Marchi (2024) afirma que a associagao
das nanoparticulas de prata com a proteina isolada de soja em S2Ag apresentou um
efeito sinérgico, potencializando a absorgdo proteica e consequentemente,
favorecendo a producao de seda. Nossos resultados reforcam essa hipotese ao
demonstrar alteragées morfolégicas, como o espessamento da borda estriada, que
podem justificar a maior eficiéncia na conversao alimentar relatada pelo referido autor.

A literatura referente aos efeitos da adigdo de proteina isolada de soja e
nanoparticulas de prata sobre a morfologia do intestino médio, mais especificamente
em B. mori, € escassa, o que limita a discussao aprofundada e dificulta a comparagao

direta dos resultados obtidos neste estudo com outros trabalhos.
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6. CONCLUSOES

De modo geral, o intestino médio das larvas tratadas com soy protein e
nanoparticulas de prata, isoladamente ou em associagdo, quando comparado ao
grupo controle, apresentou alteracées na camada epitelial, sobretudo nas células
colunares.

E possivel concluir que a suplementagdo induziu plasticidade fenotipica no
epitélio intestinal, evidenciada por hipertrofia celular e aumento da superficie apical
(borda estriada). Essas alteragées morfofisiologicas indicam uma resposta adaptativa
eficiente para maximizar a absor¢do de nutrientes. Embora a producido de seda nao
tenha sido mensurada diretamente neste trabalho, a integridade tecidual e a auséncia
de citotoxicidade severa sugerem que a suplementagcdo com proteina isolada de soja
e nanoparticulas de prata é segura e benéfica nas concentragoes testadas.

Contudo, ha necessidade de realizar estudos adicionais contendo analises
quantitativas, morfométricas e histoquimicas visando ampliar a compreensao sobre
os efeitos da suplementacdo alimentar a base de proteina isolada de soja e
nanoparticulas de prata na morfologia do intestino médio e no desenvolvimento do

bicho-da-seda.
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